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RESUMEN/ABSTRACT

ABC, inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucleédsido (ITIAN), es uno de
los farmacos mas utilizados en el tratamiento del VIH y se ha asociado con un aumento
del riesgo cardiovascular en estos pacientes. Hoy en dia existe controversia acerca de
esta relacién debido a la disparidad de estudios con diferentes conclusiones y a la no
existencia de un mecanismo claro de accién que pudiera justificar esta toxicidad

vascular.

Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que Abacavir era capaz
de inducir acumulacion leucocitaria, primer paso para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares con componente inflamatorio, a través de la interaccion entre Mac-1
leucocitaria e ICAM-1 endotelial. Estos efectos fueron reproducidos por otro ITIAN
analogo de purina didanosina pero no por los ITIAN analogos de pirimidina, hecho que
sugirié una posible relacidn estructura-actividad en la accion proinflamatoria de ABC que
fue demostrada por la implicacién del receptor P2X;. El presente trabajo trata de
corroborar la implicacion del receptor P2X7 y, la importancia de su localizacidn, asi como
el mecanismo de accidon mediante el cual ABC activa a dicho receptor P2X7. Nuestros
estudios confirman tanto en modelos in vitro como in vivo que el efecto de ABC sobre
lainteraccion leucocito-endotelio y sobre la expresion de Mac-1 se debe a los receptores

P2X7 localizados principalmente en leucocitos.

La activacion de este receptor purinérgico P2X; de membrana podria deberse a la
accion directa de ABC, a la accidn del ligando enddgeno del receptor P2X7 (ATP) o a la
del CBV-TP que es el metabolito activo de ABC. Estudios de unién al receptor P2Xy
indicaron que ABC no es capaz de unirse al receptor en el sitio de union del radioligando
empleado, mientras que ATP y CBV-TP si que estarian interaccionando en ese lugar.
Tanto ATP como CBV-TP reprodujeron los efectos observados con ABC sobre la
interaccion leucocito-endotelio y la sobre la expresion de Mac-1, sin embargo, los
efectos de ATP no fueron mediados de forma especifica por el receptor P2X; mientras
que este receptor si que participd en los efectos de CBV-TP. El hecho de que no se
detectaran los niveles necesarios de CBV-TP para producir los efectos evaluados hizo

gue este ligando fuera descartado como responsable del efecto de ABC.
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El ABC no produjo cambios en los niveles de nucledtidos extracelulares (ATP, ADP,
AMP, Adenosina) ni afectd al metabolismo de estos nucledtidos ni a la expresion o a la
actividad enzimatica de las enzimas participes en este proceso de degradacion. Pero si
se encontraron niveles de ATP endodgenos en el medio extracelular de células

leucocitarias y endoteliales del orden de 50-130 nM.

Por otro lado, la apirasa revirtio los efectos de ABC a pesar de no tener la capacidad
de degradar a este farmaco, mientras que si hidrolizé el ATP, apuntando a ATP como
mediador responsable de los efectos proinflamatorios de ABC. Por otro lado, estudios
de “docking” demostraron que ABC no es capaz de interaccionar con el sitio de union 1
(sitio de unidn del ATP) pero si que se une al sitio de unién 2. Ademads, ABC y ATP a
concentraciones que por si solos no producen efectos fueron capaces de producir
potenciacidon del efecto proinflamatorio de ABC, demostrando que ABC modula el

receptor P2X; de forma alostérica sensibilizando al receptor a la accion del ATP.

Ademas, el efecto proinflamatorio de ABC fue revertido por el boqueo de los
canales de conexina. Este hecho junto con el dato de reduccion de los niveles de ATP
intracelular por parte de ABC, sugieren que este efecto seria dependiente de los canales

de conexina que liberan ATP al exterior de la célula.

En conclusién, el efecto proinflamatorio de ABC se basa en la modulacién
alostérica del receptor de ATP P2X7 localizado principalmente en leucocitos por parte de
ABC. Este farmaco, a concentraciones clinicamente relevantes, unirse al receptor,
sensibilizandolo a la accion del ATP endégeno y favoreciendo también Ila liberacion de
ATP a través de los canales de Cx43 presentes en leucocitos. Este ATP actuaria de forma
extracelular sobre el propio receptor amplificando el proceso. La activacién del receptor
P2X7 da lugar a la sobreexpresion de la integrina B2 Mac-1 que interactda con ICAM-1
endotelial provocando la adhesién de los leucocitos al endotelio y dando lugar a uno de
los primeros pasos en la generacion de un proceso inflamatorio que podria
desencadenar efectos adversos vasculares compatibles con la asociacion descrita en

clinica.
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ABC, a nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI), is one of the most
commonly used drugs in the treatment of the Human Immunodeficiency Virus (HIV)
infection and has been related with an increase in cardiovascular risk. There is currently
a controversy surrounding the use of ABC due to discrepancies between the results and
conclusions of different studies and the lack of a clear mechanism of action that could

justify its putative vascular toxicity.

Different studies performed in our laboratory suggest that Abacavir is capable of
inducing leukocyte accumulation, the first phase in the development of inflammatory
cardiovascular diseases, and that this occurs through interaction between Mac-1 in
leukocytes and endothelial ICAM-1. These effects were reproduced by didanosine -
another NRTI purine analog - but not by other NRTI pyrimidine analogs, suggesting a
structure-activity relationship in the proinflammatory action of ABC, further
demonstrated by the implication of the P2X; receptor in these effects. The present
project aimed to corroborate the implication of the P2X; receptor in the events in
guestion, the importance of its location, and the mechanism of action by which ABC
activates the receptor. The studies we have performed in “in vitro” and “in vivo” models
confirm that the effect of ABC on leukocyte-endothelium interaction and the expression

of Mac-1 is due to the P2X; receptors located mainly in leukocytes.

The activation of this membrane P2X7 purinergic receptor could be attributable to
the direct action of ABC, the action of the endogenous ligand of the P2X7 receptor (ATP)
or the action of CBV-TP, the active metabolite of ABC. Binding studies of the P2Xy
receptor indicated that ABC is not capable of binding to the receptor at the binding site
of the radioligand used, while ATP and CBV-TP do interact at that site. Both ATP and
CBV-TP reproduced the effects of ABC on leukocyte-endothelium interaction and Mac-
1 expression; however, the effects of ATP were not mediated specifically by the P2X7
receptor, whereas this receptor did mediate the effects of CBV-TP. The fact that we were
not able to detect sufficient levels of CBV-TP to produce the evaluated effects led us to
rule out this ligand as responsible for the effect of ABC. We could not exclude a role for
ATP, because, although ABC did not produce changes in extracellular nucleotide levels

(ATP, ADP, AMP, Adenosine), and affected neither the metabolism of these nucleotides
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nor the expression or enzymatic activity of the enzymes involved in this process, we did

detect extracellular levels of ATP in our system (50-130 nM).

Apirase (a compound that hydrolyzes ATP) reverted the effects of ABC without
degrading it and was able to degrade ATP thus targeting ATP as the ligand responsible
for the proinflammatory effects of ABC, raising the possibility that ABC was modulating
the P2X7 receptor allosterically and sensitizing it to ATP. Thus, "docking" studies were
performed and showed that ABC was not capable of interacting with binding site 1
(ATP’s binding site) but instead binds to binding site 2. Moreover, ABC and ATP, at
concentrations that, by themselves, did not have effects, potentiated the
proinflammatory effect of ABC, demonstrating that ABC sensitizes the receptor to the

action of ATP.

In addition, the proinflammatory effect of ABC was reverted by blocking connexin
channels. This fact, together with the data of the intracellular reduction of ATP levels by
ABC, suggests that this effect is dependent on connexin channels that release ATP into

the extracellular medium.

In conclusion, the proinflammatory effect of ABC is a result of the allosteric
modulation of the ATP P2X7 receptor located mainly in leukocytes. At clinically relevant
concentrations, this drug can activate the receptor, sensitizing it to the binding of
endogenous ATP and promoting its release through the Cx43 channels present in
leukocytes. This ATP acts extracellularly on the receptor itself, amplifying the process.
Activation of the P2X7 receptor leads to overexpression of the B integrin Mac-1, which
interacts with endothelial ICAM-1, causing adhesion of leukocytes to the endothelium
and leading to an initial phase of the generation of an inflammatory process that can

trigger adverse vascular effects compatible with the clinic associations described.
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1. VIH, SIDA'Y TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

1.1. Generalidades de la infeccion por VIH.

En la década de 1980 se detectaron los primeros casos de infeccion por el Virus de
la Inmunodeficiencia Humana (VIH), cuando se diagnosticaron los primeros enfermos de
la naciente pandemia, conocida actualmente como Sindrome de Inmunodeficiencia

Adquirida (SIDA) (Barre-Sinoussi, 1983).

El VIH (género Lentivirus) pertenece a la familia Retroviridae y es el causante de la
enfermedad del SIDA. Su estructura consta de un virion esférico dotado de una
envoltura y una capside proteica. Su genoma es de tipo cadena de ARN (Acido
Ribonucleico) monocatenario que debe copiarse provisionalmente a ADN (Acido
Desoxirribonucleico) para poder integrarse y multiplicarse en el genoma de la célula

hospedadora a la cual infecta.

Se conoce la existencia de dos tipos de VIH -VIH-1 y VIH-2- identificados como
agentes causales del SIDA. Los dos poseen la misma estructura genética difiriendo en las
glucoproteinas de su envoltura. El VIH-1 es el mas virulento e infeccioso siendo el
causante de la mayoria de las infecciones en el mundo, mientras que el VIH-2 es menos
transmisible y patogénico, encontrdndose especialmente en los paises de Africa

occidental (Gilbert et al., 2003, Reeves et al., 2002).

La infeccion por VIH esta asociada a una intensa replicacion viral en el organismo
humano que tiene lugar principalmente en los linfocitos T CD4+; ocurriendo, en menor
medida, en monocitos/macréfagos, células dendriticas, células de Langerhans y células
de la microglia del cerebro. Los mecanismos inmunoldgicos de la persona infectada
permiten neutralizar los nuevos viriones y regenerar las células inmunes que se
destruyen aceleradamente y lograr un equilibrio entre la cantidad de virus circulante,
conocida como carga viral (CV), y el sistema inmunolégico, medido como recuento de
linfocitos T CD4+. De este modo, la persona infectada se mantiene asintomatica. Pero,
pasado un tiempo, se puede romper este equilibrio, aumentando la CV y disminuyendo

bruscamente el recuento de linfocitos T CD4+ (Ho et al., 1995, Wei, et al., 1995). En este
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punto, se llega a lo que se conoce como fase de SIDA, produciéndose un deterioro
inmunoldgico que permite la aparicion de infecciones clasicas y oportunistas (Pantaleo
et al., 1996), que pueden causar la muerte de la persona infectada por el VIH y enferma

de SIDA.

Actualmente no existe una vacuna para el VIH, por lo que la prevencién primaria
sigue siendo el mecanismo mas eficaz para combatir esta enfermedad. El tratamiento
antirretroviral se basa en la inhibicidn de alguno de los pasos del ciclo bioldgico del virus,

para asi evitar la alta tasa de replicacién del virus que se da en las células infectadas.

1.2. Ciclo biolégico del virus.

El principal lugar de replicacion del virus se encuentra en los drganos linfoides,
concretamente en los ganglios linfaticos, aunque también se produce en diversos
drganos, como el cerebro, el timo o el intestino. El VIH también esta presente en muchos

liquidos del organismo, como es el caso de la sangre o de las secreciones genitales.
El ciclo bioldgico del VIH consta de las siguientes fases (Figura 1):

e  FUIJACION: la fase inicial de la infeccidn se basa en el reconocimiento mutuo y
acoplamiento de las proteinas de la envoltura del viridn, las glicoproteinas
gp120 y gp4l, con los receptores celulares CD4 presentes en linfocitos T
(CD4+). Para que se de este reconocimiento se requiere de co-receptores
propios de las células susceptibles de ser invadidas: en el caso de los
macrofagos son los CCR5, y en el caso de los linfocitos los CXCR4, que
interaccionan con las proteinas superficiales del virus. Unicamente van a ser
sensibles a la infeccidn aquellas células que expresen estos receptores.

e  FUSION: consiste en la penetracidn del virus y la denudacién de su capside,

quedando el ARN viral libre en el citoplasma de las células hospedadoras.

32



INTRODUCCION

TRANSCRIPCION INVERSA: las moléculas de ARNm (Acido ribonucleico
mensajero) viral son empleadas como molde por la enzima transcriptasa
inversa, procedente del viridn infectante. Asi se crea una doble cadena de
ADN, la cual es translocada al nucleo de las células hospedadoras.
INTEGRACION: el ADN viral es insertado en el ADN celular de la célula
hospedadora mediante la enzima integrasa, que también procede del viridén
infectante. En este punto, el ADN de la célula se puede replicar de manera
masiva (viremias altas), hacerlo de forma controlada (viremias persistentes) o
permanecer latente (presencia del virus sin replicacién o provirus).
TRANSCRIPCION: como resultado de la transcripcidn del ADN virico se va a
obtener un ARNm complejo, que debe ser procesado antes de que la
informacién que contiene pueda servir para producir las correspondientes
proteinas virales. Una vez procesado, el ARNm puede salir del nucleo hacia el
citoplasma a través de los poros nucleares.

TRADUCCION: una vez en el citoplasma, tiene lugar la traduccién del ARNm a
poliproteinas virales no funcionales a través de los ribosomas.
MADURACION Y ENSAMBLAJE: estas poliproteinas son cortadas en
fragmentos y procesadas por la accién de peptidasas especificas del VIH,
formando las proteinas constitutivas del virus. Estas se ensamblan con el ARN
proviral, formando los componentes de la estructura del virion, que
constituye la capside y su contenido.

LIBERACION: Por Ultimo, se produce la liberacién de los nuevos viriones al

exterior celular con el fin de infectar nuevas células.
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Figura 1. Ciclo vital del VIH. Etapas del ciclo replicativo del ciclo biolégico del virus:
fijacion, fusién, transcripcién inversa, integracion, transcripcién, traduccion,
maduracion y liberacién de los nuevos viriones formados.

Previamente se ha comentado que el tratamiento antirretroviral se basa en la
inhibicién de alguno de los pasos del ciclo bioldgico del virus, por lo cual, la actuacién
sobre alguna o varias de estas fases supone el tratamiento actual contra la infeccion por

el VIH y el tratamiento contra el SIDA.
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1.3. Farmacos antirretrovirales

Existen en la actualidad gran cantidad de farmacos pertenecientes a este grupo,
todos ellos utilizados para el tratamiento de la infeccidén del VIH y de la enfermedad del

SIDA.

Estos farmacos surgen en la década de los afios 80 cuando se reportan los
primeros casos de infeccion por VIH y su desarrollo se prolonga hasta la actualidad. Estos
supusieron un aumento de la esperanza de los pacientes infectados ya que, previo a su
desarrollo, solo existian medicamentos para paliar el deterioro inmunolégico y

sintomatologico causado por la infeccidn.

Inicialmente, estos farmacos se administraban en monoterapia o en biterapia y
poseian una escasa eficacia inhibiendo la replicacién viral, por tanto, no suponian una
mejora ni del estado de la infeccidn ni de la sintomatologia clinica asociada. Fue a partir
de 1996, cuando se introdujo la Terapia Antirretroviral Combinada (cART) que consiste
en la administracion simultanea de varios farmacos antirretrovirales. Esto supuso un
gran avance en el tratamiento de la infeccion del VIH y el desarrollo de SIDA, ya que su
empleo continuado permite reducir la CV y recuperar progresivamente el nimero de
linfocitos T CD4+, restaurando con el transcurso del tiempo el sistema inmune del

paciente (Mocroft et al., 2003, Panos et al., 2008).

En funcion de la fase del ciclo biolégico del VIH que inhiban se pueden distinguir 6

grupos de farmacos (Imamichi et al., 2004, de Bathune, 2010) (Figura 2):
Antagonistas del co-receptor CCR5 (antagonistas CCR5).
Inhibidores de la fusion (IF).

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleds(t)ido (ITIAN).

1
2
3
4. Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsido (ITINN).
5. Inhibidores de la integrasa (INI).

6

Inhibidores de la proteasa (IP).
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Figura 2. Lugar de acciéon de los distintos fairmacos antirretrovirales. Etapas que inhibe
cada uno de los grupos de farmacos antirretrovirales que se usan en la terapéutica actual
contra el VIH y el SIDA. (1) Antagonistas del co-receptor CCR5 (Antagonistas CCR5), (2)
Inhibidores de la Fusién (IF), (3) Inhibidores de la Transcriptasa Inversa Andalogos de
Nucledsi(t)ido (ITIAN), (4) Inhibidores de la Transcriptasa Inversa no Analogos de
Nucledsido (ITINN), (5) Inhibidores de la Integrasa (INI) y (6) Inhibidores de la Proteasa

(IP).

1.3.1. Antagonistas del co-receptor CCR5 (antagonistas CCR5).

Actuan inhibiendo el co-receptor CCR5 propio de las células a infectar por el virus
del VIH (Figura 2). Existe un solo fdrmaco comercializado perteneciente a este grupo,

Maraviroc (MRV) (Panel de expertos de GeSIDA 2017, Ribera et al., 2011) (Figura 3).

MRYV estd indicado Unicamente para el tratamiento de pacientes infectados por el
VIH-1 que presenten un tropismo CCR5, y siempre en combinacién con otros farmacos

(Perry et al., 2010).
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1.3.2. Inhibidores de la fusion (IF).

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

(Kilby et al., 1998) (Figura 2).

Unicamente se encuentra disponible comercialmente un farmaco de esta familia,
la enfuvirtida (ENF o T-20) (Figura 3). Este se administra por via subcutanea y necesita ir
acompafiado de otros antirretrovirales; si no, aparecen rapidamente mutaciones de
resistencia debido a su baja barrera genética provocando una pérdida de eficacia. Estos
dos factores hacen que hoy en dia el uso de este farmaco en la practica clinica sea muy

limitado (Ribera et al., 2011).

F F
il 4
SAUPRS
”VAN /gN
=y
- ENF

Figura 3. Farmacos antagonistas CCR5 e IF. La figura muestra las estructuras quimicas
de los distintos antagonistas CCR5 e IF aprobados actualmente para el tratamiento del
VIH. Maraviroc (MRC) y Enfuvirtida (ENF).
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1.3.3.Inhibidores de Ila transcriptasa inversa analogos de
nucleods(t)ido (ITIAN).

A esta familia pertenece el primer farmaco antirretroviral que se desarrollé. En
concreto la zidovudina (AZT) fue la pionera de todos ellos, siendo aprobada por la “Food

and Drug Administration” (FDA) para el tratamiento del SIDA en 1987 (Ezzel, 1987).

Estos farmacos actian inhibiendo de forma competitiva la enzima transcriptasa
inversa, evitando con ello la transformacidn del ARN viral en ADN viral y, por tanto, su
integraciéon en el genoma de la célula hospedadora y el consecuente inicio de la
replicacion (Figura 2). Esta inhibicion se produce con los nucleédsidos/nucledtidos
fisioldgicos, de los cuales difieren en pequefios cambios estructurales
(fundamentalmente en la carencia o modificacién del extremo 3" OH de la molécula de
ribosa), impidiendo la formacién del enlace 3°-5" fosfodiéster entre la cadena de ADN
en elongacion y el nucledsido 5° trifosfato entrante. Por tanto, se podria decir que los
ITIAN actian de “falsos” nucledsidos, impidiendo la elongacién del ADN viral y su

replicacion (Lewis et al., 2003, Ribera et al., 2011).

Actualmente se encuentran comercializados los siguientes farmacos: Abacavir
(ABC), Didanosina (ddl), Tenofovir (TDF), Zidovudina (ZDV), Estavudina (d4T),
Lamivudina (3TC) y Emtricitabina (FTC) (Glinthard et al., 2016; Panel de expertos de
GeSIDA 2017; Ribera et al., 2011) (Figura 4). Estos se dividen en funcidn de su estructura
guimica, en dos grupos: andlogos de bases puricas y andlogos de bases pirimidinicas. En
el primer grupo se encuentran ddl (analogo de adenosina) y ABC (analogo de guanosina).
Dentro del segundo grupo tenemos AZT y d4T que son analogos de timidina y 3TC, FTC
y ddC que son analogos de citidina. Todos ellos requieren tres fosforilaciones
intracelulares para ser activos, a excepcion de TDF. Este farmaco es un analogo de
adenina, pero se trata de un nucleétido por lo que sélo requiere de dos fosforilaciones

para activarse (Piliero et al., 2004).
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Figura 4. Farmacos ITIAN. Estructuras quimicas de los distintos ITIAN aprobados para el
tratamiento del VIH. Abacavir (ABC), didanosina (ddl), tenofovir (TDF), zidovudina (AZT),
estavudina (d4T), lamivudina (3TC) y emtricitabina (FTC).

1.3.4.Inhibidores de la transcriptasa inversa no andlogos de
nucledsido (ITINN).

Estos farmacos, al igual que el de los ITIAN, se caracterizan por inhibir la enzima
transcriptasa inversa del VIH, pero en este caso lo hacen por un mecanismo no
competitivo (Figura 2). Desde el punto de vista de su estructura quimica constituyen un
grupo de farmacos muy heterogéneo. Actualmente existen comercializados cinco ITINN:

efavirenz (EFV), nevirapina (NVP), etravirina (ETR) y delavirdina (DLV) (Figura 5).
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Se caracterizan por ser especificos del VIH-1 y por ser directamente activos (no
necesitan ser modificados intracelularmente para ejercer su accién), es decir, se unen
directamente a la enzima transcriptasa inversa bloqueandola. Concretamente se unen
de manera directay reversible al centro catalitico de la enzima o a un bolsillo hidrofébico
proximo a este centro catalitico. Esta unidn desencadena un cambio conformacional en
la transcriptasa inversa, interrumpiendo su actividad DNA polimerasa y por tanto,

inhibiendo la replicacién viral (Ribera et al., 2011).
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Figura 5. FArmacos ITINN. Estructuras quimicas de los distintos ITINAN aprobados para
el tratamiento del VIH. Efavirenz (EFV), Etravirina (ETR), Nevirapina (NVP), Etravirina
(ETR) y Delavirdina (DLV)

1.3.5. Inhibidores de la integrasa (INI).

En este grupo encontramos al Raltegravir (RAL), Elvitegravir (EVG) y Dolutegravir
(DTG) (Figura 6). Su mecanismo de accion implica el bloqueo de la enzima integrasa
impidiendo que el genoma viral se integre en el ADN de la célula hospedadora (Figura

2).
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Figura 6. FArmacos INI. Estructuras quimicas de los farmacos INl aprobados actualmente
para el tratamiento del VIH. Raltegravir (RAL), Elvitegravir (EVG) y Dolutegravir (DTG).

1.3.6. Inhibidores de la proteasa (IP).

Este grupo de farmacos actua inhibiendo las peptidasas del VIH, impidiendo la
maduracion y el ensamblaje de las proteinas virales, no formandose asi los nuevos
viriones (Figura 2). Existe un gran numero de farmacos pertenecientes a este grupo:
Lopinavir (LPV), Ritonavir (RTV), Atazanavir (ATV), Indinavir (IDV), Darunavir (DRV),
Saquinavir (SQV), Nelfinavir (NFV), Amprenavir (APV), Fosamprenavir (fAPV), Tipranavir
(TPV), y Cobicistat (COBI) (Glinthard et al., 2016; Panel de expertos de GeSIDA 2017;
Ribera et al., 2011) (Figura 7).

Se trata de un grupo de farmacos bastante heterogéneo y directamente activos,
qgue no necesitan modificar su estructura para actuar intracelularmente (Ribera et al.,
2011). Tienen una estructura similar a los péptidos virales y una gran afinidad por el
centro activo de la proteasa. Asi, cuando se unen a ésta, la inhiben y no permiten que el

VIH forme nuevas proteinas virales funcionales.

Farmacos como LPV, ATV, DRV, SQV, fAPV y TPV se administran en combinacién
con potenciadores farmacolégicos, como RTV y COBI. COBI se utiliza principalmente

para potenciar ATV y DRV (Glinthard et al., 2016, Panel de expertos de GeSIDA 2017).
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Figura 7. Farmacos IP. Estructuras quimicas de los distintos farmacos IP aprobados
actualmente para el tratamiento del VIH. Lopinavir (LPV), Ritonavir (RTV), Atazanavir
(ATV), Indinavir (IDV), Darunavir (DRV), Saquinavir (SQV), Nelfinavir (NFV), Amprenavir
(APV), Fosamprenavir (fAPV), Tipranavir (TPV) y Cobicistat (COBI).
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1.4. Terapia antirretroviral y terapéutica actual.

La cART se utiliza para el tratamiento del SIDA, enfermedad causada por el VIH. En
la mayoria de los casos consigue suprimir la replicacion viral haciendo que sea
indetectable, de esta forma se detiene el deterioro del sistema inmunoldgico
recuperando cualitativa y cuantitativamente la respuesta inmune (Palella et al., 1998),
permitiendo alargar y mejorar la calidad de vida de estos pacientes al evitar la fase de
SIDA. Se recomienda el inicio del tratamiento cuando el recuento de linfocitos T CD4+
se encuentra por debajo de 350 células/pL o tras la aparicion de sintomas inequivocos
de la enfermedad (Mofenson et al., 2009). Desafortunadamente, con esta cART no se
logra erradicar el genoma viral de los tejidos reservorio por lo que su suspension
conlleva a la reaparicidn del virus circulante y a un nuevo deterioro inmunolégico y

clinico. Asi, las terapias actuales deben prolongarse durante toda la vida.

Segun datos recogidos en el ultimo informe realizado a finales del 2016 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA), existen en la actualidad 34 millones de personas viviendo
con el VIH, esta tasa es la mas alta registrada desde que se notificaron los primeros casos
de lainfeccidn. Este ascenso en el nimero de infectados se debe a las nuevas infecciones
contraidas cada afio, al descenso en el nimero de muertes asociadas al VIH y al
incremento en el nimero de personas que tienen acceso a la cART y por lo tanto a sus
efectos beneficiosos los cuales prolongan la vida del enfermo (UNAIDS, 2013). En
consecuencia, pese a que el nimero de personas infectadas por VIH en todo el mundo
continla aumentado, el acceso generalizado a la cART (especialmente en el primer

mundo) ha supuesto una esperanzadora reduccién en el nUmero de muertes.

Las pautas recomendadas para el tratamiento inicial de la infeccion por el VIH-1
en el momento actual consisten en una combinacién de tres farmacos que incluyan dos
ITIAN asociado a un INI, o un ITINN, o un IP potenciado (Tabla 1). Con estas
combinaciones se puede conseguir una carga viral inferior a 50 copias/mL en mas del
80% de los casos a las 48 semanas.

Tabla 1. Combinaciones de farmacos antirretrovirales recomendados en la actualidad.
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3er FARMACO PAUTA ALTERNATIVA

Pautas aplicables a la mayoria de los pacientes

ABC/3TC+DTG
INI TDF/FTC+DTG ABC/3TC+RAL
TDG/FTC+RAL

Pautas eficaces, pero que no se consideran preferentes

ITINN TDF/FTC+RPV TDF/FTC+LPV/RTV
IP TDF/FTC+DRV TDF/FTC+ATV/COBI
INI TDF/FTC+EVG/COBI ABC/3TC+RAL

Pautas eficaces, pero de evidencia insuficiente

INI ABC/3TC+RAL
ITINN TDF/FTC+EVF ABC/3TC+NVP
IP ABC/3TC+DRV ABC/3TC+RAL

Combinaciones de farmacos antirretrovirales empleados en la actualidad en pacientes
que inician el tratamiento contra el VIH. Estas recomendaciones son una adaptacién de
del documento de consenso de GeSIDA/Plan Nacional sobre el Sida respecto al
tratamiento antirretroviral en adultos infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (Actualizaciéon enero 2017). Tenofovir (TDF), Emtricitabina (FTC), Efavirenz
(EFV), Abacavir (ABC), Lamivudina (3TC), Rilpivirina (RPV), Nevirapina (NVP),
Atazanavir/Ritonavir (ATV/RTV), Darunavir/Ritonavir (DRV/RTV), Lopinavir/Ritonavir
(LPV/RTV), Raltegravir (RAL), Elvitegravir/Cobicistat (EVG/COBI), Dolutegravir (DTG) y
Maraviroc (MVC).

1.5. Efectos adversos generales de la terapia antirretroviral.

El desarrollo de la cART se ha producido muy rdpidamente, debido a la gravedad
de la enfermedad. Este factor junto con el hecho de tratarse de una terapia crénica, con
la reduccién de la tasa de mortalidad de pacientes tratados con esta terapia o el
transcurso del tiempo en la utilizacion de estos farmacos ha dado lugar a la aparicion de

efectos adversos asociados.

Como consecuencia, los objetivos actuales de la farmacologia de la cART actual se
encaminan hacia dos vertientes: por un lado, buscar las combinaciones de farmacos
mads eficaces contra la infeccion de VIH, para asi mejorar la vida de los pacientes con el

virus y que han desarrollado SIDA; y por otro, buscar los mecanismos toxicoldgicos de
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esta terapia, para minimizar las comorbilidades asociadas a la administracion de la

terapia, buscando las combinaciones farmacolégicas mas inocuas para los pacientes.

En funcidn de la cronologia con la que aparecen estos efectos adversos, se pueden
clasificar en efectos adversos inmediatos o a corto plazo y efectos adversos tardios o a
largo plazo. Los primeros se producen en los primeros dias o semanas de tratamiento,
mientras que los Ultimos aparecen al cabo de meses o incluso afos después del inicio de

éste.

De forma general, a corto plazo, tras una exposicion aguda a esta terapia, los
pacientes manifiestan de forma transitoria alteraciones cutdneas y ungueales
(exantemas, erupciones, eccemas, alopecia, onicodistrofia, etc.), trastornos
gastrointestinales (nduseas, vémitos, diarrea, etc.), asi como efectos adversos
neuropsiquiatricos (alteraciones del suefio, mareo, dificultad de concentracidn,
confusién, cefalea, irritabilidad, nerviosismo, etc.) (Reust et al., 2011). Todos estos

efectos se pueden manifestar de forma transitoria.

A largo plazo, los pacientes en tratamiento pueden presentar alteraciones
metabdlicas, anomalias en la distribucion de la grasa corporal y lipodistrofia, dafio
mitocondrial, nefrotoxicidad e insuficiencia renal y osteopenia, osteoporosis y necrosis
Osea aséptica (Reust et al., 2011). Esta toxicidad crénica suele asociarse a procesos
fisiolégicos y/o comorbilidades relacionados con el envejecimiento. Algunas de estas
reacciones adversas son especificas de cada farmaco particular y otras generales para

cada familia de antirretrovirales.

Si bien muchos de estos efectos adversos se dan de manera general en la terapia
antirretroviral, muchos de ellos son propios para cada grupo de farmacos, incluso

caracteristicos de cada farmaco antirretroviral individual.

Respecto a MRV no se han descrito efectos adversos graves, por lo que se

considera un farmaco muy seguro (Panel de expertos de GeSIDA 2017).

Entre los efectos adversos de ENF, cabe destacar fatiga, insomnio, nauseas o

diarrea, siendo las reacciones adversas en el lugar de inyeccion del farmaco el efecto
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adverso mas comun (Panel de expertos de GeSIDA 2017, Mirza et al., 2012). Debido a
esto, ya que es un farmaco que se administra por via subcutdnea, su uso estd relegado

a pacientes en los que ha fracasado mas de un tratamiento antirretroviral previo.

Entre los efectos adversos del grupo de los ITINN cabe destacar el exantema
cutaneo por hipersensibilidad y las alteraciones del perfil hepatico, apareciendo
también otros de menos incidencia o importancia, como es el caso de dislipemia o
toxicidad en el Sistema Nervioso Central (Panel de expertos de GeSIDA 2017, Hawkins

2010; Akanbi et al., 2012. Blas-Garcia et al., 2010).

Los efectos adversos asociados al grupo de los ITIAN son variados, destacando la
toxicidad mitocondrial. Aunque también son muy importantes otros efectos adversos,
como la hiperlactatemia y acidosis lactica, pancreatitis, miopatia, neuropatia periférica,
mielotoxicidad, hepatotoxicidad, dislipemia y lipodistrofia (Panel de expertos de GeSIDA
2017, Hawkins, 2010, Akanbi et al., 2012). Los ITIAN con menos efectos secundarios son
3TCy FTC, y constituyen, por este motivo, la base de cualquier tratamiento nuevo en la

actualidad en la mayoria de los casos.

En el grupo de INI destacan el dolor de cabeza, nduseas y diarrea, reacciones

cutaneas y rabdomiolisis (Panel de expertos de GeSIDA 2017, Castagna et al., 2014).

Por ultimo, los pacientes bajo tratamiento antirretroviral con el grupo de los IPs
pueden desarrollar, principalmente, alteraciones en el metabolismo lipidico e
hidrocarbonado, es decir, dislipemia y lipodistrofia, por un lado, y resistencia a la
insulina o hiperglucemia por otro. Cabe también destacar la aparicion de dolor de
cabeza, nauseas y diarrea, ictericia, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad e

hiperbilirrubinemia. (Hawkins et al., 2010, Naggie et al., 2010, Gallant et al., 2013).
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1.6. Terapia antirretroviral y enfermedades cardiovasculares con
componente inflamatorio.

Como se ha mencionado anteriormente la cART reduce drasticamente la
mortalidad asociada al VIH; sin embargo, se ha observado un incremento de
enfermedades cardiovasculares (Marteens et al., 2014) junto con un crecimiento de la
mortalidad (mayor del 10%) de estos enfermos asociado a estas patologias (Kunisaki et
al., 2009), siendo la tercera causa de muerte en estos enfermos en EEUU. Existe un
creciente interés en conocer si este aumento del riesgo cardiovascular es propio de la
infeccion VIH, se deba al aumento de la esperanza de vida de estos pacientes junto los
factores de riesgo cardiovascular (Colesterol, hipertensién, diabetes y tabaquismo), al

tratamiento antirretroviral o a la combinacion de todos estos factores.

Esta descrito que la infeccidn por VIH estd asociada a enfermedades vasculares
(Triant et al., 2012) y asi, estudios clinicos afirman que los pacientes infectados por este
virus poseen un mayor riesgo de padecer enfermedad prematura de arterias coronarias
(Acevedo et al., 2002), aumento de la frecuencia de hipertension pulmonar, asi como
una mayor tasa de accidentes cerebrovasculares isquémicos (Pelicelli et al., 2001).
Ademads, se ha observado formacién de depdsitos de Ca®* arteriales y presencia de
anormalidades en el musculo liso y en el endotelio de vasos pulmonares inducidas por

citoquinas proinflamatorias en estos pacientes (Acevedo et al., 2002).

Se sabe que la infeccién por VIH produce una respuesta inflamatoria endotelial,
debido a que el virus es capaz de penetrar en el miocardio y en el cerebro atravesando
el endotelio de arterias coronarias y cerebrales en vacuolas citoplasmaticas empleando
una ruta transcelular (transcitosis) e iniciar posteriormente una respuesta inflamatoria
y desencadenar finalmente miocardiopatias y alteraciones de la barrera
hematoencefdlica respectivamente (Zietz et al.,, 1996). Asimismo, en pacientes
infectados por VIH se han encontrado alteraciones endoteliales e incrementos en la
acumulacién de leucocitos humanos (principalmente monocitos) en el endotelio adrtico,
asi como incrementos en los niveles de diversas citoquinas proinflamatorias [factor de

necrosis tumoral a (TNF- a), interleuquina-1B (IL-1B e interleuquina-6 (IL-6], de
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moléculas solubles [factor de von Willebrand (vVWF), fibronectina, endotelina y activador
de plasmindgeno] y de distintas moléculas de adhesion solubles [“Intercellular cell
adhesion molecule-1” (ICAM-1), “Vascular cell adhesion molecule-1” (VCAM-1), E-
selectina y “Endothelial leukocyte adhesion molecule-1” (ELAM-1)] (De Larranaga et al.,

2003).

Ademas, también hay estudios que relacionan a la terapia antirretroviral con un
aumento del riesgo cardiovascular. Asi, la incidencia relativa de padecer 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 afio, de 1 a 2 afios, de 2 a 3 afios, de 3 a 4 afios y durante mas de 4 afos
respectivamente (Friis-Moller et al., 2003). Adicionalmente, en un estudio realizado en
el afio 2002 se observd que el 75 % de los pacientes infectados por VIH bajo tratamiento
con cART mostraban depdsitos de Ca?* a nivel arterial, indicativo de la formacion de la
placa aterosclerdtica (Acevedo et al.,, 2002). La terapia antirretroviral se cree como
potencial responsable de estas enfermedades cardiovasculares debido a la combinacién
o potenciacion de las toxicidades descritas individualmente para cada grupo de
farmacos. El hecho de que los pacientes infectados por VIH reciban varios fdrmacos
simultaneamente dificulta la explicaciéon del papel que cada grupo particular de

antirretrovirales o agentes especificos posee en estos efectos adversos.

Inicialmente, se habia apuntado a los IP como los farmacos responsables de la
toxicidad cardiovascular ya que producen lipodistrofia e hiperlipidemia y a que causan
un aumento en el riesgo de sufrir infarto de miocardio (Carr et al., 1999, Klein 2007). Sin
embargo, no se puede descartar al grupo de los ITIAN ya que se encuentran en todas las
modalidades terapéuticas de la cART y se administran en combinacion con el grupo de

los IP, ITINN o incluso con los INI.

Una de las grandes controversias en el drea de la terapia antirretroviral es la
asociacion de los ITIAN, en concreto ABC, con el riesgo de enfermedad cardiovascular,
encontrando numerosos estudios que avalan esta asociacidon y otros que la rebaten
(Alvarez et al., 2017). La primera evidencia de la asociacién entre ABC vy riesgo de
enfermedad cardiovascular (ECV), concretamente de infarto de miocardio, aparecié en

2005 en un informe del Programa de Vigilancia Farmacéutica Internacional emitido por
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la OMS (Sanz et al., 2005). En 2008 un estudio prospectivo multi-cohorte del grupo D:A:D
(del inglés Data Collection on Adverse events of Anti-HIV Drugs Study Group) con
personas infectadas con VIH reafirmd las bases para la vinculacién entre la terapia con
ABC y el mayor riesgo de sufrir infarto de miocardio (Sabin et al., 2008). Estudios
posteriores confirmaron esta relacién; unos demostrando que existe un aumento del
riesgo de padecer infarto de miocardio en un 90% en pacientes tratados con ABCy en
un 49% en pacientes tratados con ddl respecto a pacientes tratados con otros ITIAN
(Worm et al., 2010), y otros confirmando que el riesgo de sufrir infarto de miocardio se
duplica tras el tratamiento con ABC (Obel et al., 2010). En el estudio D:A:D de 2010 se
corroboro que estos efectos son reproducidos por otro ITIAN ddl, no hallandose estas
asociaciones con el uso de AZT, d4T o 3TC -todos ellos también de tipo ITIAN, (Lewis et
al., 2003)-; mas recientemente, en 2016, otra cohorte del mismo grupo de estudio lo
reafirmé con mayor evidencia que en el primero (Lang et al., 2010; Ribera et al., 2011).
Sin embargo, otros estudios concluyeron que no hay relacion alguna entre el uso de ABC
y la aparicion del infarto de miocardio (RR ABC = 2.09/1000/afio vs. RR no ABC =
2.57/1000/afio) (Brothers et al., 2009, Bedimo et al., 2011, Cutrell et al., 2008).
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2. PROCESO INFLAMATORIO Y TROMBOTICO.

2.1. Generalidades del proceso inflamatorio.

Se entiende como proceso inflamatorio a la respuesta bioldgica y que surge con el
fin defensivo de aislar y destruir a un agente dafiino, asi como para reparar el tejido u
drgano danado. Este proceso consiste, en su primera fase, en la interaccion de las células
leucocitarias que circulan por el torrente sanguineo con las células endoteliales que
rodean la zona luminal del vaso sanguineo implicado (Galkina et al., 2009, Carlos et al.,
1994). Por tanto, en este mecanismo, juegan un papel importante tanto el endotelio

vascular como las células leucocitarias.

El endotelio vascular es un 6rgano altamente especializado y metabdlicamente muy
activo, que regula multitud de funciones vasculares. Esta formado por una monocapa
continua de células endoteliales que separa la sangre del tejido subendotelial. De esta
forma cuando el endotelio es dafiado, se genera una respuesta inflamatoria localizada,
que controla el ingreso de las células y mediadores inflamatorios al lugar dafiado

mediante la regulacion de las propiedades adhesivas de las células participes.

Los leucocitos son los efectores celulares de la respuesta inmunitaria, formando
parte de los mecanismos de defensa del organismo frente a sustancias patégenas. Estas
células se mueven por la sangre libremente mediante pseuddpodos. Frente a un
estimulo inflamatorio, pueden salir de los vasos sanguineos mediante un proceso
conocido como diapédesis, prolongando su contenido citoplasmatico. Esto les va a
permitir poder tener contacto con diferentes tejidos u érganos donde van a ejercer sus

funciones.

Existen multitud de patologias en las cuales existe un proceso inflamatorio
asociado, como aterosclerosis, infarto de miocardio o procesos isquémicos. Estas se
caracterizan por una acumulacion excesiva de células leucocitarias en el endotelio
vascular, acumulacion mediada por moléculas de adhesién presentes en las células
leucocitarias y sus ligandos expresados en el endotelio vascular. Este proceso puede

desencadenar la extravasacion de los leucocitos hasta el foco inflamatorio (Van Buul et
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al., 200; Carman et al., 2008) y puede ser producido por gran variedad de estimulos

diferentes (Galkina et al., 2009; Van Buul et al., 2004).

2.2. Interaccion leucocito-endotelio.

La interaccién leucocito-endotelio estd mediada por una cascada secuencial de
reacciones reversibles entre ambos tipos celulares (Brown et al., 1997), entre las que se

distinguen las siguientes fases (Figura 8):

El primer paso en la interaccién entre los leucocitos con el endotelio se conoce
como rodamiento leucocitario, y se caracteriza por una deceleracion en el transito de
los leucocitos (Figura 8). Este proceso se inicia debido a una liberacion de mediadores
generados en respuesta a un dafio producido sobre los leucocitos o el endotelio que
produce una activacién de uno de estos tipos celulares o de ambos, un enlentecimiento
de la velocidad de los leucocitos y por consiguiente un mayor contacto con el endotelio
vascular (McEver et al., 2010, Brown et al., 1997, Ley et al., 2007). En este proceso
participan fundamentalmente las moléculas de adhesiéon pertenecientes a la familia de

las Selectinas (L-Selectina, P-selectina y E-selectina) (Figura 9).

Las selectinas, son glicoproteinas transmembrana tipo I. La L-Selectina se expresa
constitutivamente en la mayoria de los leucocitos e interacciona con sus ligandos en las
células endoteliales, como es el caso de PSGL-1(“P-selectin Glycocprotein Ligand-1"),
mucinas y otros ligandos glicosilados, desprendiéndose de la superficie tras la activacion
leucocitaria (Brown et al., 1997, Alon et al., 1995). Por otro lado, P-selectina y E-
selectina, se expresan en células endoteliales activadas interaccionando con sus
ligandos presentes en el leucocito, que pueden ser PSGL-1, CD44, ESL-1 (“E-Selectin
Ligand-1") y otros ligandos glicosilados (Brown et al., 1997, Alon et al., 1995). Ademas,
P-selectina también se expresa en granulos intracitoplasmaticos de plaquetas, y al
activarse la plaqueta es traslocada a la membrana plasmatica, permitiendo Ia
interaccion con sus ligandos tanto en el endotelio como en los leucocitos (Brown et al.,

1997, Alon et al., 1995).
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Figura 8. Etapas del proceso de interaccién leucocito-endotelio. Se observan las fases
de rodamiento, adhesion y migracion leucocitaria.

Ademas, también estan implicadas en el rodamiento leucocitario las integrinas
osP1 6 VLA-4 (“Very Late Antigen-4”) y la integrina auB7, mediando dicho proceso en
eosindfilos y linfocitos, respectivamente (Brown et al.,, 1997; Alon et al., 1995). Estas
moléculas de adhesidn se expresan en las células leucocitarias e interaccionan con sus
ligandos endoteliales VCAM-1 y MAdCAM-1 (“Mucosal Vascular Addressin Cell Adhesion

Molecule-1”).

Ultimamente, y cada vez con mas fuerza, se esta relacionando a las Integrinas B
como participantes de este proceso de rodamiento leucocitario, describiéndose que
LFA-1 (“Lymphocyte-Function-Associated-1”) y Mac-1 (“Macrophage 1 Antigen”)

poseen un papel fundamental en dicho proceso (McEver et al., 2010, Ley et al., 2007).

Las Integrinas B2 son una familia de moléculas de adhesién leucocitarias que
comparten la misma subunidad comun B CD18 y poseen una cadena a CD11 diferente.
Son moléculas que regulan sus propiedades adhesivas mediante cambios
conformacionales. De esta forma pueden existir en tres estados conformacionales que
condicionan su afinidad por sus diferentes ligandos (McEver et al., 2010, Ley et al.,

2007).
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e Baja dfinidad: constitutivamente las integrinas se encuentran inactivadas y no van
a producir adhesidn firme con las células endoteliales, aunque los ligandos de
estas moléculas de adhesion se encuentren expresados en el endotelio. En este
caso, las Integrinas van a tener una conformacién curvada o doblada “bent” y el
casco o “headpiece” cerrado.

e Media afinidad: tras una activacion por Selectinas o por diferentes factores
guimiotacticos pasan a una conformacién extendida, pero continuando con el
casco cerrado.

e Alta afinidad.: si el estimulo sigue persistiendo y amplificandose, va aumentando
la afinidad de las Integrinas por sus ligandos endoteliales. Esto es debido a que
estas moléculas de adhesiéon mantienen su conformacién extendida y se produce

la apertura del casco.

Esta familia incluye 4 tipos conocidos de integrinas B2: al (CD11a, LFA-1), oM
(CD11b, Mac-1), aX (CD11c, gp150,95) y aD (CD11d) (Carlos et al., 1994). La expresién
de CD11b en linfocitos es limitada, sin embargo, estas moléculas son movilizadas de
vesiculas secretoras intracelulares a la superficie de neutréfilos y monocitos tras pocos

minutos de estimulacion (Carlos et al., 1994).

Una vez los leucocitos establecen contacto con el endotelio, y siempre y cuando
el estimulo inflamatorio persista, se pasa a la etapa de adhesion, donde los leucocitos
en fase de rodamiento activados se adhieren firmemente al endotelio vascular (Figura

8).

En este proceso van a participar, mayoritariamente, las integrinas a4 (VLA-4 y
a4f7) que interaccionan principalmente con VCAM-1 y MAdCAM-1 y las Integrinas B2
Mac-1, LFA-1 y gp150,95 que interaccionan en mayor medida con ICAM-1 (Ley et al.,
2007). A nivel endotelial, los ligandos de estas integrinas van a aumentar su expresion
cuando el endotelio se active, aunque estas moléculas se encuentran expresadas de
forma constitutiva en el endotelio y pueden interaccionar con sus ligandos leucocitarios
sin que se produzca una activacion endotelial previa. Tras producirse la union, las
integrinas van a generar multitud de sefales intracelulares que van a iniciar gran

cantidad de rutas de sefalizacion celular, que conllevaran a una fase de post-adhesion
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y estabilizacién, llegando a la fase conocida como fortalecimiento de la adhesién (Ley et

al., 2007).

Por ultimo, tras adherirse los leucocitos al endotelio, llega la etapa de migracion.
Este ultimo paso también necesita que se produzca una activacion leucocitaria. Las
integrinas actian como moléculas que emiten una sefial que hace que los leucocitos,
especialmente monocitos y neutrofilos, se aplanen y se movilicen por los vasos
sanguineos, buscando los lugares idoneos para migrar a través de las células endoteliales
al foco inflamatorio. Este proceso se conoce como rastreo intravascular (Ley et al.,
2007). Los leucocitos atraviesan los espacios intercelulares a través de las uniones
presentes entre las células endoteliales y a través de la membrana basal perivascular
(Springer et al., 1994). Este proceso va a suponer una alteracion minima de la estructura

de la pared vascular (Ley et al., 2007, Springer et al., 1994).

En este proceso de extravasacidon leucocitaria va a tener mucha importancia el
complejo formado por Mac-1/ICAM-1 (Carlos et al., 1994, Ley et al., 2007, Sadhu et al.,
2007) (Figura 9).

Otra molécula relevante es "Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1"
[PECAM-1 (CD31)], la cual presenta niveles elevados en las uniones entre células que
hacen que esté en una posicion ideal para participar en el proceso de extravasacion
leucocitaria. Ademas, también actla como receptor capaz de producir la activacion de

integrinas leucocitarias.
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Rodamiento Adhesion Migracion
L-Selectina LR L-Selectina Integrinas a4
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PSGL-1 ) ICAM-1 ICAM-1
P-Selectina ICAM-2 VCAM-1
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ICAM-1
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Figura 9. Etapas en el proceso de interaccion leucocito-endotelio y principales
moléculas de adhesion implicadas en cada una de ellas. En la figura se pueden observar
las fases de rodamiento, adhesién y migracién leucocitaria y las principales moléculas
de adhesidn leucocitarias y endoteliales implicadas en cada etapa del proceso.

Frente a esta situacion, los leucocitos activados migran a través de la barrera
endotelial y posteriormente atraviesan la matriz extracelular para asi llegar al lugar
donde se haya producido la inflamacién, lugar en el que realizardn su funciéon (Van Buul

et al., 2004, Ley et al., 2007).

Los leucocitos también expresan otras integrinas B1y B3, aunque en niveles mucho
mas bajos. Estas moléculas de adhesion se van a unir a proteinas de la matriz

extracelular, como por ejemplo Laminina, Fribronectina o Vitronectina.

2.2. Proceso trombatico.

La trombosis es la formacién de un codgulo en el interior de un vaso sanguineo
que puede dar lugar a un infarto de miocardio. El codgulo y el trombo se forman
exactamente de la misma manera; sin embargo, la formaciéon del codgulo es una
respuesta homeostatica de altisimo valor biolégico (evitar la muerte del individuo por
hemorragia), mientras que la formacién de un trombo hace referencia siempre a un
estado patoldgico. Tras una lesidn vascular, el coagulo se forma sin llegar a obstruir el
vaso ni extenderse, manteniéndose en el sitio hasta ser reemplazado por tejido

conectivo, estando por tanto regulado en tiempo y espacio; mientras que un trombo es
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un coagulo que se forma en el lugar y tiempo equivocados dando lugar a

manifestaciones clinicas de diversa gravedad y naturaleza en funcién del vaso obstruido.

Si un estimulo proinflamatorio persiste, se podria llegar a la trombosis y a la
formacion de la placa aterosclerética (Jackson, 2011). El proceso inflamatorio vascular
implica la acumulacién de leucocitos y plaquetas en la pared de los vasos como
consecuencia de la interaccion entre las moléculas de adhesion. En una primera fase los
leucocitos ruedan a lo largo de la pared de los vasos inflamados antes de detenerse,
después de lo cual se adhieren y transmigran. Pero un proceso trombético va a implicar
a las plaquetas, asi, en una segunda fase las plaquetas se unen al endotelio y reclutan a
otras plaguetas y leucocitos en circulacion, amplificando el proceso aterotrombdtico
(ley et al., 2007). Por un lado, la interacciéon con endotelio vascular se produce a través
de P-selectina y E-selectina. Esta demostrado que P-selectina media la adhesidon de las
plaquetas al endotelio venular y arterial en procesos inflamatorios agudos (Gawaz et al.,
2005). Por otro lado, la unién de las plaquetas con los leucocitos se produce mediante
la interaccion de P-selectina y PSGL-1 leucocitaria, unidon que se estabiliza gracias a la

interaccidn entre GPlba plaquetaria y Mac-1 leucocitaria (Projahn et al., 2012).
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3. PAPEL DEL ATP EN LA INFLAMACION. SENALIZACION
PURINERGICA Y RECEPTORES P2X;.

La inflamacion engloba un complejo mecanismo que permite detectar y eliminar
los antigenos dafinos. Mientras que generalmente son los mediadores extracelulares
los que inician la respuesta inmune, en determinadas ocasiones, moléculas constitutivas
intracelulares implicadas en distintos procesos fisiolégicos como el ATP y distintos
nucledtidos derivados de purina y pirimidina pueden ser liberadas al espacio
extracelular regulando la respuesta inflamatoria en situaciones patoldgicas (Lotze et al.,

2007, Khakh et al., 2006).

El ATP a nivel intracelular tiene un papel fundamental en el metabolismo
energético, pero ademas se distribuye en el espacio extracelular (niveles basales entre
10-100 nM) participando en multitud de procesos fisiolégicos como quimiotaxis,
activacion de células inmunitarias inflamatorias, migracion, proliferacién y liberacién de
mediadores proinflamatorios (Di Virgilio et al., 2001). El ATP puede ser liberado por
mecanismos de transporte entre células inmunitarias en condiciones fisiolégicas o
durante la inflamacién (Junger et al., 2011). Ademas, durante un estado proinflamatorio
el ATP puede ser liberado de forma pasiva por muerte celular, activacion celular o a

través de granulos como ocurre en plaquetas.

3.1. Seializacion purinérgica: ATP y receptores purinérgicos.

Los nucledtidos desempefian funciones fundamentales en el metabolismo
intracelular, pero también son potentes mensajeros extracelulares. Asi, el concepto de
via de sefalizacidn purinérgica hace referencia al sistema de sefializacidn extracelular
gue emplea a los nucledtidos o nucledsidos de purina como mensajeros (Yegutkin,

2008).

El ATP y otros nucleétidos/nucledsidos (ADP, UTP, UDP) tienen un papel muy
establecido en la sefalizacién celular de varios tejidos, incluyendo la neurotransmision

del sistema nervioso central, la contractilidad no-adrenérgica no-colinérgica del musculo
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liso, efectos inotrépicos, cronotrépicos y arritmogénicos en el miocardio, la funcién
gastrointestinal y hepatica, la regulacion de la respuesta de las células epiteliales, la
distribucidn del flujo sanguineo y del aporte de oxigeno, la respuesta inmune y el control
del trafico de leucocitos entre la sangre y los tejidos ,asi como en la activacion y
agregacion plaquetaria en los sitios de dafio vascular, todos ellos constituirian eventos
de sefalizacion aguda. Por otro lado, pueden presentar funciones a largo plazo,
interviniendo en el crecimiento y la proliferacion celular, en la induccién de la apoptosis,
en la cicatrizacion de heridas, en la formacidn y resorcidn ésea, asi como en la formacién

de la placa aterosclerética (Yegutkin, 2008, Bours et al., 2006).

El ATP extracelular y el resto de nucledtidos ejercen su funcién a través de una
serie de receptores selectivos de nucledtidos. Estos receptores se subdividen en dos
familias: P2X y P2Y (Figura 10). Los receptores P2X engloban siete subtipos de
receptores (P2X1-P2X57), siendo todos ellos trimeros que actian como canales idnicos
activados por ligando. La union del ATP a estos receptores da lugar a un cambio
conformacional del canal provocando su apertura y la entrada de cationes al interior
celular. El flujo de cationes (Ca?*, Na* y Mg?* principalmente) produce una
despolarizacion que conlleva al inicio de la sefializacion purinérgica. Los receptores P2Y
son receptores acoplados a proteinas G. La unidn del ATP a este tipo de receptores
induce su cambio conformacional y a diferencia de los receptores P2X, se produce la
activacion de proteinas G que inician la ruta de sefializacion de las purinas. Estos se
dividen en dos subfamilias, por un lado, los P2Y acoplados a proteina Gq que activan la
enzima fosfolipasa C-B (P2Y1, P2Y3, P2Ys, P2Ysy P2Y11) y por otro lado los P2Y acoplados
a proteinas Gj que inhiben la enzima adenilato ciclasa y regulan canales idnicos (P2Y11,
P2Y12, P2Y13y P2Y14) (Yegutkin, 2008). Por ultimo, encontramos los receptores P1 (A,
Aa, Azg, A3), sobre este tipo de receptores actua la adenosina y no otras purinas
enddgenas (Figura 10). Los Receptores Purinérgicos P1 estan diseminados en todo el
cuerpo incluyendo los sistemas cardiovascular, respiratorio, inmune y nervioso y ejercen

un efecto antiinflamatorio (Figura 10).

Ya sea en condiciones constitutivas o proinflamatorias, los receptores P2 se
encuentran expresados en una gran variedad de tipos celulares, incluidas las células del

sistema inmune (Jarvis et al., 2009, Burnstock et al., 2004). Aunque estos receptores se
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encuentran implicados en una gran cantidad de procesos inflamatorios, los mecanismos
gue los involucran son complejos y no estan completamente dilucidados (Burnstock et

al., 2017).

Ectonuclectidases

QuT P2X(1-7) Receptors

P2¥4 2 4.6.11,12,13,14

Receptors
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R —
Metabotropic résponse Ca?+ g
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i . Nat influx
T A7 T KT efflux

Dt B bt s Phospholipase C Adenylate cyclase
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Figura 10. Familia de receptores purinérgicos. El ATP extracelular es el agonista de los
receptores P2X y P2Y, asi como substrato para las ectonucleotidasas que degradan el
ATP y generan ADP, el cual actia también a través de los receptores P2Y. La adenosina
es el producto final que actua sobre los receptores P1 (llustracién adaptada de Baroja-
Mazo A et al., 2012).

3.2. Receptor P2X;. Asociacion con inflamacidn y trombosis.

El receptor P2X7 ha sido el Ultimo en identificarse de la familia P2X. En un principio
se describié como P2Z debido a que presenta distintas caracteristicas a los receptores
P2X y P2Y, por ejemplo, requiere de una concentracion inusualmente alta para ser
inicialmente activado (= 1mM) y su activacion prolongada por ATP provoca la apertura
de un poro de membrana que permite la entrada de moléculas de alto peso molecular

(> 900 Da).

Numerosos estudios sefialan a los receptores P2X; como los principales

responsables de promover el proceso inflamatorio. Concretamente la unién ATP-P2X;
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induce una activacion del NALP3 inflamasoma que activa a la enzima caspasa-1 que
finalmente promueve la maduracién de la citoquina proinflamatoria IL-1B (Bours et al.,
2006, Bours et al., 2011). Estos receptores también favorecen la liberacién de especies
reactivas de oxigeno (ERQ) y la transcripciéon del factor nuclear kappa B (NF-kB) al nucleo
(Bours et al., 2006, Bours et al., 2011, Cruz et al., 2007); asi como la produccion de otras
citoquinas proinflamatorias como IL-1B, 1L-18, IL-6, IL-8, “Monocyte chemotactic
protein-1” (MCP-1) y TNF-a (Bours et al., 2011. Cruz et al., 2007); y la expresion de las
moléculas de adhesion endoteliales VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina, y leucocitarias como
Mac-1 (Bours et al., 2006). Todos estos factores favorecen en ultima instancia el

reclutamiento de leucocitos (Bours et al., 2011).

Ademas, se ha relacionado al receptor P2X; con la génesis de los procesos
tromboticos. Estudios “in vivo” han demostrado el papel de los receptores P2X; en la
formacion del trombo en arteria carétida (Furlan et al., 2011). Ademas, se ha visto que
después de la estimulacién del receptor en macréfagos se genera a través de
microparticulas la liberacion de factor tisular (FT), cofactor encargado de iniciar el
proceso trombético englobando la activacion del inflamasoma por parte del endotelio

(Hechler et al., 2015).

3.3. Estructura del receptor P2X;. Modulacidn alostérica.

El estudio de la estructura de este receptor estd en auge hoy en dia debido a su
importancia en situaciones patoldgicas. A partir de la estructura del receptor P2Xs en
peces cebra (zrP2X4) se han construido modelos homdlogos del receptor P2X; que
permiten estudiar su activacién y modulacion Browne et al., 2010, Di Virgilio et al.,

2018).

Los receptores purinérgicos P2X; se encuentran ampliamente distribuidos por
todo tipo de células, destacando tejido hematopoyético y células como monocitos,
macrofagos, células dendriticas, linfocitos T, eritrocitos, osteoclastos, mastocitos y
eosinodfilos (Burnstock et al., 2018). Los receptores P2X; son complejos triméricos que
conforman canales selectivos de cationes mono y divalentes (Na*, K*, Ca?*) y son

activados directamente por el ATP extracelular. Son necesarias 3 moléculas de ATP para
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que se produzca la apertura del canal, lo cual supone la entrada de Na*y Ca%* al interior
celular y la salida de K+ intracelular. Esta despolarizacion activa una cascada de
sefializacidon que incluye proteinas como p38 MAPK o fosfolipasa A.. Por otro lado, la
elevacion de Ca®* intracelular estimula la liberacién de ERO. Cada subunidad estd
formada por dos dominios transmembranales, un dominio extracelular y grupos amino
y carboxilo terminales localizados en el citoplasma celular (Figura 11). El sitio de unioén
del ligando enddgeno (ATP) se encuentra en la regién extracelular, ademas en este
dominio se encuentran diferentes sitios de unién de distintos moduladores del receptor;
estando la unién de varios de los agonistas del receptor P2X; fuertemente regulada por
mecanismos de regulacion alostérica tanto a nivel extra como intracelular (Coddou et

al., 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, una activacién prolongada del receptor
lleva a la formacion de poros permeables a proteinas organicas de alto peso molecular.
La apertura de éste lleva a una despolarizacion de membrana que puede terminar en
muerte celular. Estudios de estructura y funcionalidad del receptor sugieren que el
extremo carboxilo-terminal del dominio citoplasmatico es necesario para la formacion
de este poro. Este extremo carboxilo se encuentra ausente en el resto de receptores
P2X (Rassendren et al., 1997). Sin embargo, todavia no esta claro si esta formacion del
poro se debe a la accion directa sobre el receptor o a mecanismos de regulaciéon

alostérica (Schilling et al., 1999).

Espacio extracelular

e 11 ) | AR Y

Espacio intracelular

C| WM Coo"| p

Figura 11. Estructura del receptor P2X;. Se observa una de las 3 subunidades de las que
consta el receptor. Cada subunidad esta formada por dos dominios transmembranales
(A), un dominio extracelular (B) y grupos amino (C) y carboxilo (D) terminales
citoplasmaticos.
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3.4. Liberacion del ATP al medio extracelular. Canales de conexinay
panexina.

Como hemos dicho anteriormente, condiciones patolédgicas como inflamacion o
isqguemia causan liberacion del ATP intracelular al medio extracelular. El ATP se
considera el ligando fisioldgico del receptor P2X7, son varios los mecanismos por los que
este puede liberarse al medio extracelular, entre ellos se encuentran los canales de

panexina y conexina (Schwiebert et al., 1999, Beigi et al., 1999).

Los canales de conexina (Cx) son hemicanales que permiten la salida de pequefias
moléculas como nucleétidos e iones al medio extracelular. Estos canales también
pueden interaccionar con ellos mismos para formar uniones entre las células (uniones
gap) y permitir el trafico de moléculas intracelulares (Vinken et al, 2010). Los canales de
Cx se clasifican en varios subtipos en funcion de su peso molecular, siendo los canales
de conexina Cx43 los involucrados en la liberacion de ATP extracelular (Fortes et al.,

2004) (Figura 12).

Activacion independiente de receptor
* Aumento calcio intracelular
* Estimulacion mecanica ATP

* Despolarizacion de membrana
* |squemia S [—
[0
Espacio extracelular - ‘ :

Espacio intracelular

Figura 12. Canal de conexina. En la figura se representa un canal de conexina compuesto
por 6 subunidades y sus vias de activacién.
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Los canales de Cx43 son los principales responsables de la liberacion de ATP en
leucocitos, estos pueden activarse por aumento de calcio intracelular, estimulacién
mecanica, despolarizacion de membrana e isquemia (Figura 12) (Eltzsching et al., 2006).
Ademas, en macréfagos se ha descrito que los canales de Cx43 se encuentran proximos
al receptor P2X7 y que junto con estos median la comunicacién intracelular entre células

(Fortes et al., 2004).

Los canales de pannexina (panx) se dividen en 3 tipos: Panx1 se encuentra en la
mayoria de tejidos de mamiferos, Panx2 se encuentra a nivel del sistema nervioso
central y por ultimo panx3 en piel y cartilago (Baranova et al., 2004). Estos canales de
panx, a diferencia de los canales de Cx, no forman uniones entre ellos. El papel de estos
canales en la liberaciéon de ATP extracelular se ha descrito recientemente, pudiendo
producirse su apertura para la liberacion del ATP de forma dependiente de la activaciéon
de receptores purinérgicos o de forma independiente mediante estimulaciéon mecanica,

despolarizacion de membrana o isquemia (Locovei et al., 2006) (Figura 13).

El subtipo panx! es el que generalmente se asocia a liberacién de ATP tras
activacion de los receptores P2Xi1, P2Xs y P2X; que median la entrada de calcio

intracelular (Riteau et al., 2010).

Activacion independiente de receptor Activacion dependiente de receptor
* Activacion de la caspasa s P2X,yP2X,

* Estimulacion mecanica ATP « pov_ pav,yPpoy,

* Despolarizacion de membrana

* |squemia

Espacio extracelular

Espacio intracelular

Figura 13. Canal de panexina. En la figura se representa un canal de panexina
compuesto por 6 subunidades y sus vias de activacion que independiente o dependiente
de receptor.
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En lineas generales, el consenso es que el ATP se puede liberar a través de los
canales panx! y Cx43 y actuar de forma paracrina y/o autocrina sobre los receptores
P2X7de la propia célula y células cercanas dando lugar a una respuesta proinflamatoria

(Burnstock et al., 2018) (Figura 14).

ATP \l
P2X,
Panexina Conexina %
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Figura 14. Relacion entre los canales de conexina y panexina y el receptor P2X; En la
figura se representa la propuesta de relacidén entre los canales de panexina, conexina y
el receptor P2Xy. La liberacion de ATP por estos canales permite que este actle de forma
autocrina o paracrina sobre los receptores P2X; cercanos.

3.5. Ruta de degradacion del ATP.

La degradacion de los nucledtidos extracelulares ocurre de forma répida a través
de la ruta de degradacién del ATP con el fin de dar lugar a la formacién de Adenosina.
Encontramos una gran variedad de ecto-enzimas que son co-expresadas en un grado
variable en los tejidos de mamiferos y comparten similitudes en la especificidad de
sustrato. Existen dos rutas opuestas: la de degradacién y la de generacién de ATP que
regulan la duracion y magnitud de la sefializacion purinérgica a través de distintos
enzimas. Asi, la ruptura secuencial de nucleétidos a adenosina se produce a través de

las siguientes enzimas: ecto-nucledsido trifosfato difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39),
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ecto-nucleotido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP) y ecto-5"-nucleotidasa (CD73).
Esta ruptura de nucledtidos se contrarresta con la re-sintesis de fosforilos de alta energia
a través de reacciones en sentido opuesto, en las que intervienen la enzima adenilato
quinasa (AK) y la enzima ecto-nucledsido difosfato quinasa (E-NDP-K) (Figura 15)
(Yegutkin 2008). La interferencia sobre estas enzimas llevaria a una ruptura del
equilibrio homeostatico con el consiguiente aumento de los niveles de ATP y ADP vy la
reduccion de los niveles de adenosina, dando lugar por tanto a un ambiente

proinflamatorio.

E-NPP
E-NDPK AK AK
—- — —
ATP || ADP | =| AMP [ 2| Ado
CD39 CD39 CD73

Figura 15. Esquema representativo de la ruta de degradacion/formacion del ATP y las
enzimas participes en el proceso. La figura muestra la conversién del ATP a adenosina
y viceversa. Las enzimas que participan en dicha ruta: Ecto-nucledsido trifosfato
difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39), ecto-nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-
NPP), ecto-5"-nucleotidasa (CD73), adenilato quinasa (AK) y ecto-nucledsido difosfato
guinasa (E-NDP-K).
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4. RELACION DE ABC CON RIESGO CARDIOVASCULAR Y
SENALIZACION PURINERGICA.

4.1. ABC.

ABC es un inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de nucledsido, en concreto

de la guanosina, activo frente al VIH-1 y VIH-2.

La posologia recomendada es de 300 mg/12 h o de 600 mg/24 h, pudiendo llegar
a una concentracion plasmatica maxima (Cmax) de 5 ug/mL (equivalente a 20 uM); y se
encuentra comercializado con el nombre de Ziagen® y en coformulacién en Kivexa®
(ABC+3TC), Triumeq (ABC+DTG+3TC) y Trizivir® (ABC+AZT+3TC). Un aspecto importante
de ABC es que es un profarmaco que debe ser metabolizado intracelularmente a su

metabolito activo, Carbovir 5’-trifosfato (CBV-TP) (EMA, 2016).

4.1.1. Farmacocinética.

La absorcion de ABC tras administracién oral es rdpida, siendo su biodisponibilidad
de un 83%. Tras su absorcién se metaboliza principalmente en el higado excretandose
un 2% de forma inalterada por via renal. La fraccion inalterada del farmaco accede a las
células infectadas por el virus donde se produce su biotransformacién a CBV-TP

mediante enzimas intracelulares (Figura 16).

La bioactivacién de ABC se inicia con su conversion a abacavir 5'-monofosfato
mediante la enzima adenosina fosfotransferasa, a continuacion, a través de la accion de
una enzima citosolica desconocida hasta el momento sufre un proceso de desaminacién
formando el carbovir 5-monofosfato. Por ultimo, la enzima guanilato quinasa lo
transforma en carbovir 5'-difosfato que sufre una ultima fosforilacidon por parte de

varias quinasas a CBV-TP (Barbarino et al., 2014) (Figura et al., 2014).
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4.1.2. Farmacodinamica.

CBV-TP es un analogo del nucledtido 2’-desoxiguanosina trifosfato (dGTP) que actua
bloqueando la transcriptasa inversa del VIH (Figura 18). CBV-TP compite con dGTP por
su incorporacion a la cadena de nucledtidos sintetizada por la transcriptasa inversa a

partir del ARN viral, interrumpiendo el ciclo replicativo viral (Barbarino et al., 2014).
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Figura 16. Representacion de la farmacocinética y la farmacodinamica de abacavir. En
la figura se muestra la biotransformacion del profarmaco abacavir en su metabolito
activo, carbovir 5'-trifosfato, asi como también su mecanismo de accién consistente en
la inhibicidn de la enzima viral transcriptasa inversa (Adaptacion de de Barbarino et al.,
2014).

67



INTRODUCCION

4.2. Asociacion de ABC con riesgo cardiovascular. Posibles
mecanismos.

Como hemos mencionado anteriormente, distintos estudios relacionan a los ITIAN
andlogos de purina (ABC y en menor medida ddl) con un aumento del riesgo

cardiovascular.

El debate en torno a ABC ha sido impulsado por la falta de un mecanismo claro de
accion que explique su toxicidad a nivel cardiovascular. Hasta el momento se han
propuesto diversos mecanismos que pudieran explicar su accion. Uno de ellos apunta a
un mecanismo directo y agudo de inflamacion vascular, ya que se ha descrito que una
vez interrumpida la terapia el riesgo a desarrollar infarto de miocardio disminuye (Sabin
et al., 2008). Ademas, otros autores relacionan ABC con una regulacidén negativa de la
enzima oxido nitrico sintasa endotelial estimulando la produccién de ERO en células
endoteliales, situaciones ambas que pueden dar lugar a disfuncidn vascular y
acumulacién leucocitaria (Wang X et al., 2009). Otro mecanismo propuesto se basa en
la inhibiciédn competitiva de la guanilil ciclasa en plaquetas provocando un aumento de
la expresion de P-selectina (Baum et al., 2011). Por ultimo, se ha descrito un aumento
de niveles de IL-6 y de la proteina C reactiva (CRP), ambos marcadores inflamatorios, en

los pacientes tratados con ABC (SMART/INSIGHT & DAD study groups, 2008).

En nuestro laboratorio hemos demostrado que ABC induce interacciones
leucocito-endotelio, “in  vitro” (utilizando leucocitos polimorfonucleares y
mononucleares extraidos de sangre humana y células endoteliales) (de Pablo et al.,
2010) e “in vivo” en vénulas y arteriolas de mesenterio de rata (de Pablo et al., 2013);
efectos que fueron reproducidos por ddl (analogo de purina), pero no se reprodujeron
con el resto de farmacos del grupo (andlogos de pirimidina o de nucleétido). Estos
resultados ademas se han corroborado utilizando “in vitro” las combinaciones de ITIAN
mas empleadas en la terapéutica actual, que son TDF/FTC o ABC/3TC, observando que
Unicamente la combinacién que contiene ABC induce dicha interaccion (de Pablo et al.,
2012). Todos estos efectos son caracteristicos de patologias vasculares con componente

inflamatorio y estan relacionados con las etapas iniciales del proceso aterosclerético y

formacion del trombo.
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Las moléculas de adhesion implicadas en la interaccién leucocito-endotelio
inducida por ABC son Mac-1 (CD11b/CD18) leucocitaria e ICAM-1 endotelial, asi pues,
ABC aumenta la expresiéon de las subunidades CD11b y CD18 en leucocitos de sangre
entera (neutrofilos y monocitos), no afectando al resto de moléculas de adhesién
leucocitarias y endoteliales (de Pablo et al., 2010). Ademas, el bloqueo de Mac-1 o de
ICAM-1 revirtié los efectos de ABC sobre la interaccién leucocito-endotelio tanto “in
vitro” como “in vivo” (de Pablo et al.,, 2010), demostrando por tanto que son las

moléculas participes en la interaccion leucocito-endotelio producida por ABC.

Nuestro grupo de investigacién mediante el estudio de la relacion estructura
actividad de ABC con ATP (Figura 17) ha demostrado que los efectos de ABC sobre la
acumulacién leucocitaria vascular “in vitro” estan mediados por el receptor P2Xy
(efectos de ABC revertidos por OXATP y BGG) y son dependientes de ATP -ligando del

receptor P2X;- al ser revertidos por apirasa, compuesto que hidroliza el ATP (Figura 18).
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Figura 17. Similitud quimica entre las estructuras de ABC, su metabolito activo CBV-TP
y el ATP. La figura representa las estructuras quimicas de abacavir (ABC), carbovir 5'-
trifosfato (CBV-TP) y ATP.
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Figura 18. Analisis de los receptores P2X-Y en los efectos producidos por ABC sobre la
interaccion PMN-endotelio. La figura muestra la velocidad de rodamiento (a),
rodamiento (B) y adhesion (C) de ABC sobre el endotelio en presencia de distintos
antagonistas de los receptores purinérgicos o compuestos que participan en la
sefializacién purinérgica; EGTA (Quelante de Ca?*), suramin (Antagonista inespecifico de
los receptores P2X-Y), OxATP y BBG (Antagonistas especificos del receptor P2X;),
A317491 (Antagonista especifico de los receptores P2Xy3), NF023 (Antagonista
especifico del receptor P2Xi.1), MRS2159 (Antagonista especifico del receptor P2X1),
apirasa (compuesto hidroliza ATP) y CGS-21680 (Agonista de los receptores adenosina
Aza) (Figura adaptada de la tesis doctoral de de Pablo, 2013).
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Estos resultados, junto con la similitud estructural del ATP, ligando natural del
receptor P2X7, con ABCy su metabolito activo CBV-TP (Figura 17), nos lleva a pensar que
los efectos proinflamatorios producidos por el tratamiento con ABC pudieran ser
debidos a la accion directa de ABC sobre dicho receptor, pero también podrian deberse
a la activacion del receptor por CBV-TP o ATP. Ademads, “in vivo” todavia existe una falta
de evidencia sobre la mediacion del receptor P2X; en el efecto proinflamatorio de ABC.

Todo esto forma la base de estudio de la presente tesis doctoral (Figura 19).
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Figura 19. Esquema representativo del posible mecanismo de accién de ABC a nivel
cardiovascular. Actualmente no se conoce la via de activacién del receptor P2X; por parte
de ABC. La interaccién leucocito-endotelio inducida por ABC estd mediada por el receptor
P2X7, pero se desconoce el grado de implicacién de los distintos tipos celulares, asi como
su relacion con la expresion de Mac-1.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral fue explorar el posible mecanismo de

accion por el que el ITIAN analogo de purina ABC posee un efecto proinflamatorio. Para

ello, se estudid la implicacién de la via de sefalizacién purinérgica, especialmente del

receptor P2Xs.

En particular, abordaremos los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar laimplicacién funcional del receptor P2X; en los efectos proinflamatorios

3.

de ABC (Interaccién leucocito-endotelio y expresion de Mac-1), asi como la

importancia de la localizacidn celular de dichos receptores.

Estudiar el ligando (ABC, ATP o CBV-TP) que actua sobre los receptores de ATP

P2X7 dando lugar al efecto proinflamatorio de ABC

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.
2.5.

Caracterizar los efectos proinflamatorios (interaccion leucocito-endotelio y
expresion de Mac-1) de los potenciales ligandos (ATP, CBV-TP) y la
implicacion del receptor P2X7 en estas respuestas.

Evaluar las acciones de ABC sobre los niveles de CBV-TP y de los distintos
nucledtidos (ATP/ADP/AMP/adenosina) en células endoteliales y
leucocitarias.

Determinar las acciones de ABC sobre la velocidad de degradacién del ATP y
sobre la expresion y actividad enzimatica de las enzimas responsables de la
degradacion del ATP (CD39 y CD73).

Dilucidad las acciones de apirasa sobre los niveles de ABC, ATP y CBV-TP.

Estudiar la unidn de los potenciales ligandos al receptor P2X5.

Analizar la potencial modulacién alostérica del receptor P2X7 por ABC.

Evaluar las accion proinflamatoria de ABC “in vivo” asi como la implicacion del

receptor P2X; en esta respuesta con el fin de dar relevancia fisioldgica a los

resultados obtenidos “in vitro”.
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MATERIAL Y METODOS

BLOQUE I. ESTUDIOS IN VITRO

1. AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR.

1.1. Células endoteliales de vena de corddn umbilical humano.

La extraccion de células endoteliales de vena de corddén umbilical humano
(HUVEC) se realizé mediante tratamiento con colagenasa. Estas células se extrajeron de
la Unica vena presente en cordones umbilicales humanos frescos procedentes de
donantes del Hospital Clinico Universitario de Valencia, trabajando con el corddn

umbilical completo sin disecar (Figura 20).

Figura 20. Cordén umbilical humano con colagenasa preparado para la extraccion de
células endoteliales (HUVEC). La vena umbilical esta siendo tratada con una solucion de
colagenasa con el fin de obtener las células endoteliales (/lustracion obtenida de la Tesis
Doctoral de Samuel Orden, 2016).

La vena del cordén umbilical se lavé con PBS (“Phosphate Buffered Saline”) a 37°C

y; a continuacion, se afiadié colagenasa (1 mg/ml), manteniendo el cordén umbilical en
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el incubador durante 17 minutos a 37°C (Jaffe et al., 1973; lbiza et al., 2009).
Posteriormente, se masajed el cordén umbilical para garantizar la extraccion de las
células endoteliales de la pared del vaso, se recogio el contenido y se centrifugd a 259
xg. El precipitado obtenido se resuspendié en medio de cultivo EBM-2 (“Endothelial Cell
Growth Medium-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” (VEFG, 0.1% v/v), “Recombinant Long R3 Insulin-Like Growth
Factor” (R3-IGF-1, 0.1% v/v), acido ascorbico (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 pg/ml) y fungizona (2.5 pg/ml). El contenido se depositdé en un frasco de cultivo
celular T-25 donde las células, tras varios dias alcanzaron el 100 % de confluencia,
almacendandose en el incubador a 37°C en una atmodsfera himeda de 95 % de airey 5 %

de CO2.

Finalmente, los cultivos primarios se despegaron con tripsina y las células se
plantaron en las placas de cultivo adecuadas. Se utilizaron células del primer pase de los

cultivos primarios de HUVEC en todos los experimentos.

1.2. Aislamiento de leucocitos.

Para la extraccion de células leucocitarias se utilizd sangre procedente de
donantes sanos y no infectados con el virus del VIH del Centro de Transfusiones de la
Comunidad Valenciana o del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Esta sangre se
recogio en tubos que contienen citrato sédico como anticoagulante (de Pablo et al.,

2010).

El proceso de extraccion leucocitaria se inicid con la adicion de 20 mL de Sangre
sobre 10 mL de dextrano 3 % (en suero fisioldgico), incubando durante 45 min a T2
ambiente, consiguiendo el depdsito de gran parte de los eritrocitos en la parte inferior.
A continuacion, se recogio la parte superior y se adiciond sobre medio Ficoll-Paque Plus

evitando su mezclado y centrifugando a 259xg, 25 minutos. Tras la centrifugacion las
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células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y los leucocitos polimorfonucleares
de sangre periférica (PMN) se separaron por gradiente de densidad, quedando los

primeros en la interfase formando un anillo blanquecino y los segundos en el precipitado

(Figura 21).

B

= | PMN

Figura 21. Separacion de PBMC y PMN con dextrano y el posterior gradiente de
densidad en medio “Ficoll-Paque Plus”. A) Deposito de eritrocitos tras adicion del
dextrano. B) Separacion mediante Ficoll observando el precipitado de PMNy la Interfase
con PBMC.

Para el aislamiento de los PMN el precipitado obtenido se lisé y se centrifugé de
nuevo a 259 xg durante 5 minutos con el fin de eliminar los eritrocitos restantes. Los
PMN se lavaron con HBSS (“Hanks Balanced Salt Solution”) sin Ca?* ni Mg?* y se
resuspendieron en medio RPMI completo (suplementado con suero fetal bovino
inactivado (10 % v/v), penicilina/estreptomicina (1% v/v), glutamina (1% v/v) y piruvato

sédico (1% v/v)) (de Pablo et al., 2010)

El aislamiento de los PBMC se realizé recogiendo el anillo blanquecino que se
centrifugd de nuevo a 583 xg durante 10 minutos. Los PBMC se lavaron con HBSS (sin

Ca®* ni Mg?*) y se resuspendieron en medio RPMI completo.
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2. ADHESION DINAMICA EN CAMARA PARALELA DE
FLUJO.

Se utilizaron células endoteliales (HUVEC) y poblaciones leucocitarias aisladas
(PMN y PBMC) provenientes de donantes sanos descritas previamente. Las células
endoteliales se sembraron en cubreobjetos circulares de plastico de 25 mm de didmetro

pretratados con Fibronectina (5 pg/mL).

Esta técnica de adhesion dinamica en camara paralela de flujo (“Flow Chamber”)
ya ha sido descrita previamente (de Pablo et al., 2010). La cdmara de flujo utilizada para
la realizacion de estos experimentos posee una hendidura en la que se inserta el cubre-
objetos circular que contiene la monocapa de células endoteliales confluentes (Goetz et
al., 1999, Cai et al., 2006, Alvarez et al., 2004). Una vez montada la cdmara, una porcion
de 5 x 25 mm fue expuesta al flujo (Figura 22). Todo el proceso se realizd a 37° ya que

una de las placas que forma parte de esta camara de flujo es calefactora.

Ambas poblaciones leucocitarias (PMN o PBMC) se resuspendieron en el tampon
DPBS* (“Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline”), con Ca?* y Mg?* y con HSA (“Human
Serum Albumin”, 0.1 %) y se perfundieron 1 x 10° células/mL de PMN 6 0.5 x 10°
células/mL de PBMC sobre la monocapa de células endoteliales a un flujo controlado de

0.36 mL/min (0.7 dinas/cm?) gracias a una bomba de infusidn.
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Figura 22 Montaje de la cdmara paralela de flujo. (A) Cdmara abierta. (B) Camara
cerrada. En el centro de la cdmara se encuentra una hendidura donde se inserta el
cubreobjetos circular con las células endoteliales confluentes. En los extremos vemos
las conexiones que permiten que se perfundan las poblaciones leucocitarias.
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Esta camara se colocd sobre un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 2000-S)
conectado a una videocamara (Sony Exware HAD) permitiéndonos la grabaciéon de las

imdagenes (Figura 23).

Para observar el flujo de leucocitos y su interaccidon con las células endoteliales se
utilizé un objetivo 40x. La grabacion se inicié cuando se empezd a ver el paso de los
leucocitos sobre la monocapa de células endoteliales y las imagenes fueron recogidas
con el programa informatico “NIS Elements AR program”. La grabacidn se realizo
durante 5 minutos en el mismo campo en el que se analizaron los pardmetros de
rodamiento y velocidad de rodamiento leucocitario. Posteriormente se grabaron 5

campos adicionales donde se analizé la adhesién leucocitaria al endotelio.

Figura 23. Montaje del sistema de camara paralela de flujo en el microscopio. En la
imagen observamos los distintos componentes que forman parte del ensayo. (A) Bomba
de infusion/succién (B) Videocamara, C) Camara paralela de flujo (D) Jeringa invertida
con una suspension de leucocitos (PMN o PBMC) y (E) Ordenador conectado a la
videocamara.
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2.1. Parametros leucocitarios determinados.

Se analizaron los siguientes parametros leucocitarios (Figura 8).

° Velocidad de rodamiento leucocitario: es el tiempo que tarda un leucocito en fase
de rodamiento en recorrer 100 um de endotelio. Se calcula haciendo la media de
la velocidad de 20 leucocitos consecutivos. Se expresa en um/s (Figura 8).

. Rodamiento leucocitario: es el nimero de leucocitos que circulan a una velocidad
inferior a la de los eritrocitos ya que estan interaccionando con el endotelio
vascular. Se analiza una zona fija de 100 um durante 1 minuto. Se expresa en
células/min (Figura 8).

° Adhesiodn leucocitaria: es el nUmero de leucocitos que permanecen estacionados
o tienen contacto estable con el endotelio durante un periodo igual a superior a

30 segundos en 100 um. Se expresa en células/mm? (Figura 8 y 24).
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Figura 24. Imagenes representativas de la interaccion leucocito-endotelio. A)
Monocapa de células HUVEC. B) Leucocitos (PMN) adheridos a la monocapa de HUVEC
tras tratamiento de ambos tipos celulares con ABC 20 uM.
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2.2. Protocolo experimental de tratamiento.

Para los estudios de los efectos individuales de ABC, ATP y CBV-TP tanto los
leucocitos aislados (PMN y PBMC) como las células endoteliales (HUVEC) se trataron
independientemente con ABC (20 uM), ATP (0.01-10 uM), CBV-TP (0.1-50 uM) o agua
estéril (vehiculo) durante 4 horas. Se consideran como concentraciones de ABC

clinicamente relevantes de 1 a 20 uM (de Pablo et al., 2010) (Figura 25).

TRATAMIENTO

i/ 7 MEDIDAS
*  Vehiculo (agua estéril)
ABC (20 uM) P
«  ATP(0.01-10 uM) [ ® \@
CBV-TP (0.1-50 uM) h

Figura 25. Protocolo experimental de tratamiento con ABC, ATP y CBV-TP. La figura
muestra el protocolo experimental de tratamiento de forma independiente de células
endoteliales (HUVEC) y de leucocitos (PMN o PBMC) con vehiculo (agua estéril), Abacavir
(ABC), Adenosin trifosfato (ATP) o Carbovir trifosfato (CBV-TP).

Para analizar la implicacion de la via purinérgica en los efectos producidos por ABC,
ATP y CBV-TP, pretratamos tanto las células endoteliales como los leucocitos con
distintos compuestos que actuan sobre la ruta de sefalizacion purinérgica (Coddou et
al., 2011) (Figura 26) previamente al tratamiento con ABC, ATP y CBV-TP. Para el estudio
de la implicacién de los transportadores de ATP sobre el efecto de ABC, se pretrataron
ambos tipos celulares con distintos bloqueantes de estos canales de modo previo al
tratamiento con ABC (Figura 26). Con el fin de estudiar la importancia de la localizacién
(HUVEC o leucocitos) de los receptores purinérgicos implicados en los efectos de ABC se
realizd6 un pretratamiento con los distintos antagonistas solo en uno de los tipos
celulares, leucocitos o HUVEC, previo al tratamiento de ambos tipos celulares con ABC

(20 uM) (Figura 26).
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PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO

MEDIDAS

Bloqueantes de la sefializacion purinérgica. *  Vehiculo (agua estéril)

+  ABC(20puM) SN
Suramin (Antag. P2X-Y) — . *  ATP(0.01-10 uM) ey \./))
AS04598 (Antag. P2X,) ~ @ \)) «  CBV-TP(0.1-50uM)
BBG (Antag. P2X5) S
AT AtagPoRyp) | e *  Vehiculo (agua estéril)
NF023(Antag. P2X,,) - ABC(1pM)
MRS2159 (Antag. P2X,) = i . ATP(0114M) .
NF340(Antag. P2Y,,) e . CBVTP(Li0pM) @ \,))
AR-C118925XX (Antag.P2Y,) | ----- . ABC/ATP ¢ NG
EGTA(quelante Ca%*) J B «  ABC/CBV-TP
APIRASA (Hidroliza ATP) @
CGS-21680(Agonista A,,) e

Bloqueantes de los transportadores de ATP

*  Probenecid (Canales conexina,
panexina y receptor P2X;)
* Carbenexolona (Canales conexina) ® £
[ | |
. Panxm(CanaIes panexina) . \J)
*  Gapgg(Canales conexina)

Figura 26. Protocolo experimental de pretratamiento con distintos compuestos que
interfieren en la ruta de degradacion/generacion/transporte de ATP previo al
tratamiento con ABC, ATP, CBV-TP o sus distintas combinaciones. La figura muestra el
pretratamiento de las células endoteliales y de los leucocitos, de forma conjunta (A) o
solo un tipo celular (B y C), con distintos compuestos que interfieren en la ruta de
degradacion/generacion de ATP (Suramin, A804598, BBG, A317491, NF023, MRS2459,
NF340, AR-C118925XX, EGTA, apirasa, CGS-21680) y en el transporte de ATP
(Probenecid, Carbenexolona, Panx!® y Gapio) (30-60 min), asi como el posterior
tratamiento de ambos tipos celulares con vehiculo (agua estéril), (ABC), Adenosin
trifosfato (ATP), Carbovir trifosfato (CBV-TP) o sus distintas combinaciones (4 h).

Ademas, también se analizd el efecto de las combinaciones de ABC, ATP y CBV-TP.
Para ello, se trataron ambos tipos celulares con las concentraciones individuales de
dichos compuestos que no produjeron una diferencia significativa en el estudio de sus
efectos individuales sobre la interaccién leucocito-endotelio (ABC 1 uM, ATP 0.1 uM y
CBV-TP 1-10 uM). En algunos casos se realizé el pretratamiento de ambos tipos celulares
con distintos bloqueantes de la sefializacidn purinérgica -antagonista inespecifico de los
receptores P2X-Y (Suramin) y un antagonista especifico de los receptores P2X;
(A804598)- previo al tratamiento con las distintas combinaciones (Figura 26).
Transcurrido el periodo de incubacién con los diferentes tratamientos se procedidé a

realizar la técnica de adhesion dinamica en cdmara de flujo descrita anteriormente.
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3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE
ADHESION POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La determinacion de la expresién de moléculas de adhesion leucocitarias se realizd
mediante un citdmetro de flujo (FACS Calibur, BD Biosciences) utilizando muestras de

sangre entera (Figura 27).

Las poblaciones leucocitarias se identificaron en funcién de sus caracteristicas de
tamafio y granulosidad (“forward scatter” -FS- and “side scatter” -SS-, respectivamente).
Se utilizé la mediana de la intensidad de la fluorescencia como marcador de la expresion
de las diferentes moléculas de adhesidn analizadas. Se analizaron 10.000 eventos por

muestra (Alvarez et al., 2004, Alvarez et al., 2007) (Figura 28).

Figura 27. Citometro de flujo FACS Calibur.
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Figura 28. Identificacion de las diferentes poblaciones leucocitarias. La figura muestra
un histograma representativo de las diferentes poblaciones leucocitarias separadas en
funcion de sus caracteristicas de tamafio (“forward scatter”) y granulosidad (“side
scatter”) por el citdmetro de flujo FACS calibur. L (linfocitos), M (monocitos) y N
(neutrdfilos).

3.1. Protocolo experimental.

Para los estudios de los efectos individuales de ABC, CBV-TP y ATP, 40 uL de sangre
se trataron con ABC (20 uM), CBV-TP (1-50 uM) o ATP (0.1-10 uM). En algunos casos,
para analizar la implicacién de la via purinérgica en los efectos producidos por ABC, CBV-
TP y ATP, pretratamos la sangre con distintos compuestos que actuan sobre la via de

sefnalizacion purinérgica y sobre el transporte de ATP (Figura 29).
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PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO

MEDIDAS

Vehiculo (agua esteril)

ABC (20 uM) i
ATP (0.01-10 M) h

CBVTP (0.1-10uM)

h *  Vehiculo (agua esteril)

Blogueantes de la sefializacion purinérgica.

*  Suramin(Antag. P2X-Y)
*  AB04598(Antag.P2X;)
*  A317491(Antag. P2X,3)

Blogueantes de los *  ABC(1pM)
transportadores de ATP ¢ ATP(0.1uM) o
«  CBV-TP(1uM) 3\
*  Probenecid (Canales conexina, *+  ABC/ATP
panexina y receptor P2X;) «  ABC/CBV-TP

* Carbenexolona (Canales conexina)

Figura 29. Protocolo experimental de pretratamiento con distintos compuestos que
interfieren en la ruta de degradacion/generacion/transporte de ATP previo al
tratamiento con ABC, ATP, CBV-TP o sus distintas combinaciones. La figura muestra el
pretratamiento de la sangre con bloqueantes de la ruta de sefalizacidn purinérgica;
Suramin, A804598 y A317491 (A) o bloqueantes de los transportadores de ATP;
Probenecid y Carbenexolona (B) durante (30-60 min), asi como el posterior tratamiento
de la sangre con vehiculo (agua estéril), Abacavir (ABC), Adenosin trifosfato (ATP),
Carbovir trifosfato (CBV-TP) o sus distintas combinaciones (4 h).

Asimismo, se ensayaron asociaciones de ABC, ATP y CBV-TP. Para ello, se
combinaron concentraciones individuales de dichas moléculas que no produjeron una
diferencia significativa en el estudio de la expresién de las moléculas de adhesion
analizadas (ABC 1 pM, ATP 1 uM y CBV-TP 1 uM). En algunos casos se realizo el
pretratamiento de la sangre con distintos bloqueantes de la sefializacién purinérgica

previo al tratamiento con las distintas combinaciones (Figura 29).

Una vez concluidos los tratamientos, la sangre se incubd con los correspondientes
anticuerpos a saturacion: Mac-1 (CD11b), integrina B2 (CD18) o con el anticuerpo control
(IgG1) conjugados con FITC (fluoresceina isotiocianato) o PE (Ficoeritrina) durante 20

minutos, en oscuridad y a 4°C.

Posteriormente, las muestras se lisaron, lavaron y fijaron con la solucion de lisis
(“FACS Lysing Solution”, BD Biosciences) y se analizé la expresién de las moléculas de

adhesidn leucocitarias mediante el citdmetro de flujo (Figura 27).
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4. CUANTIFICACION DE ABC, CBV-TP Y NUCLEOTIDOS.

La cuantificacién absoluta de ABC, CBV-TP y de los nucleétidos (ATP, ADP, AMP y
Adenosina) extracelulares e intracelulares se realizé por cromatografia liquida de ultra-
alta resolucién (UHPLC) acoplada a espectrometria de masas de triple quadrupolo

(QgQ/MS) (Chen P et al., 2009, Zhang et al., 2014).

Las células HUVEC, PMN y PBMC (Ver material y métodos, 1. Aislamiento y cultivo
celular) se trataron con ABC (20 uM, 4h). A continuacidn, el pellet se extrajo con un
volumen de H,0/MeOH 40:60 (v/v), se agité durante 20 seg con voértex e incubd a -20°C
durante 30 min. Después se homogeneiz6 por ultrasonidos en hielo durante 30 min, se
centrifugd 10 min a 15000 rpm y 4°C; y se llevo a sequedad mediante un flujo de N,
reconstituyéndose en H;0 y analizandose por LC-MS (Chen et al., 2009, Zhang et al.,
2014).

En el caso de las muestras de sobrenadante, se extrajo un volumen de 100 uL de
muestra recién descongelada con 200 pL de MeOH a 4°Cy se proceso de igual forma
que las muestras de pellet hasta su analisis por LC-QqQ (Chen P et al., 2009, Zhang et
al., 2014).

En ambos casos el CBV-TP se mide como Carbovir (CBV) total (CBV-TP+CBV),
debido a la dificultad de deteccién que presenta el CBV-TP, y requiere de tratamiento

con fosfatasas (10 min) para degradarlo a CBV previo a su cuantificacion.

4.1. Cuantificacion de ABC, ATP y CBV-TP tras tratamiento con
apirasa.

Para evaluar el efecto de la apirasa sobre los niveles de ABC, ATP y CBV-TP las
células HUVEC, PMN o PBMC se trataron con ABC (20 uM), ATP (20 uM) o CBV-TP (20
M) y posteriormente con apirasa (1 U/I) durante 4 horas. A continuacion, se recogieron
muestras de sobrenadante a distintos tiempos (0, 1, 10, 60 y 240 min) para su posterior
cuantificacidon por LC-QqQ (Ver material y métodos, 4. Cuantificacion de nucleétidos

extracelulares) (Chen et al., 2009, Zhang et al., 2014).
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5. ESTUDIO DE LAS ENZIMAS PARTICIPES EN EL
METABOLISMO EXTRACELULAR DE NUCLEOTIDOS.

5.1. Estudio de la velocidad de degradacion del ATP en presencia de
ABC.

Para estudiar si ABC afecta a la degradacidn de nucledtidos extracelulares, las
células HUVEC, PMN o PBMC se trataron con ABC (20 uM, 4h) o con vehiculo (agua
estéril). A continuacion, se eliminé el medio y afiadié nuevo medio con ATP (20 uM) y se
recogieron muestras de sobrenadante a distintos tiempos (0,3,5,10,15 y 60 min) para la
posterior cuantificacién de nucledtidos por HPLC (Ver material y métodos. 4.

Cuantificacion de nucledtidos extracelulares).
5.2. Analisis de la expresidn proteica.

El analisis de la expresidon proteica de las diferentes enzimas participes en la
degradacion de nucleétidos a nivel extracelular -CD73, CD39, AK y NDPK- (Figura 15), se

realizé6 mediante Western Blot y posterior analisis densitométrico.

Las células HUVEC cultivadas en placas redondas de 100 mm de diametro, se
trataron con ABC (1-30 uM). Transcurrido este periodo, las células se disgregaron de
forma mecanica para su recoleccion (Ver material y métodos, 1.1. Aislamiento células

endoteliales).

Los leucocitos (PMN o PBMC) se aislaron como se ha indicado, obteniendo los
precipitados de PMN o de PBMC tras centrifugacién de las muestras (Ver material y

métodos, 1.2. Aislamiento de leucocitos) que se trataron con ABC (1-30 uM).
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5.2.1.0btencion de los extractos proteicos.

Los precipitados de HUVEC, PMNs o PBMCs obtenidos se resuspendieron en 70 L
de tampodn de lisis frio (HEPES 10 mM pH 7.5, MgCl; 2 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
NaCl 10 mM, Na3zVO4 0.1 mM, DTT 1 mM, inhibidor de proteasas Complete Mini 1 Xy
Pefabloc 5 mM) y se incubaron en hielo durante 15 min. A continuacidn, se adicioné NP-
40 (0.05 % v/v) y se incubaron durante 5 min en hielo. Las muestras se centrifugaron a
16000 xg durante 10 min a 4°C en una microcentrifuga y se recogio el sobrenadante. El

sobrenadante obtenido fue alicuotado para su posterior utilizacién.

5.2.2.Cuantificacion proteica. Ensayo del acido bicinconinico (BCA).

Se basa en la reaccidn de reduccidn de iones clpricos (Cu®*) a iones cuprosos (Cu*)
producida por las proteinas en condiciones alcalinas. Estos iones cuprosos formados
reaccionan con el BCA (Acido bicinconinico) observandose una coloracién morada en los
pocillos, la cual se puede medir por absorbancia (562 nm) y sera proporcional al

contenido proteico de las muestras.

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 detecciéon es 0.02-
2 mg proteina/mL, que cuantifica la concentracién proteica de los extractos. Se prepard
una curva estandar de albimina sérica bovina (BSA, proteina patrén) realizando
diluciones seriadas a partir de una solucién madre de BSA (2 mg/mL). Las muestras se
diluyeron (1:10) y posteriormente se mezclaron 25 plL de las muestras diluidas o de la
curva estandar de BSA con 200 pL del reactivo de cuantificacion proteica por pocillo,
realizandose duplicados de cada una. A continuacién, la placa se incubd en agitaciéon
suave (30 min, 37°C). La medicidn de la absorbancia a 570 nm se realizé con un lector

espectrofotométrico de placas Multiskan (Thermo Labsystems).
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5.2.3.Western Blot.

La primera fase es la Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE), que se realizd utilizando el sistema “Mini-PROTEAN 3 Cell” (Bio-Rad) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Los extractos citosélicos se mezclaron con tampdn de carga Laemmli (Tris-HCI 0.5
mM pH 6.8, glicerol 25 % v/v, SDS 10 %, B-mercaptoetanol 0.5 % v/v y azul de
bromofenol 0.5 % p/v) y se desnaturalizaron las proteinas hirviendo las muestras a 100

°C durante 5 min. En el gel se cargaron 30-50 pg de proteinas por pocillo.

Se utilizé6 un marcador de peso molecular “Precision Plus Protein Standard-

Kaleidoscope” como referencia con el fin de localizar las proteinas de interés.

La electroforesis se realizd en tampdn de electroforesis “running buffer” (25 mM
pH 8.3, glicina 192 mM vy SDS 0.1 % v/v), a voltaje inicial de 80-100 V mientras las
muestras difundieron por la fase de concentracién del gel y posteriormente a 120-140

V en la fase de resolucion.

A continuacion, se realizo la transferencia de las proteinas separadas por SDS-
PAGE desde el gel de poliacrilamida (10-15 %, segun el tamafio de la proteina a analizar)
a una membrana de nitrocelulosa de 0.2 um utilizando “Mini Trans-Blot Electrophoretic

III

Transfer Cell” (Bio-Rad). Para la transferencia, se empled el tampdn de transferencia
(Tris 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y metanol 20 % v/v) y se mantuvo durante 1 h a 4°C
a una potencia de 350 mA. Transcurrido este periodo de tiempo, la membrana de
nitrocelulosa se incubd con la solucidon de Ponceau que tifie reversiblemente todas las
proteinas y se utiliza como control de la cantidad de proteinas cargadas en cada pocillo

y de la calidad de la transferencia. A continuacion, se lavé la membrana con el tampdn

TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7.2, NaCl 150 mM y Tween 20 0.1 % v/v).

La membrana se incubé con la solucion de bloqueo (leche en polvo 5 % p/v o BSA

5 % p/v en tampon TBS-T) durante 1 h en agitacion suave y a temperatura ambiente.
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Tras realizar varios lavados en tampdn TBS-T la membrana de nitrocelulosa se

incubd con el anticuerpo primario (Tabla 2), preparado en solucion de bloqueo (BSA 5

% p/v o leche 5 % p/v) suplementada con azida sddica 0.02 % v/v (conservante), durante

2-3 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. La membrana se lavd 3 veces

durante 10 min cada lavado, a temperatura ambiente con TBS-T y en agitacidon fuerte. A

continuacion, se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa

apropiado en cada caso (Tabla 3) durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron

otros 3 lavados de 10 min con TBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo secundario.

Tabla 2. Anticuerpos primarios empleados en el andlisis de proteinas por western blot.

PROTEINA PESO MOLECULAR ESPECIE DILUCION CASA
(kDa) COMERCIAL

Actina 42 Conejo 1:1000 Sigma

CD39 58 Raton 1:2000 Abcam

CD73 63 Conejo 1:2000 Abcam

E-NDP-K 18 Conejo 1:4000 Abcam

AK 23 Raton 1:2000 Abcam

Tabla 3. Anticuerpos secundarios empleados en el analisis de proteinas por western

blot.
ANTICUERPO ESPECIE REACTIVIDAD DILUCION CASA
COMERCIAL
ANTI-IGG1 Cabra Ratén 1:2000 Thermo Fisher
conjugado con HRP
ANTI-IGG1 Cabra Conejo 1:5000 Vector
conjugado con HRP Laboratories
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5.2.4.Revelado: Deteccion por quimioluminiscencia.

Para el revelado utilizamos el “kit Enhanced luminol-based chemiluminescent”

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

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

emitiendo luminiscencia.

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

realizaron usando el software “ImageQuant”.

5.3. Evaluacion de la actividad enzimatica.

Para el estudio de |a actividad enzimatica de CD73 y CD39 (Figura 15) en presencia
de ABC, se emplearon derivados de etheno, en particular 1,N®Etheno-adenosin-5'-
monofosfato (E-AMP), 1,N®Etheno-adenosin-5'-difosfato  (E-ADP), 1,N®-Etheno-
adenosin-5'-trifosfato (E-ATP) y 1,N®Etheno-adenosin (E-ADO). Estos derivados de
etheno se degradan de igual forma que sus derivados enddgenos (ATP, ADP y AMP) a
través de las enzimas que participan en la degradacion de estos nucledtidos
extracelulares, permitiendo evaluar la actividad especifica de estas enzimas mediante la
conversion de E-AMP a E-ADO para CD73 y de E-ATP a E-AMP para CD39 (Synnestvedt K
et al., 2002).

Las células HUVEC, PMN o PBMC obtenidos (Ver material y métodos, 1.
Aislamiento y cultivo celular) fueron tratados con ABC (20 uM). A su vez, se adiciond al
medio E-AMP para medir la actividad de CD73 o E-ATP para mediar la actividad de CD39

(concentracion final de 5 uM) y se recogio el sobrenadante a distintos tiempos (0,10,30
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y 60 minutos). Este se acidificd a pH 3.5 con HCL, centrifugd (10.000xg, 20 seg, 4°C) y
congeld a -80°C hasta su analisis por HPLC. Este consta de una bomba HP series 1050,
un inyector manual de muestra y un detector de fluorescencia HP 1046A (300 nm
excitacion, 415 nm emisién). La actividad de CD39 se expresd como el porcentaje de E-
ATP convertido en E-AMP y la actividad de CD73 se expresd como el porcentaje de E-

AMP convertido en E-Ado a los distintos tiempos medidos (Synnestvedt K et al., 2002).
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6. ESTUDIO DE UNION DE RADIOLIGANDOS.

Los estudios de unidn al receptor P2X; se realizaron a través de extractos
purificados de membrana de células HUVEC. Se utilizaron ensayos de competicién del
radioligando [3H]A804598 especifico para los receptores P2X;. En ellos estudiamos

como ABC, ATP y CBV-TP estarian uniéndose al receptor desplazando el radioligando.
6.1. Obtencion de membranas.

A partir de células HUVEC se obtuvieron las membranas para los estudios de
competicion. Las células obtenidas de corddn umbilical humano (Ver material y
métodos, 1.1. Aislamiento células endoteliales) se cultivaron en flask T-175 cm?. Las
células se despegaron de forma mecanica y se recolectaron tras centrifugacion a 1400
rpm durante 5 min. El pellet obtenido se disgregd mediante sonicacion en tampdn Tris-
HCL 50 mM, pH 7.4 (3 veces durante 30 s). A continuacion, se centrifugd a 20.000 rpm,
42C, 30 min. El pellet resultante se resuspendid en tampodn Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, que
contiene BSA al 0,1% a una concentracion de 2 mg/mL y se almacend a -80° (Donelly
Roberts et al., 2009). La concentracion de proteina se determind mediante el ensayo del

BCA (Ver material y métodos, 1.5.1.2 Cuantificacién proteica).

6.2. Ensayos de competicion.

Los ensayos de competicidn se realizaron incubando 75 pug de membrana en un
volumen total de 250 uL de buffer (50 mM Tris-HCL 0,1% BSA pH 7.4) a 4°C durante 60
min con una concentracion saturante (2.5 nM) del radioligando antagonista especifico
del receptor P2X7, [3H]A804598 (36.2 Ci/mmol) (Donelly Roberts et al., 2009). Esta
incubacidn se realizé en ausencia o presencia de concentraciones crecientes (0.1 uM-1
mM) de los potenciales ligandos del receptor P2X; (ABC, CBV-TP, ATP) o del ligando
especifico BzZATP (Tabla 4). Una vez realizadas las incubaciones se realizé una filtraciéon
através de filtrador automatico para multiples muestras (M24R, Valley Research Iberica,
Madrid, Spain) (Figura 30A), recolectandose en los filtros Whatman GF/C los extractos

de membrana marcados con el radioligando. Por ultimo, los filtros se lavaron 5 veces
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con 3 mL de buffer Tris-HCI (pH 7.4) y tras su posterior secado durante 24h se colocaron
en viales a los que se anadié liquido de centelleo (4 mL, BCS, Amersham). La
radioactividad retenida en los filtros se midio a través de un contador de centelleo
(Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Counter, PerkinElmer, Waltham, Ma, USA) (Figura
30B).

Tabla 4. Protocolo experimental de incubaciéon con radioligando en los estudios de
competicion del receptor P2X;.

[M] LIGANDO | VOLUMEN BUFFER [3H]A804598 | MEMBRANA

2.5nM 75 pg

CONTROL 25 uL 100 pL 25 uL 100 pL
BZATP 1073 25 ul 100 pL 25 L 100 L
103 25 L 100 pL 25 uL 100 pL

104 25 L 100 pL 25 pL 100 pL

10° 25 L 100 pL 25 uL 100 pL

10°® 25 uL 100 pL 25 uL 100 pL

107 25 uL 100 pL 25 uL 100 pL

En la tabla se muestra el protocolo experimental de incubacidon de los potenciales
ligandos estudiados (BzATP, ABC, ATP y CBV-TP) con [3H] A804598 y 75 ug de HUVEC en
250 uL de Buffer total. Los tubos 1,2 corresponden con el grupo control, los tubos 3,4
nos proporcionaran la unién inespecifica del radioligando y los tubos 5-14 corresponden
con las distintas concentraciones de los compuestos a ensayar (BzATP, ABC, ATP o CBV-
TP).

Figura 30. Sistema empleado para los estudios de union al receptor P2X;. (A) Filtrador
automatico para multiples muestras (B) Contador de Centelleo Packard Tri-Carb.
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La union inespecifica se determind en presencia y ausencia de BzATP (1 mM) para
ABC, CBV-TP y ATP (0.1 uM-1 mM). La radioactividad debida a uniones inespecificas del
[3H]A804598 se define como la radioactividad unida que no es desplazada por una
concentracion elevada de BzATP. La diferencia entre la unién total y la unién inespecifica
es considerada como la union especifica del [3H]A804598 al receptor P2X; presente en

las células HUVEC.

Los resultados se expresan como el porcentaje de unién especifica de [2H]A804598
en presencia de los distintos compuestos analizados. A través de una regresién no lineal
se obtuvieron los valores de pIC50 (-log de la concentracién necesaria para inhibir el 50%

de la union del radioligando). Los experimentos se realizaron por duplicado.

Los resultados obtenidos en los ensayos de competicion se analizaron a través del

programa GraphPad 6.0 (Graphic Pad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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7. ESTUDIOS DE DOCKING DEL RECEPTOR P2X;.

La metodologia de “docking” nos permite el estudio de la interaccién ligando-
receptor mediante simulaciones computacionales. Se trata de un modelado molecular
gue permite predecir la conformacion mas favorecida de una molécula al unirse con otra

para formar un complejo estable, asi como la fuerza de unién de esta asociacién.

7.1. Modelado del receptor.

El modelo por homologia del receptor P2X; humano se realizé a partir del cristal
del P2X; panda (ID: 5U2H). Las secuencias de aminodcidos del receptor P2X; empleadas
para el estudio in silico son la secuencia humana y la del oso panda. Ambas secuencias
se obtuvieron de la base de datos uniprot (http://www.uniprot.org), donde se
encuentran identificadas; 1D:Q99572 para el P2X; (P2RX7_HUMAN) humano e
ID:G1IM6C4 (G1IM6CA_AILME) para el panda.

El primer paso corresponde con el alineamiento de secuencia, debido a que se
tratan de especies diferentes, utilizando el programa T-coffee (http://tcoffee.crg.cat),
que permite el alineamiento de secuencias de ADN, ARN y aminodcidos para cuantificar
la similitud entre las secuencias (Di Tommaso et al.,, 2011). El resultado de la
cuantificacion de la similitud entre las secuencias del receptor P2X7 (Q99572 de humano
y G1M6C4 de panda) mediante T-coffee fue de 99 sobre 100 (Di Tommaso et al., 2011)
(Figura 31).
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Figura 31. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos del receptor P2X7 de
humano y panda. La puntuacion de satisfaccion del resultado es de 99/100.

Tras este primer resultado donde se manifiesta que la similitud del receptor entre
especies es casi del 100%, se puede realizar un modelo por homologia a partir del cristal
conocido del receptor P2X; de panda (ID: 5U2H) (Figura 32). Para ello se empled el
servidor SWISS-MODEL, que permite la generacién de un modelo tridimensional del
receptor a partir de su secuencia de aminoacidos, usando como base el cristal de panda

y la secuencia proteica del receptor humano como diana (Karasawa et al., 2016).
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Figura 32. Imagen 3D del cristal del receptor P2X; (5U2H) del oso panda. Fuente original
(http://www.rcsb.org/3d-view/5U2H/1).

El modelo generado consiste en un receptor trimérico, donde cada mondmero
esta formado por 595 aminodcidos y consta de 5 puentes disulfuro (119-168, 129-152,
135-162, 216-226, 260-269). Ademds, se pueden distinguir tres regiones: citosdlica,
transmembrana y extracelular, siendo la region extracelular el domino de interés
implicado en la unién con el ligando, abarcando desde el aminoacido 47 al 334

(Karasawa et al., 2016) (Figura 33).
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Figura 33. Modelo trimérico del Receptor P2X; humano generado a partir del cristal
5U2H. En la figura se aprencian las tres regiones del receptor (citosélica, transmebrana
y extracelular).

7.2. Modelado de los ligandos estudiados.

La optimizacion de los ligandos se realizé a partir de la estructura 2D de los
ligandos mediante el programa Maestro, que ofrece un entorno de modelado molecular
que permite determinar la estructura tridimensional y la geometria de los ligandos. A
continuacion, se utilizé el campo de fuerzas MMFFs, el cual se trata de un modelo de
atomos enteros. Este campo asigna una carga electroestatica dieléctrica constante de e
= 1 por defecto. Este modelo esta parametrizado para un amplio abanico de grupos
funcionales organicos y proteinas, siendo el mas adecuado para estudios de receptores

de farmacos.

Con el modelo generado y junto con las estructuras optimizadas de los posibles
ligandos evaluados experimentalmente, que son ABC, CBV-TP, BzATP, ATP y el
antagonista especifico del receptor P2X; A804598 (Figura 34) se procedio a los estudios

de “docking”.

104



MATERIAL Y METODOS

N =N
¢ |
HOW N N¢I\NH2
ABC
NH
0 . 2
[0} =N
Ho._.o. °H b N HO—P—0—P—0—P—0 ]l P
R F=0 < | M O OH  OH NN
HO O o._ 0o NT N7 "NH,
HG 'O @ "
OH OH
Chv-tp ATP
NH,
i T 1 i N\
Hogi‘ogi‘oﬁi‘o—\ o f!N |NJ %
6 OH -
5 i
= HN
\_/ k-
BzATP 4 A804598

Figura 34. Estructura de los distintos ligandos empleados en los estudios de docking.
Abacavir (ABC), Carbovir trifosfato (CBV-TP), Adenosin trifosfato (ATP), BzATP vy
A804598.

Posteriormente, se asignaron las cargas parciales Gasteiger con AutoDockTools

(http://autodock.scripps.edu).

7.3. Docking.

El “Docking” consiste en un modelado molecular que permite predecir la
conformacion preferida de una molécula al estar en unién con otra, con el fin de formar
un complejo estable, asi como la fuerza de unién de esta asociacién. La afinidad de los
ligandos por el receptor se calcula mediante la energia libre de unién que depende de
factores estéricos, hidrofobicos y puentes de hidrogeno, computando interacciones
inter e intramoleculares. Cuando un receptor y su ligando interaccionan dan lugar a un
complejo molecular, esta interaccion se da de tal modo que forme el complejo mas
estable energéticamente. Cuanto mas estable sea el complejo, menor sera la energia

libre de union.
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BLOQUE II. ESTUDIOS IN VIVO

1. MICROSCOPIA INTRAVITAL

Para los estudios de microscopia intravital se usaron ratones wild-type (WT)
C57BL/6 machos (Charles River Laboratories, Spain) o knockout (KO) P2X; KO
homocigotos (B6.129P2-P2rx7tm1Gab/J) (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA).
Estos ratones son viables, fértiles y de tamafio normal sin ninguna anormalidad fisica

(Solle et al., 2001).

Los ratones (22-30 g) de entre 8-12 semanas de edad, se anestesiaron por via
intraperitoneal (i.p) con una mezcla de xilacina clorhidrato 10 mg/kg y ketamina
clorhidrato (200 mg/kg). Tras realizar una cirugia, el musculo cremaster se extendio
sobre un pedestal traslicido que permite su transiluminacién (Figura 35). Este se
encuentra superfundido continuamente a una velocidad de flujo de 2 mL/min con una
solucidn tampdn bicarbonatada (pH 7.4 y 37°C) (de Pablo et al., 2013). Esta preparacion
se observod a través de un microscopio intravital ortostatico (Nikon Optiphot-2, SMZ71,
Nikon, Holanda) que lleva incorporada una cdmara (Sony SSC-C350P; Sony, Germany).
Las imagenes (5 min) de las vénulas (didametros 25 - 40 um) o arteriolas (diametros 20 -
35 um) del cremaster sin ramificar (Hickey MJ et al., 1999) (medidos mediante video
caliper [Microcirculation Research Institute, Texas A&M University, College Station,
USA]) se grabaron digitalmente mediante el programa NIS Elements AR program (de

Pablo et al., 2013).
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Figura 35. Zona de cremaster seleccionada para microscopia intravital. En la figura se
observa el cremaster de ratdn empleado para el estudio de la interaccién leucocito-
endotelio y la formacién del trombo.

Figura 36. Sistema de microscopia intravital. A: Bafio termostatico, B: Pedestal
translucido, C: Videocamara, D: Monitor de ordenador, E: “Video Caliper” y “Optical
Doppler Velocimeter”.
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1.1. Modelo de trombosis mediante Cloruro Férrico (FeCls).

El modelo de induccion de dafo vascular por FeCls es uno de los modelos de

trombosis mas utilizados que engloba dafio endotelial junto a activacion plaquetaria y

leucocitaria (Westrick et al., 2007). El FeCls cuando actua sobre los vasos sanguineos es

capaz de producir un dafio oxidativo en las células vasculares, dando lugar a pérdida en

la funcion endotelial frente a leucocitos y plaquetas circulantes. A concentraciones

bajas, el FeCls no es capaz de producir este dafio, requiriendo de factores externos para

la formacion del trombo. El tiempo requerido para la oclusién del vaso nos permite

medir de forma cuantitativa tanto el dafio vascular como la activacidon plaquetaria,

parametros relevantes para el desarrollo de procesos trombéticos (Projahn et al., 2012).

1.2. Parametros leucocitarios determinados.

Se analizaron los siguientes parametros leucocitarios (Figura 8):

Velocidad de rodamiento leucocitario: es el tiempo que tarda un leucocito en fase
de rodamiento en recorrer 100 um de vénula. Se calcula haciendo la media de la
velocidad de 10 leucocitos. Se expresa en um/s.

Rodamiento leucocitario: es el nimero de leucocitos que circulan a una velocidad
inferior a la de los eritrocitos porque estan interaccionando con el endotelio
vascular. Se determina contabilizando el nimero de leucocitos que pueden ser
visualizados en un punto de referencia preestablecido de la vénula durante 1
minuto. Se expresa en células/min.

Adhesiodn leucocitaria: es el nUmero de leucocitos que permanecen estacionados
o tienen contacto estable con el endotelio venular durante un periodo igual a
superior a 30 segundos en 100 um de vaso. Se expresa en células/mm? (Fgura 24).
Migracion leucocitaria: numero de leucocitos que se extravasan de la vénula al

tejido circundante. Se expresa en células/campo.

1.3. Parametros hemodinamicos determinados.

Se analizaron los siguientes parametros hemodinamicos (Orden et al., 2014):
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Diametro venular (Dv): se mide con un “Video Caliper” (Microcirculation Research
Institute). Se expresa en um.

“Shear rate” (y): es la fuerza que ejerce la sangre sobre las paredes venulares. Se
expresa en segundos™ y se calcula segun la definicién Newtoniana:

Y = 8 (Vmean Dv?) st

Donde:

Dv: es el diametro de la vénula.

Vmean: €s el flujo de los eritrocitos. Se calcula como el producto de la velocidad de
los eritrocitos y el area seccional, asumiendo que el vaso es un cilindro geométrico
(Vmean = Vibe 1.61). La velocidad de los eritrocitos en el torrente sanguineo (Vo) se
determina con la ayuda de un “Optical Doppler Velocimeter” (Microcirculation
Research Institute).

PAM: es la presion que ejerce la sangre sobre la pared de las arterias. Se mide
mediante un transductor de presion (Spectramed Stathan P-23XL) conectado a un
poligrafo (GRASS RPS7C8B, Quincy). Se expresa en mm Hg.

Tiempo de oclusidn (segundos): tiempo transcurrido desde la adiciéon de FeCls
hasta la formaciéon del trombo, que concluye con la parada del flujo sanguineo

medido a través del “Shear rate”.
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1.4. Protocolo experimental.

Para evaluar los efectos de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio “in vivo”
se administraron concentraciones clinicamente relevantes de ABC (2.5-7.5 pg/mL
equivalente a 10-30 uM) (Wang et al., 2009, Moyle et al., 2009) o suero fisiolégico
(control, 100 pL) de forma intraescrotal (i.e) durante 4h. Esta ruta de administracién se
selecciond al permitir bafiar de forma directa los vasos del cremdaster (Hughes et al,
2010). En algunos casos, ABC se administré de forma oral a dosis descritas (100-200
mg/kg, 4h) que reproducen en ratdén las concentraciones plasmaticas obtenidas en
humano tras la administraciéon de la dosis clinica (600 mg) mediante una féormula que
permite la conversion de las dosis de humanos en ratones (Reagen and Shaw et al.,
2009). Con el fin de determinar la implicacion de los receptores de ATP en los efectos de
ABC, los animales fueron pretratados con los siguientes antagonistas de los receptores
de ATP a dosis descritas para bloquear los parametros leucocitarios (Brandely et al.,
Coddou et al., 2011, Diaz-Hernandez et al., 2009, Neelands et al., 2003): no especifico
de los receptores P2 (suramin 400 mg/kg, 60 min), especifico para los receptores P2Xy
(A804598 1 pg/kg, 30 min o Brilliant Blue G - BBG - 45 mg/kg, 30 min) y P2X,/3(A317491
0,1 pg/kg, 30 min), previo a la administracion de ABC (5 ug/mL equivalente a 20 uM) por

viai.e.

Alas 3.5 horas de tratamiento, los animales se anestesiaron y se realizé la técnica
de microscopia intravital descrita anteriormente. Una vez concluida la cirugia y tras un
periodo de estabilizaciéon de 30 minutos, se determinaron los parametros leucocitarios

y hemodindmicos descritos previamente a las 4 horas (Figura 37).
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PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO

SR co0%s

Compuestos bloqueantesdela *  Vehiculo (suero fisioldgico)
sefializacion purinérgica. +  ABC|i.e, 10-30 uM)
*  ABC|(oral, 100/200 mg/kg)

*  Suramin(Antag. P2X-Y)
+  A804598(Antag. P2X-)
*+  BBG(Antag. P2X,)

*  A317491(Antag.P2X,;)

Figura 37. Protocolo experimental de microscopia intravital para la evaluacion de los
efectos de ABC en cremaster de raton. Los ratones se trataron con vehiculo (suero
fisioldgico) o ABC (i.e, 10-30 uM y oral, 100/200 mg/kg) durante 4h. En algunos casos los
ratones se pretrataron con distintos compuestos bloqueantes de la sefializacién
purinérgica; no especifico de los receptors P2 (suramin, i.p, 400 mg/kg, 60 min),
especifico para el receptor P2X7 (A804598, 1 pg/kg, 30 min o Brilliant Blue G - BBG - 45
mg/kg, 30 min) y para el receptor P2X,/3(A317491, 0,1 pg/kg, 30 min). Transcurridas 3.5
h se realizd la cirugia de los animales y tras un periodo de estabilizacién de 30 minutos
se determinaron los pardmetros leucocitarios y hemodinamicos (4 h).

Para la evaluacion del efecto sobre el proceso trombético se seleccionaron las
arteriolas (diametro 20 - 35 um) a las que se les afiadié la solucion de FeCls sobre el
cremaster. Se utilizaron distintas concentraciones de FeCl; (80 uL, 25-75 mM), y se
seleccioné la concentracion de 25 mM al no modificar los parametros hemodindmicos
en ratones que no habian sufrido un tratamiento previo. Una vez anadido el FeCls se
grabaron imdgenes hasta que tuvo lugar la oclusién del vaso o hasta un maximo de 8

minutos si no se produce la oclusién, midiendo durante este tiempo el shear rate.

1.5. Medida de las concentraciones plasmaticas de ABC.

Para la determinacidn de los niveles de ABC en el plasma de ratdn, se extrajeron
muestras de sangre de aorta al final de cada experimento y se centrifugaron (12.000xg,
30 min, 4°) para la obtencién del plasma, el cual se analiz6 mediante UHPLC 6495
acoplado a espectometria de masas de triple quadrupolo (QqQ/MS) (Chen et al., 2009,
Zhang et al., 2014).
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MATERIAL

En las tablas se muestran las casas comerciales de las cuales se obtuvieron los animales,
farmacos y compuestos, anticuerpos frente a humano y reactivos utilizados,

respectivamente.

Tabla 5: Animales utilizados.

Animales CASA COMERCIAL
Ratones C57BL/6 Charles River
Ratones P2X7 KO homocigotos (B6.129P2-
P2rx7tm1Gab/J) Jackson laboratory

Tabla 6: Farmacos y compuestos utilizados.

FARMACOS Y COMPUESTOS CASA COMERCIAL
A317491 Sigma
A804598 Sigma
Abacavir Sequoia Research
Adenosina Sigma
Adenosin monofosfato Sigma
Adenosin difosfato Sigma
Adenosin trifosfato Sigma
Apirasa Sigma
AR-C118925XX Sigma
BBG Sigma
BzATP Sigma
Carbovir trifosfato Moravek Inc.
Carbenexolona Tocris
CGS-21680 Tocris
EGTA Sigma
Gap19 Tocris
MRS2159 Sigma
NF023 Sigma
NF340 Tocris
OxATP Sigma
Panx?0 Tocris
Probenecid Tocris
Suramin Sigma
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REACTIVOS CASA COMERCIAL
1,N®Etheno-adenosin Biolog
1,N®Etheno-adenosin-5'-monofosfato Biolog
1,N®Etheno-adenosin-5'-difosfato Biolog
1,N®Etheno-adenosin-5'-trifosfato Biolog
[3H]A804598 Moravek Inc.
ADP Sigma
Agua para cultivos Sigma
Albdmina Sérica Humana (HSA, Albuminate 25 %) Sigma
Amicon Ultra-2 Centrifual Filter Devices Merk Milipore
APCP Sigma
Cloruro Ferrico Sigma
Colagenasa Gibco
Cubre de plastico de 25 mm de didmetro Nunc
Dextrano Sigma
Dulbecco’s PBS con Ca%*y Mg?* (DPBS*) Lonza
Dulbecco’s PBS sin Ca?* y Mg?* (DPBS’) Lonza
EBM-2Medio de Cultivo Lonza
Etanol J. T. Baker
Fibronectina Sigma
Ficoll-Paque TM Plus GE Healthcare
Gases AirLiquide
HBSS Lonza
Heparina Sédica 5 % Mayne Pharma
Hidroxido Aménico Sigma
KClI Panreac
Metanol J.T. Baker
MgSQO4 Panreac
NaCl Panreac
NaHCOs Panreac
PBS Gibco
RPMI 1640 suplementado con 20 mM HEPES Sigma

Solucién de Lisis

BD Biosciences

Suero Fetal Bovino

Lonza

Suero Fisioldgico (NaCl 0.9 %) Braun
Tripsina Gibco
Trizma Sigma

Tubos con Citrato Sodico

BD Vacutainer
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Tabla 8: Anticuerpos frente a humano utilizados.

ANTICUERPOS FRENTE A HUMANO CASA COMERCIAL
Anticuerpo frente a I1gG1 «k Isotipo Control FITC BD Biosciences
Anticuerpo frente a CD11b PE BD Biosciences
Anticuerpo frente a CD18 FITC BD Biosciences

COMITES ETICOS

Tanto el Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de Valencia como el de
Bioseguridad de la Universitat de Valéncia aprobaron el proyecto dentro del cual se
enmarca este estudio con muestras de corddén umbilical humano y sangre humana.
Todos los pacientes firmaron el correspondiente consentimiento informado y no se
observaron diferencias significativas en cuanto al sexo, raza o etnia entre los diferentes

grupos.

El Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Valencia, asi como
de la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico y Desarrollo Rural
de la Generalitat Valenciana aprobd los estudios con animales de experimentacién
realizados en este estudio. Ademas, estos estudios estan en concordancia con las
directrices institucionales para el cuidado y uso de animales de experimentaciéon de

laboratorio.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresaron como la media aritmética + el error estandar
de la media (E.E.M..). Se realizaron un nimero de experimentos > 4. Los resultados
obtenidos se analizaron con un analisis de varianza One-Way ANOVA, con la posterior
correccion de Newman-Keuls, considerandose que la diferencia entre grupos es
significativa cuando p<0.05. En algunos casos, los resultados se expresaron como
porcentaje del control (%) considerando el vehiculo como el 100%. En algunos casos que

se indican el analisis estadistico se realizo utilizando un analisis t test no pareado.
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RESULTADOS

BLOQUE I. ESTUDIOS IN VITRO

1. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE LOS RECEPTORES
PURINERGICOS EN LOS EFECTOS PROINFLAMA-
TORIOS PRODUCIDOS POR ABC.

1.1. Efecto sobre la interaccion leucocito-endotelio producida por
ABC.

Empleando la técnica de adhesion dinamica en camara paralela de flujo
ampliamos el estudio de la implicacion de los receptores purinérgicos en el efecto de
ABC analizando la potencial participacion de los receptores P2Y y confirmando la del
receptor P2X5. Para ello se pretrataron tanto las células endoteliales como los leucocitos
con diferentes antagonistas de los receptores P2Y implicados en procesos inflamatorios

Yy un nuevo antagonista especifico del receptor P2Xy.

Como ya habiamos comentado, ABC 20 uM indujo una disminucion significativa
de la velocidad de rodamiento, asi como un aumento significativo del rodamiento y
adhesiéon leucocitaria al endotelio (Figura 38). La interaccién leucocito-endotelio
inducida por ABC fue completamente abolida cuando pretratamos ambos tipos celulares
con un antagonista del receptor P2X7 (A804598) tanto en PMN (Figuras 38 A, Cy E) y en
PBMC (Figuras 38 B, D y F). Sin embargo, no se observd ninguna modificaciéon con el
pretratamiento de las células con antagonistas de los receptores purinérgicos P2Y;
antagonista del receptor P2Yi1 (NF340) y el antagonista del receptor P2Y; (AR-
C118925XX).

Estos resultados confirman que el efecto de ABC sobre la interaccién leucocito

endotelio esta mediado por el receptor P2X7y descartan la participacién de los P2Y.
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Figura 38. Andlisis de la implicacion de los receptores purinérgicos en los efectos
producidos por ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio. HUVEC y leucocitos (PMN
o PBMC) fueron tratados de forma independiente con: A804598 (antagonista especifico
del receptor P2X7), NF340 (antagonista especifico del receptor P2Y11) y AR-C118925XX
(AR-C, antagonista especifico del receptor P2Y;) 30 min previo al tratamiento con
abacavir (ABC, 20 uM) o vehiculo (veh) durante 4h. Tras realizar el montaje de la cdmara
de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento (A y B), rodamiento (Cy D) y adhesién
(Ey F) de PMN y PBMC al endotelio, respectivamente. Los resultados son expresados
como media + E.E.M. (n24) **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. **p<0.01
respecto al grupo tratado con ABC. Analisis de varianza ANOVA seguido del post-test
Newman-Keuls.
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1.2. Efecto sobre el aumento de la expresion Mac-1 (CD11b/CD18)
en leucocitos humanos producida por ABC.

Mac-1 es una molécula de adhesion tipo integrina B2, caracterizada por poseer una
subunidad especifica a (CD11b) y una subunidad comun a las integrinas B, (CD18),

siendo su ligando principal en el endotelio ICAM-1 (CD54).

Como hemos comentado, la interaccion leucocito-endotelio producida por ABC
estd mediada por la interaccion entre Mac-1 (CD11b/CD18) leucocitaria e ICAM-1
endotelial (de Pablo et al., 2010). Ademas, ABC produce un aumento en la expresion de
las dos subunidades de Mac-1 (CD11b y CD18) en leucocitos (neutrofilos y monocitos)
de sangre humana (de Pablo et al., 2010) (Figura 39). Para determinar si el aumento de
la expresion de Mac-1 esta mediado por los receptores P2X7, analizamos en sangre
entera procedente de donantes sanos mediante citometria de flujo el efecto de distintos

antagonistas de los receptores purinérgicos previo al tratamiento con ABC.

El antagonista no especifico de los receptores P2X suramin (Sur) y el antagonista
especifico de los receptores P2X7, A804598 (A80) bloquearon el aumento de la expresion
de CD11b y CD18 inducido por ABC, mientras que el antagonista de los receptores P2X,.
3, A317491 no afectd al efecto a la expresion de CD11b/CD18 en neutrofilos (Figuras 39

Ay B) ni en monocitos (Figuras 39 Cy D).

Estos resultados sugieran la implicacién del sistema purinérgico, en concreto de

los receptores P2X7, en la activacion de la expresion de Mac-1 causada por ABC.
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FIGURA 39. Implicacion de los receptores purinérgicos en la expresion de Mac-1
leucocitaria inducida por ABC. La sangre entera se traté con abacavir (ABC, 20 uM, 4h) y
se cuantificd la expresién de las subunidades de Mac-1, CD11b (Ay B) y CD18 (Cy D) en
neutrofilos y monocitos, respectivamente. En algunos casos, la sangre fue pretratada con
suramin (Sur, antagonista inespecifico de receptores P2X/Y, 1h), A804598 (AS80,
antagonista especifico del receptor P2X7,30 min) o A317491 (A31, antagonista especifico
de los receptores P2X;.3, 30 min) antes del tratamiento con ABC. Los valores de
fluorescencia (FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de fluorescencia
respecto del grupo control (tratados con vehiculo, 100%). Los resultados fueron
expresados como media + E.E.M. (n>6). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo. **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC. Analisis de varianza ANOVA seguido
del post-test Newman-Keuls.
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2. ANALISIS DE LA LOCALIZACION CELULAR DE LOS
RECEPTORES P2X; IMPLICADOS EN LOS EFECTOS
PROINFLAMATORIOS DE ABC.

El efecto producido por ABC sobre la interaccién leucocito-endotelio esta mediado
por los receptores P2X7 y no por otros subtipos de receptores P2X/P2Y. Por tanto, y
siguiendo el mismo protocolo experimental empleando la técnica de adhesidon dinamica
en camara paralela de flujo, estudiamos la importancia de la localizacién celular de los

receptores P2X7 en leucocitos o HUVEC.

Por ello, antes del tratamiento con ABC en ambos tipos celulares pretratamos de
forma individual o de forma conjunta los leucocitos (PMN o PBMC) o las células
endoteliales con antagonistas de los distintos receptores P2X y con diversos compuestos

que participan en la ruta del ATP.

El pretratamiento de los leucocitos (PMN o PBMC) con A804598 y con suramin
reduce significativamente el efecto de ABC sobre la interaccién leucocito-endotelio de
forma muy similar a cuando se pretratan ambos tipos celulares (Figuras 40 y 41). El
pretratamiento individual de las células HUVEC con A804598 y suramin produce una
disminucion del efecto producido por ABC, observado un grado de inhibicidn del efecto
menor que con el pretratamiento individual de los leucocitos, tanto de PMN (Figura 40)
como de PBMC (Figura 41). Respecto al resto de antagonistas utilizados, el antagonista
del receptor P2X7 (BGG) da mayor relevancia al P2X; en leucocitos confirmando este
resultado, mientras que los antagonistas de los receptores P2Xi.4 (NF023) y antagonista
del receptor P2X1 (MRS2159) no tuvieron ningun efecto sobre los parametros evaluados
(Tabla 9y 10). El compuesto que hidroliza ATP (apirasa), el quelante de Ca?* (EGTA) y el
agonista de los receptores de Adenosina (CGS-21680) revirtieron significativamente los

efectos de ABC con el pretratamiento individual de PMN y PBMC (Tabla 10).

Estos resultados dan una relevancia mayor a los receptores P2X7 presentes en los
leucocitos en la interaccion leucocito-endotelio inducida por ABC, sin excluir a los

receptores presentes en las células HUVEC.
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Figura 40. Relevancia de la localizacién celular de los receptores P2X; en el efecto
producido por ABC sobre la interaccion PMN-endotelio. HUVEC o PMN, fueron tratados
conjuntamente o de forma individual con suramin (antagonista inespecifico de los
receptores P2X/Y, 1h) o A804598 (antagonista especifico del receptor P2X;, 30 min)
previo al tratamiento con abacavir (ABC, 20 uM) o vehiculo (veh) durante 4h. Tras
realizar el montaje de la camara de flujo, se cuantificd la velocidad de rodamiento (A),
rodamiento (B) y adhesion (C) de PMN al endotelio. Los resultados son expresados como
media + E.E.M. (n>4) **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. *p<0.05 o
**p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC. #p<0.05 o #p<0.01 respecto al grupo
pretratado con el correspondiente antagonista en ambos tipos celulares. *p<0.05 o
%5p<0.01 respecto al grupo pretratado con el correspondiente antagonista en PMN.
Analisis de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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Figura 41. Relevancia de la localizacion celular de los receptores P2X; en el efecto
producido por ABC sobre la interaccion PBMC-endotelio. HUVEC o PBMC, fueron
tratados conjuntamente o de forma individual con suramin (antagonista inespecifico de
los receptores P2X/Y, 1h) o A804598 (antagonista especifico del receptor P2X7, 30 min)
previo al tratamiento con abacavir (ABC, 20 uM) o vehiculo (veh) durante 4h. Tras
realizar el montaje de la camara de flujo, se cuantificd la velocidad de rodamiento (A),
rodamiento (B) y adhesion (C) de PMN al endotelio. Los resultados son expresados como
media + E.E.M. (n24) **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. **p<0.01
respecto al grupo tratado con ABC. #p<0.05 o #p<0.01 respecto al grupo pretratado con
el correspondiente antagonista en ambos tipos celulares. *p<0.05 o **p<0.01 respecto al
grupo pretratado con el correspondiente antagonista en PBMC. Andlisis de varianza
ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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Tabla 9. Implicacién de los receptores purinérgicos de las células endoteliales en los

efectos de ABC.

PMN
TRATAMIENTO VELOCIDAD DE RODAMIENTO DE ADHESION DE
RODAMIENTO DE PMN PMN
PMN (um/s) (células/min) (células/mm?)
VEHICULO 733.5+18.5 93.1+5.0 42+1.1
ABC 439.4+13.4™ 199.1+13.9"" 17.842.1™"
ABC+BGG 483.7+39.9™ 166+13.6 13.49+43.5
ABC+NF023 464.2+25.2™" 178.8+25.12" 15.9+1.6"
ABC+MR2159 461.2+32.7* 196.3+27.13" 16.7+3.5"
ABC+EGTA 516.4+37.4"" 159.0+22.4 9.9+2.9
ABC+APIRASA 541.6+40.1"" 135.2+16.4 12.9+1.2
ABC+CGS-21680 645.2+42.3* 90.2+22.3* 3.4+0.6*"
PBMC
TRATAMIENTO VELOCIDAD DE RODAMIENTO DE ADHESION DE
RODAMIENTO DE PBMC PBMC
PBMC (um/s) (células/min) (células/mm?)
VEHICULO 844.9+17.6 49.6%2 4.1+0.7
ABC 489.1+20.4™ 88.5+4.2"" 12.942"
ABC+BGG 635.5+39.7" 68.3+5.5 6.8+0.7
ABC+NF023 555.7+35.1*" 73.1+3.6" 9.1+1.6
ABC+MR2159 575.0£43.4"" 72.7+3.9" 6.1+1.9
ABC+EGTA 701.3+49.5* 67.514.8 6.7+1.3
ABC+APIRASA 690.8+33.7** 57.6+8.0** 6.3+1.8
ABC+CGS-21680 734.1+£39.2* 55.945.2* 5.1+0.9*

Los leucocitos (PMN o PBMC) y las HUVEC se trataron con ABC 20 uM o vehiculo durante
4h. En algunos casos, las células HUVEC se pretrataron individualmente con distintos
antagonistas de los receptores purinérgicos o distintos compuestos que participan en la
ruta del ATP antes del al tratamiento de ambos tipos celulares con ABC. Tras realizar el
montaje de la cdmara de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento, el rodamiento
y la adhesion de PMN o PBMC al endotelio. Los resultados son expresados como media
+ E.E.M. (n24) *p<0.01 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. *p<0.05 o
**p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC. Analisis de varianza ANOVA seguido del

post-test Newman-Keuls
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Tabla 10. Implicacién de los receptores purinérgicos de los leucocitos en los efectos
de ABC.

PMN
TRATAMIENTO VELOCIDAD DE RODAMIENTO DE ADHESION DE
RODAMIENTO DE PMN PMN
PMN (um/s) (células/min) (células/mm?)
VEHICULO 771.3£29.4 77.015.3 3.62£0.6
ABC 441.0+13.5™ 173.6+10.7" 15.2+2.1"
ABC+BGG 600.4+47.9* 119.0+£10.1* 4,1+0.5*
ABC+NF023 497.8+43.6™ 154.0+28.8"" 11.1+1.6"
ABC+MR2159 516.3+39.3™ 171.8+28.8" 11.1+1.9"
ABC+EGTA 612.4+19.1* 109.9+13.4* 6.2+1.9**
ABC+APIRASA 665.2+38.8** 67.9+£10.8** 4,7+0.7*
ABC+CGS-21680 708.0+63.6** 93.2+15.5% 2.840.5**
PBMC
TRATAMIENTO VELOCIDAD DE RODAMIENTO DE ADHESION DE
RODAMIENTO DE PBMC PBMC
PBMC (um/s) (células/min) (células/mm?)
VEHiCcULO 838.6%£26.9 38.41£2.6 4.8+0.9
ABC 479.4+16.5™ 72.5¢2.6™ 12.5+1.5™
ABC+BGG 690.5+71.14* 49.8+7.5* 6.1+1.9**
ABC+NF023 491.4431.7" 60.6+2.2" 9.311.3
ABC+MR2159 502.8451.1%" 63.845.1° 9.3x1.5
ABC+EGTA 703.1+75.5% 48.6+6.5% 8.211.1
ABC+APIRASA 700.0+24.3* 47.3+5.1* 5.7+1.1*
ABC+CGS-21680 713.5+82.8* 44.8+5.2* 6.3+1.2*

Los leucocitos y las HUVEC se trataron con ABC 20 uM o vehiculo durante 4h. En algunos
casos los leucocitos (PMN o PBMC) se pretrataron individualmente con distintos
antagonistas de los receptores purinérgicos o distintos compuestos que participan en la
ruta del ATP previo al tratamiento de ambos tipos celulares con ABC. Tras realizar el
montaje de la cdmara de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento, el rodamiento
y la adhesion de PMN O PBMC al endotelio. Los resultados son expresados como media
+ E.E.M. (n24) *p<0.01 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. *p<0.05 o
**p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC. Analisis de varianza ANOVA seguido del
post-test Newman-Keuls.
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3. ESTUDIO DE LOS POSIBLES LIGANDOS DEL RECEPTOR
P2X; RESPONSABLES DEL EFECTO PRODUCIDO POR
ABC.

3.1. Estudios de union al receptor P2X;.

Como hemos visto, los efectos proinflamatorios producidos por ABC son mediados
a través del receptor P2X; fundamentalmente presente en leucocitos. Estos efectos
pueden deberse a la activacion directa del receptor por parte de ABC, a la activacién del
receptor por parte del metabolito activo del ABC, el CBV-TP, ya que posee analogia
estructural con el ligando enddgeno del receptor (ATP) o incluso podria deberse a la
accion del propio ATP cuyos niveles podrian estar siendo alterados por el tratamiento

con ABC.

Mediante estudios de union por competicion de ligandos se analizo la capacidad
unién de ABC, de CBV-TP, de ATP y de BzATP (agonista especifico del receptor P2X5) al
receptor P2Xy. Para ello, se empled un antagonista especifico del receptor P2X; marcado
radiactivamente ([3H]A804598) y se analizd la capacidad de los distintos ligandos de
desplazarlo de su union al receptor. BzZATP produjo un desplazamiento completo de la
union de [3H]A804598 al receptor P2X; y ATP y CBV-TP causaron un desplazamiento
parcial del radioligando. Por el contrario, ABC no tuvo ningun efecto, no compitiendo

con el [3H]A804598 por su sitio de unidn (Figura 42 y Tabla 11).

Estos resultados sugieren que ABC no se estaria uniendo al sitio de unidn del
radioligando, mientras que CBV-TP y ATP si, pudiendo ser estos ultimos los ligandos

responsables del efecto de ABC sobre el receptor P2X.
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Figura 42. Estudios de union al receptor P2X;. La grafica muestra la actividad de los
posibles ligandos del receptor para competir con el antagonista especifico [3H]A-804598
a concentracion saturante (2.5 nM). Se realizan curvas concentracién efecto para BzATP,
ATP, CBV-TP y ABC. Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n>5) de unién
especifica del radioligando [3H]A804598 en presencia de los distintos compuestos
analizados.

Tabla 11. Potencia de union al receptor P2X; de los distintos compuestos analizados.

Compuesto Unidn rP2X; pIC50
BZATP 4.97+0.14
ATP 4.6910.23
CBV-TP 4.5910.27
ABC >3

En la tabla se muestran los valores de plC50 (-log de la concentracién necesaria para
inhibir el 50% de la unién del radioligando) para BzATP, ATP, CBV-TP y ABC obtenidos en
los estudios de unién al receptor P2X7 (Figura 6). Los resultados son expresados como
media * E.E.M. (n>5).
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3.2. Caracterizacion de los efectos de ATP y CBV-TP.

ATP y CBV-TP son capaces de desplazar el antagonista especifico del receptor P2X5
marcado radiactivamente ([3H]A804598) pudiendo ser responsables del efecto
producido por ABC. Para evaluar esta posibilidad evaluamos las acciones de ATP y CBV-
TP con el fin de observar si reproducen los efectos de ABC sobre la interaccidn leucocito-

endotelio y sobre la expresién de Mac-1.

3.2.1. Efecto de ATP y CBV-TP sobre la interaccion leucocito-
endotelio.

Analizamos el efecto de ATP y CBV-TP sobre la interaccion leucocito-endotelio
empleando la técnica de adhesidn dinamica en cdmara de flujo. Para ello se incubaron
las células endoteliales y los leucocitos (PMN o PBMC) de forma independiente con
distintas concentraciones de los compuestos a analizar (Ver material y métodos. 2.2

protocolo experimental de tratamiento).

Tanto ATP como CBV-TP produjeron una reduccion significativa y dosis
dependiente de la velocidad de rodamiento de PMN sobre el endotelio venular (Figura
43 Ay B) asi como un incremento significativo y dosis dependiente de los pardmetros
de rodamiento de PMN (Figuras 43 C y D) como de adhesién de PMN (Figuras 43 Ey F)

sobre células endoteliales.

El analisis del efecto de estos mismos ligandos sobre la interaccién PBMC-
endotelio reprodujo los resultados obtenidos en PMN (Figura 44), sin embargo, las dosis
requeridas para producir estos efectos fueron superiores a las que produjeron la

interaccion PMN-endotelio (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de ATP y CBV-TP sobre la interaccion PMN-endotelio. HUVEC y PMN
fueron tratados con ATP (0.01-10 uM) y CBV-TP (1-50 uM) o vehiculo (veh) durante 4h.
Tras realizar el montaje de la cdmara de flujo, se cuantifico la velocidad de rodamiento
(A'y B), rodamiento (C y D) y adhesién (E y F) de PMN al endotelio. Los resultados son
expresados como media + E.E.M. (n24). *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado
con el vehiculo. Analisis de varianza ANOVA seguidos del post-test Newman-Keuls.
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Figura 44. Efecto de ATP y CBV-TP sobre la interaccion PBMC-endotelio. HUVECy PBMC
fueron tratados con ATP (0.1-10 uM) y CBV-TP (10-50 uM) o vehiculo (veh) durante 4h.
Tras realizar el montaje de la cdmara de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento
(A'y B), rodamiento (Cy D) y adhesién (E y F) de PBMC al endotelio. Los resultados son
expresados como media + E.E.M. (n24). *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado
con el vehiculo. Analisis de varianza ANOVA seguidos del post-test Newman-Keuls.

130



RESULTADOS

3.2.2. Efecto de ATP y CBV-TP sobre la expresion de Mac-1
(CD11b/CD18).

Se analizé el efecto de ATP y CBV-TP sobre la expresion de las dos subunidades de
la molécula de adhesion leucocitaria Mac-1 (CD11b/CD18), responsable de la
interaccion leucocito-endotelio producida por ABC (de Pablo et al., 2010). La sangre de
donantes sanos se incubd con distintas concentraciones de ATP o de CBV-TP durante 4h

para su posterior analisis por citometria de flujo.

ATP y CBV-TP indujeron un incremento significativo y dosis dependiente de la
subunidad CD11b (Figura 45 A y B) y de la subunidad CD18 (Figura 45 C y D) tanto en

neutrofilos como en monocitos.
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Figura 45. Efecto de ATP y CBV-TP sobre la expresiéon de Mac-1 en leucocitos de sangre
humana. La sangre entera se traté con ATP (0.1-10 uM) o CBV-TP (0.1-10 uM) durante
4h y se cuantificd la expresidon de las subunidades de Mac-1 CD11b (Ay B) y CD18 (Cy
D) en neutrdéfilos y monocitos, respectivamente. Los valores de fluorescencia (FITC o PE)
representan el % de la mediana de la intensidad de fluorescencia respecto del grupo
control (tratados con vehiculo, 100%). Los resultados fueron expresados como media *
E.E.M. (n>4). *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. Analisis de
varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.

131



RESULTADOS

3.3. Implicacion de los receptores purinérgicos en los efectos
producidos por ATP y CBV-TP.

El efecto de ABC sobre la interaccidn leucocito-endotelio y la expresion de la
molécula de adhesion leucocitaria Mac-1 esta mediado a través del receptor P2X;. ATP
y CBV-TP son capaces de interaccionar con el receptor y ademas reproducir los efectos
de ABC en los parametros evaluados, es por ello que si son los responsables del efecto

de ABC, estos efectos deberian estar mediados por el mismo receptor.

3.3.1.Interaccion leucocito-endotelio.

Empleando la técnica de adhesion dindmica en cdmara paralela de flujo evaluamos
la implicacion funcional de los receptores purinérgicos P2X en la interaccion leucocito-

endotelio producida por ATP o por CBV-TP.

Para ello se pretrataron tanto las células endoteliales como los leucocitos (PMN
o PBMC) con un suramin (antagonista inespecifico de los receptores P2X/Y), A804598
(antagonista especifico de los receptores P2X;) y apirasa (hidroliza el ATP) antes del

tratamiento con ATP o con CBV-TP.
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3.3.1.1 ATP.

Los efectos de ATP sobre la interaccion PMN-endotelio (Figura 46 A, CY E) y sobre
la interaccién PBMC-endotelio (Figura 46 B, D y F) fueron revertidos de forma
significativa con el pretratamiento con el antagonista no selectivo de los receptores de
ATP (suramin) y con el compuesto que hidroliza al ATP (apirasa). El antagonista
especifico del receptor P2X7 (A804598) sdlo revirtid significativamente el parametro de
adhesion de PMN a las células endoteliales (Figura 46 E) y el de velocidad de rodamiento

de PBMC (Figura 46 D) a las células endoteliales.

Estos resultados sugieren que el ATP a las concentraciones evaluadas no actua de
forma especifica sobre el receptor y por tanto no actfiua de forma similar a como lo hace
el ABC. De todas formas, no se puede descartar un papel del ATP en los efectos del ABC,
ya que determinados parametros como la adhesion de PMN y la velocidad de
rodamiento de PBMC si que se ven revertidos por el antagonista especifico del receptor

P2X5.
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Figura 46. Andlisis de la implicacion de los receptores purinérgicos en los efectos
producidos por ATP sobre la interaccién leucocito-endotelio. HUVEC y leucocitos (PMN
o PBMC) fueron tratados de forma independiente con suramin (Sur, antagonista
inespecifico de los receptores P2X/Y, 1h), A804598 (A80, antagonista especifico del
receptor P2X7, 30 min) o apirasa (hidroliza ATP, 30 min) antes del tratamiento con ATP
(1 0 10 uM, 4h) o vehiculo (veh) durante 4h. Tras realizar el montaje de la camara de
flujo, se cuantifico la velocidad de rodamiento (A 'y B), rodamiento (Cy D) y adhesion (E
y F) de PMN y PBMC al endotelio respectivamente. Los resultados son expresados como
media + E.E.M. (n>4) **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. *p<0.05 o
**p<0.01 respecto al grupo tratado con ATP. Andlisis de varianza ANOVA seguido del
post-test Newman-Keuls. 'p<0.05 respecto al grupo tratado con ATP utilizando como
analisis estadistico t test no pareado.

134



RESULTADOS

3.3.1.2. CBV-TP.

Los efectos de CBV-TP sobre la interaccion PMN-endotelio (Figura 47 A,CyE) y
sobre la interaccion PBMC-endotelio (Figuras 47 B, D y F) fueron revertidos de forma
significativa con el pretratamiento con apirasa, con el antagonista no selectivo de los

receptores de ATP (suramin) y con el antagonista del receptor P2X7 (A804598).

A diferencia de lo ocurrido para ATP, los efectos de efecto de CBV-TP sobre la
interaccion leucocito-endotelio si que estan mediados por los receptores P2X7 y si que

reproducen las acciones de ABC.
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Figura 47. Analisis de la implicacion de los receptores purinérgicos en los efectos
producidos por CBV-TP sobre la interaccion leucocito-endotelio. HUVEC y leucocitos
(PMN o PBMC) fueron tratados de forma independiente con suramin (Sur, antagonista
inespecifico de los receptores P2X/Y, 1h), A804598 (A80, antagonista especifico del
receptor P2X7 30 min) o apirasa (hidroliza ATP, 30 min) antes deltratamiento con CBV-
TP (20 0 50 uM, 4h) o vehiculo (veh) durante 4h. Tras realizar el montaje de la cdmara
de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento (A y B), rodamiento (Cy D) y adhesién
(Ey F) de PMN y PBMC al endotelio, respectivamente. Los resultados son expresados
como media + E.E.M. (n24) *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con el
vehiculo. *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con CBV-TP. Analisis de varianza
ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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3.3.2. Expresion de Mac-1.

Mediante citometria de flujo evaluamos la implicacion funcional de los receptores
P2X sobre el incremento de la expresion de Mac-1 (CD11b y CD18) en leucocitos de
sangre humana tratados con ATP o CBV-TP incubando previamente con distintos
antagonistas de los receptores P2X con el fin de observar si estos efectos estan

mediados por los mismos receptores que en el caso de ABC.

3.3.2.1. ATP.

Los efectos sobre la expresion de la subunidad de CD11b en neutréfilos tras
tratamiento con ATP no fueron revertidos por ninguno de los antagonistas evaluados
(Figura 48 A), mientras que el antagonista inespecifico de los receptores P2X/Y si que
disminuyo de forma significativa los efectos de ATP en monocitos (Figura 48 B). En lo
gue respecta a la subunidad comun de las integrinas B2, CD18 se vio revertida de forma
significativa tras tratamiento con suramin en neutrdfilos (Figura 48 C) y monocitos

(Figura 48 D).

Estos resultados sugieren que los receptores purinérgicos no estan implicados en
el incremento de CD11b tras tratamiento con ATP. Ademas, la reversion por parte de
suramin de la subunidad CD18 sugiere la implicacion de otras integrinas B2 en el efecto

de ATP.
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Figura 48. Implicacion de los receptores purinérgicos en la expresion de Mac-1
inducida por ATP. La sangre entera se traté con ATP (1 uM, 4h) y se cuantifico la
expresion de las subunidades de Mac-1, CD11b (A y B) y CD18 (C y D) en neutrdfilos y
monocitos respectivamente. En algunos casos, la sangre se pretraté con suramin (Sur,
1h) 0 A804598 (A80, 30 min) antes del tratamiento con ATP. Los valores de fluorescencia
(FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de fluorescencia respecto
del grupo control (tratado con vehiculo, 100%). Los resultados fueron expresados como
media + E.E.M. (n26). *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo.
*p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con ATP. Andlisis de varianza ANOVA
seguido del post-test Newman-Keuls.

3.3.2.2. CBV-TP.

El antagonista inespecifico de los receptores P2/Y (suramin) y el antagonista
especifico del receptor P2X; (A804598) revirtieron de forma significativa el efecto
producido por CBV-TP sobre la expresion de la subunidad CD11b de Mac-1 en neutréfilos
(Figura 49 A) y en monocitos (Figura 49 B). El efecto de CBV-TP sobre la subunidad CD18

no fue revertido por ninguno de los antagonistas utilizados (Figuras 49 Cy 49 D).
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Figura 49. Implicacion de los receptores P2X/Y en la expresion de Mac-1 inducida por
CBV-TP. La sangre entera se traté con CBV-TP (10 uM, 4h) y se cuantificé la expresion
de las subunidades de Mac-1, CD11b (Ay B) y CD18 (Cy D) en neutrofilos y monocitos
respectivamente. En algunos casos, la sangre se pretraté con suramin (Sur, 1h) o
A804598 (A80, 30 min) antes del tratamiento con CBV-TP. Los valores de fluorescencia
(FITC o PE) representan el % de la mediana de la intensidad de fluorescencia respecto
del grupo control (tratado con vehiculo, 100%). Los resultados fueron expresados como
media + E.E.M. (n26). *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo.
*p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con CBV-TP. Andlisis de varianza ANOVA
seguido del post-test Newman-Keuls.

Tras evaluar los efectos de ATP y CBV-TP vemos como ATP no es capaz de
reproducir completamente los efectos de ABC ni sobre la interaccién leucocito-
endotelio ni expresion de Mac-1, ya que su efecto no es especifico del receptor P2Xy, sin
embargo, CBV-TP es capaz de reproducir los efectos de ABC la interaccién leucocito-
endotelio y sobre la expresion de Mac-1, siendo estas acciones dependientes del

receptor P2Xs.
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4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ABC, CBV-TP y
ATP.

ABC no se une al receptor P2X7 mientras que CBV-TP y ATP si. Ambos reproducen
los efectos de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio y sobre la expresiéon de Mac-
1. CBV-TP actua a través de los receptores P2X; mientras que ATP no actua de forma
especifica a través de este receptor. Con el fin de determinar si los efectos de ABC
pudieran estar mediados por CBV-TP o por ATP cuantificamos sus niveles en nuestro

sistema.

4.1. Metabolismo celular de ABC. Cuantificacion de CBV y CBV-TP.

Si el efecto de ABC se debiera a la interaccion de CBV-TP con el receptor P2X7, ABC
deberia estar metabolizdndose de forma intracelular a Carbovir (CBV) y CBV-TP para
posteriormente ser liberado al medio extracelular e interactuar con el receptor. Por
tanto, se analizé6 mediante HPLC la concentracién extracelular e intracelular de ABC y
CBV-TP en HUVEC, PMN y PBMC tras tratamiento con ABC. El CBV-TP se mide como
carbovir (CBV) total (CBV+CBV-TP) debido a la dificultad de deteccidon que presenta el

CBV-TP y que requiere de tratamiento con fosfatasas para degradarlo a CBV.

Durante las 4 horas de tratamiento la concentracién de ABC en el medio
extracelular no varié en ninguno de los tipos celulares evaluados, HUVEC (Figura 50 A),
PMN (Figura 50 B) y PBMC (Figura 50 C) manteniéndose en todo momento las
concentraciones en torno a 20 uM. Sin embargo, a nivel extracelular no se detecté CBV

o CBV-TP en ninguno de los tipos celulares analizados.

Respecto a las concentraciones intracelulares, los resultados obtenidos indican
gue ABC si que entra dentro de la célula, especialmente en PMN y PBMC (Figura 51), sin
embargo, esta cantidad de ABC es muy inferior a la detectada extracelularmente y

explica que no se vean variaciones en los niveles extracelulares de ABC (Figura 50).
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Figura 50. Concentracion de ABC en el medio extracelular en los distintos tipos
celulares. Las células HUVEC (A), PMN (B) o PBMC (C) se trataron con ABC (20 uM)
durante 4h. Se recogieron muestras de sobrenadante a tiempo 0, 1 y 4 hy se determiné
la concentracién de ABC mediante HPLC EN LOS SOBRENADANTES. Los resultados
fueron expresados como media + E.E.M. (n24).

Los niveles de CBV total intracelular detectados en los tres tipos célulares (100-
300 fmol/10° células) (Figura 51) entran dentro del rango clinico detectado en pacientes
(Moyle et al.,2009). Estos resultados indican una lenta absorcion de ABC por parte de la
célula, asi como un metabolismo lento a CBV detectando concentraciones
intracelulares. Estos niveles son incompatibles con las concentraciones necesarias de
CBV-TP para reproducir los efectos de ABC y por tanto descartan al CBV-TP como el
ligando responsable de interaccionar con el receptor P2X7 y de producir los efectos de

ABC.
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Figura 51. Concentracion intracelular de ABC y CBV Total en los distintos tipos
celulares. Las células HUVEC, PMN o PBMC se trataron con ABC (20 uM) durante 4h. A
continuacion, se cuantificd la concentracion intracelular de ABC (A) o CBV total
(CBV+CBV-TP) (B) mediante HPLC. Los resultados fueron expresados como media *
E.E.M. (n>4).

4.2. Cuantificacion de nucleotidos tras tratamiento con ABC.

Como hemos visto en los resultados anteriores ABC no puede estar ejerciendo su
accion a través de CBV-TP. Por tanto, es posible que su accién se deba al ligando
enddgeno del receptor P2X7, el ATP. ABC debido a su analogia estructural con los
sustratos de las enzimas que participan en el metabolismo del ATP extracelular, podria
estar interfiriendo con esta ruta de degradacion del ATP dando lugar al aumento de los
niveles no solo de ATP sino también de otros nucledtidos, como ADP y reduciendo los

niveles de la molécula antiinflamatoria adenosina.

Por tanto, se cuantificaron los niveles de nucledtidos (ATP/ADP/AMP/Adenosina)
intracelulares y extracelulares tras tratamiento con ABC en los distintos tipos celulares

HUVEC, PMN y PBMC mediante HPLC.
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4.2.1.Efecto de ABC sobre los niveles de nucledtidos intracelulares.

Unicamente se observaron cambios significativos en los niveles intracelulares de
ATP (Figura 52 A) en PMN observando una disminucién respecto al control (esto podria
ser indicativo de una liberacién de ATP al medio extracelular) mientras que no se
detectaron cambios significativos en ADP (Figura 52 B), AMP (Figura 52 C) y adenosina
(Figura 52 D).
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Figura 52. Concentracidn intracelular de nucleétidos en células endoteliales y
leucocitos. HUVEC, PMN y PBMC se trataron con ABC (20 uM) o vehiculo (veh) durante
4h. A continuacion, se cuantificaron los niveles intracelulares de ATP (A), ADP (B), AMP
(C) y adenosina (Ado, D) mediante HPLC. Los resultados fueron expresados como media
+ E.E.M. (n24). "p<0.05 respecto al grupo tratado con el vehiculo. Anélisis de varianza
ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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4.3.3.Efecto de ABC sobre los niveles extracelulares de nucleétidos.

ABC no indujo ningun incremento en los niveles de nucledtidos extracelulares a
los tiempos evaluados (3 y 8 min) (Figura 53) 0 4 horas (datos no mostrados). Pero podria
ser que la liberacion del ATP se produjera a un tiempo distinto de los analizados o a la

rapida degradacion que sufre.
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Figura 53. Concentracion de nucleétidos extracelulares tras tratamiento con ABC.
HUVEC, PMN y PBMC se trataron con ABC (20 uM) o vehiculo (veh) durante 4h. A
continuacion, se cuantificaron los niveles extracelulares de ATP (A), ADP (B), AMP (C) y
adenosina (Ado, D) mediante HPLC. Los resultados fueron expresados como media +
E.E.M. (n>4).
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5. METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS TRAS TRATA-
MIENTO CON ABC.

Debido a que no fuimos capaces de detectar un aumento en los niveles de ATP
evaluamos tanto la velocidad de degradacién del ATP como la posibilidad de que ABC

estuviera afectando a las enzimas responsables de la degradacion de nucledtidos.

5.1. Estudio de la velocidad de degradacion del ATP tras tratamiento
con ABC.

La velocidad de degradaciéon del ATP se estudié afiadiendo al medio extracelular
ATP 20 uM y recogiendo a distintos tiempos muestras de sobrenadante para la posterior
cuantificacion del ATP y AMP extracelular por HPLC. Con el fin de observar si ABC afecta
a este metabolismo algunas muestras fueron pretratadas previamente con ABC (20 uM,

4h).

Se observa que la velocidad de degradacion del ATP es muy rapida, siendo
reducido al 50% en 15 minutos tanto en HUVEC como en PMN y en 60 minutos en PBMC
transformandose a AMP. Ademas, el tratamiento con ABC no modificd el patron de
degradacion del ATP y de transformacion en AMP en ninguno de los tipos celulares

analizados (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de ABC sobre el metabolismo extracelular de ATP. HUVEC, PMN y
PBMC se pretrataron con ABC (20 uM, 4h, linea discontinua) o vehiculo (agua estéril, 4h,
linea continua). A continuacion, el medio se elimind y afiadid nuevo medio con ATP (20
KUM), recogiendo a los tiempos seleccionados (0, 3,1 0, 15 y 60 min) una muestra de
sobrenadante para su posterior anadlisis y cuantificacion del porcentaje de ATP
remanente y del porcentaje de AMP formado. Los resultados fueron expresados como
media + E.E.M. (n24).

5.2. Cuantificacion proteica de las enzimas participes en la
degradacion de nucledtidos tras tratamiento con ABC.

Se analizé la expresion de las distintas enzimas implicadas en el metabolismo de
nucledtidos extracelulares (CD39, CD73, NDP-K y AK). Se trataron las células HUVEC,

PMN y PBMC con ABC (1-30 uM) y se analizé la expresion proteica por Western Blot.

Ninguna de las enzimas evaluadas -CD39, CD73, E-NDP-K y AK- vio modificada su
expresion tras tratamiento con ABC en ninguno de los tipos celulares evaluados: HUVEC

(Figura 55), PMN (Figura 56) y PBMC (Figura 57).
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Figura 55. Efecto de ABC sobre los niveles de proteinas de las enzimas participes en la
degradacidn de nucleétidos en HUVEC. Las células HUVEC fueron tratadas con abacavir
(ABC, 1-30 uM) o agua estéril (vehiculo). La figura muestra una imagen representativa y
la cuantificacidn de los niveles de proteinas de (A) CD39, (B) CD73, (C) E-NDP-K y (D) AK.
Los valores representan el porcentaje de la cuantificacion de luminiscencia respecto del
control (vehiculo, 100 %). Los resultados son expresados como media * E.E.M. (n = 5-6).
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Figura 56. Efecto de ABC sobre los niveles de proteinas de las enzimas participes en la
degradacion de nucledtidos en PMN. Los PMN fueron tratados con abacavir (ABC, 1-30
UM) o agua estéril (vehiculo). La figura muestra una imagen representativa y la
cuantificacion de los niveles de proteinas de (A) CD39, (B) CD73, (C) E-NDP-K y (D) AK.
Los valores representan el porcentaje de la cuantificacion de luminiscencia respecto del
control (vehiculo, 100 %). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n = 5-6).
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Figura 57. Efecto de ABC sobre los niveles de proteinas de las enzimas participes en la
degradacidon de nucleétidos en PBMC. Los PBMC fueron tratados con abacavir (ABC, 1-
30 uM) o agua estéril (vehiculo). La figura muestra una imagen representativa y la
cuantificacion de los niveles de proteinas de CD39 (A) CD39, (B) CD73, (C) E-NDP-K y (D)
AK. Los valores representan el porcentaje de la cuantificacion de luminiscencia respecto
del control (vehiculo, 100 %). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n =

5-6).
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5.3. Evaluacion de la actividad enzimatica.

Como hemos visto, el tratamiento con ABC no afecta a la degradacion de
nucledtidos ni a la expresidon de las enzimas que participan en la degradacion de
nucledtidos. Sin embargo, podrian estar compitiendo debido a su analogia estructural
como sustrato enzimatico y afectando a la actividad de estas enzimas. Por ello, se evalud
mediante el uso de derivados de etheno la actividad enzimatica de las distintos enzimas
del metabolismo de nucleétidos a nivel extracelular durante el tratamiento con ABC en
HUVEC, PMN y PBMC. Las células se trataron con ABC 20 uM y al mismo tiempo se
adicionaron los derivados de etheno, E-ATP (estudiar la actividad de CD39) y de E-AMP

(para analizar la actividad de CD73).

Estos derivados de etheno se metabolizan de igual forma que sus derivados
enddgenos (ATP, ADP, AMP y Adenosina) permitiendo de una forma sencilla la medida

de la actividad enzimatica de estas enzimas.

La actividad de CD39 se mide como el porcentaje remanente del E-ATP afiadido a
las células que no se ha transformado E-ADP. ABC no afectd a la actividad enzimatica de
CD39 en ninguno de los tipos celulares evaluados, HUVEC (Figura 58 A), PMN (Figura 58
B) y PBMC (Figura 59 C).
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Figura 58. Actividad enzimatica de la enzima CD39 tras tratamiento con ABC. HUVEC
(A), PMN (B) y PBMC (C) se trataron con ABC (20 uM, linea discontinua) o vehiculo (linea
continua). A su vez, se afiadié etheno ATP (E-ATP, 10 uM) recogiendo una muestra de
sobrenadante (0, 3, 10 y 60 min) para la cuantificacién del porcentaje de E-ATP
remanente y el porcentaje de E-ADP formado. Los resultados fueron expresados como
media + E.E.M. (n24).

La actividad de CD73 se mide como el porcentaje remanente de E-AMP afiadido a
las células que no se ha degradado a E-Ado. En ninguno de los tipos celulares evaluados,
HUVEC (Figura 59 A), PMN (Figura 59 C) y PBMC (Figura 59 D), se observaron diferencias
significativas entre la actividad enzimatica de CD73 en las células tratadas con vehiculo

y las tratadas con ABC.

Estos resultados junto con la cuantificacidn proteica de las distintas enzimas tras

tratamiento con ABC descartan un efecto de éste sobre el metabolismo de nucledtidos.
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Figura 59. Actividad enzimatica de CD73 tras tratamiento con ABC. HUVEC (A), PMN
(B) y PBMC (C) se trataron con ABC (20 uM), linea discontinua o vehiculo (linea continua).
A continuacion, se afiadio etheno ATP (E-ATP, 10 uM) recogiendo una muestra de
sobrenadante (0, 3, 10 y 60 min) para la cuantificacion del porcentaje de E-AMP
remanente y el porcentaje de E-Ado formado. Los resultados fueron expresados como
media + E.E.M. (n24).

Los niveles de ATP no se incrementan en presencia de ABC. Este tampoco afecta a
la velocidad de degradacion del ATP ni a la expresidn proteica ni a la actividad enzimatica

de las enzimas responsables de la degradacion de nucleétidos.
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6. EFECTO DE LA APIRASA SOBRE LA DEGRADACION DE
ABC, ATP y CBV-TP.

El efecto de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio es apirasa dependiente
(Figura 18). La apirasa es capaz de revertir también el efecto de ATP y CBV-TP sobre la
interaccién leucocito-endotelio (Figuras 46 y 47). Por tanto, evaluamos el efecto de
apirasa sobre los niveles de los 3 posibles ligandos ABC, ATP y CBV-TP aunque el CBV-TP
ya lo tenemos descartado ya que no se detectaron niveles suficientes para ser el
responsable del efecto de ABC. Si la apirasa fuera capaz de degradar al ABC, el efecto de
ABC podria deberse a su accion directa. Si no fuera capaz de degradar al ABC, el efecto

de ABC seria dependiente de ATP.

Se trataron los distintos tipos celulares analizados, HUVEC, PMN y PBMC con ABC,
ATP y CBV-TP en presencia o ausencia de apirasa y se recogieron muestras de

sobrenadante a distintos tiempos para su posterior analisis por HPLC.

Apirasa, no fue capaz de degradar a ABC (Tabla 12), sin embargo, degradd
rapidamente el ATP y el CBV-TP (Tablas 13 y 14), por tanto, estos resultados apuntan a

que el efecto de ABC tiene que deberse al ATP ya que CBV-TP esta descartado.

Tabla 12. Degradacion de ABC (LM) por apirasa en los distintos tipos celulares.

TIEMPO (min) 0 1 10 60 240
ABCHUVEC | 23.1+1.3 | 23.2¢t0.8 | 23.8t0.5 | 24.6+0.9 | 26.4+0.7

ABC HUVEC 21.0+0.5 | 20.840.3 20.9+0.4 20.5+0.3 20.6+0.4

+APIRASA
ABC PMN 20.0+0.2 | 19.8+0.2 20.1+0.4 19.8+0.2 20.4+0.1
ABC PMN 22.0+0.7 | 21.8%0.4 21.5+0.8 20.9+0.5 21.5+0.8
+APIRASA

ABC PBMC 20.50.1 | 20.3+0.3 20.1+0.4 20.4+0.1 20.5+0.1

ABC PBMC 22.0+0.7 | 21.8+0.5 22.1+0.5 21.8+0.4 22.1+0.3
+APIRASA

Se trataron los distintos tipos celulares con ABC 20 uM vy apirasa durante 240 minutos.
A continuacioén, se cuantificé la concentracion de ABC extracelular (uM) mediante HPLC.
Los resultados fueron expresados como media + E.E.M. (n24).
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Tabla 13. Degradacion de ATP (uM) por apirasa en los distintos tipos celulares.

TIEMPO (min) 0 1 10 60 240
ATP HUVEC 20.3+0.4 | 18.1+0.5 | 13.80.6 1.8+0.1 0.240.1
ATP HUVEC 21.1+0.7 0 0 0 0

+APIRASA

ATP PMN 19.8+0.6 | 19.1+0.3 | 11.840.3 5.0£0.6 0.440.1
ATP PMN 20.1+0.5 0 0 0 0
+APIRASA

ATP PBMC 20.2+0.3 | 19.4+0.3 | 16.6%0.5 9+0.9 0.6£0.2
ATP PBMC 19.8+0.5 0 0 0 0
+APIRASA

Se trataron los distintos tipos celulares con ATP 20 uM vy apirasa durante 240 minutos.
A continuacidn, se cuantificd la concentracion de ATP extracelular (uM) mediante HPLC.
Los resultados fueron expresados como media * E.E.M. (n>4).

Tabla 14. Degradacion de CBV-TP (uM) por apirasa en los distintos tipos celulares.

TIEMPO (min) 0 1 10 60 240
CBV-TP HUVEC | 19.9+0.5 | 19.6t0.4 | 17.2+0.3 7.610.6 0.310.1
CBV-TP HUVEC | 19.8:0.4 0 0 0 0
+APIRASA
CBV-TPPMN | 20.3:0.7 | 18..4:0.8 | 16.4+0.9 6.2+0.5 0.2+0.2
CBV-TPPMN | 20.5:0.3 0 0 0 0
+APIRASA
CBV-TP PBMC | 21.1+0.9 | 16.6:0.3 | 16.2+0.2. 810.1 0.5£0.2
CBV-TP PBMC | 20.5%0.3 0 0 0 0
+APIRASA

Se trataron los distintos tipos celulares con CBV-TP 20 uM vy apirasa durante 240
minutos. A continuacion, se cuantifico la concentracién de CBV-TP extracelular (uM)
mediante HPLC. Los resultados fueron expresados como media + E.E.M. (n24).
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7. ESTUDIOS DE “DOCKING” DEL RECEPTOR P2X;.

El efecto de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio es revertido por apirasa,
la cual es capaz de degradar al ATP y el CBV-TP, pero no a ABC. En nuestro sistema no
detectamos niveles suficientes de CBV-TP para que sea este ligando sea el responsable
del efecto de ABC, sin embargo, si que detectamos niveles enddgenos de ATP (50 -100
nM) y de ADP (30-250 nM) y AMP (10-600 nM) que pueden venir de la degradacion del
ATP (Figura 53). Por tanto, una posibilidad es que el efecto de ABC fuera dependiente

del ATP enddgeno.

El receptor P2X; pertenece a la familia de receptores purinérgicos P2X. Estos
receptores son trimeros que conforman canales selectivos de cationes mono y
divalentes (Na*, K*, Ca?*) necesitando hasta 3 moléculas de ATP (1 por cada subunidad)
para que se produzca la apertura del canal. Recientemente el receptor P2X; se ha
relacionado con distintos compuestos que son capaces de modular su activacion de
forma alostérica en sitios distintos al sitio de unidn del ATP, por ello y debido a nuestros
resultados anteriores nos planteamos que el ATP seria necesario para activar el receptor
y que ABC pudiera estar modulando de forma alostérica el receptor actuando sobre un

sitio de union diferente al del receptor ATP.

Una vez generado el modelo del receptor junto con las estructuras optimizadas de
los posibles ligandos evaluados experimentalmente (Ver material y métodos, 7. Estudios
de docking) se realizaron los estudios de “docking”. Se definieron dos sitios de unién,
uno es el sitio de unién del ATP, sitio principal (sitio 1), y otro sitio de unidén del
antagonista A804598, sitio secundario (sitio 2). Para ello se establecieron dos cajas (x, v,
z), la principal (sitio 1 coordenadas; 171, 168, 142) y la secundaria (sitio 2coordenadas;
162, 150, 183) (Figura 60) (Karasawa A et al., 2016). Esto confirma la bibliografia reciente
que habla del antagonista A804598 como un antagonista no competitivo del receptor
(Karasawa A et al., 2016), contradiciendo la literatura previa que lo definia como un

antagonista competitivo de mismo (Donelley Roberts et al., 2009).
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Figura 60. Imagen representativa de la caja del sitio de unién del ATP (caja principal,

sitio 1) en el receptor P2X;.

Una vez definidos los sitios de unidn, se evaluaron 200 poses de cada uno de los
ligandos (ABC, ATP, CBV-TP y BzATP) y después se filtraron en funcién de la disposicién

del ligando original en el cristal y a la energia de union.

El primer paso fue comprobar la union de ATP y AB04598 a sus respectivos sitios
de unidn, asi el ATP se une con una energia de unién muy favorable al sitio de unién 1
(Figura 61 B), de igual forma que el A804598 se une también con gran afinidad al sitio
de union 2 (Figura 61 C) formando en ambos casos un complejo estable. A continuacion,

se analizaron los distintos ligandos en ambos sitios de unién.
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Sitio 2

Sitio1

Figura 61. Sitios de unidn definidos por “docking” del receptor P2X; para ATP y para el
antagonista A804598. A) Modelo del receptor con los tres mondémeros (verde, morado,
azul) unido al ATP (amarillo) y al A804598 (rojo). B) Sitio de uniéon del ATP (sitio 1), cuya
energia libre de unidn predicha para el ATP es de -6,69 kcal/mol. C) Sitio de unién del
A804598 (sitio 2), cuya energia libre de unidén predicha para el A804598 es de -1,18
Kcal/mol.
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7.1. Union de los potenciales ligandos al sitio de union del ATP (sitio
1).

Se analizé la unién de ABC y CBV-TP al sitio de unidén del ATP (sitio 1). Los
resultados sugieren que ABC (Figura 62 A) no es capaz de interaccionar en este sitio de
unién (forma un complejo inestable, energia positiva), mientras que el CBV-TP si que
presenta una energia libre de unidon muy favorable pudiendo interaccionar de igual

manera que el ATP (Figura 62 B) (Tabla 15).

ATP

CBV-TP

Figura 62. Unién de ABC y CBV-TP al sitio de unién del ATP (sitio 1). A) Unién de ABC
(verde) con una energia no favorable estimada de 0.43 Kcal/mol. b) Unién de CBV-TP
(naranja) con una energia favorable estimada de -6.73 Kcal/mol.
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7.2. Union de los potenciales ligandos al sitio de union del A804598
(sitio 2).

ABC, si que es capaz de interaccionar con el receptor en el sitio 2 con una energia
favorable formando un complejo estable (Figura 63 A). Ademas, ATP y CBV-TP también
presentan energias mas favorables que ABC en este sitio de unién, aunque menos

favorables que sobre el sitio 1, que es su sitio principal (Figuras 63 B y C) (Tabla 15).

ABC

ATP

CBV-TP

Figura 63. Union de ABC, ATP y CBV-TP al sitio de union del A804598 A) Unién de ABC
(verde) con una energia favorable estimada de -0.56 Kcal/mol. B) Unién de ATP
(amarillo) con una energia favorable estimada de -4.84 Kcal/mol. C) Unién de CBV-TP
(naranja) con una energia favorable estimada de -3.74 Kcal/mol.
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Tabla 15. Union de ABC, ATP, CBV-TP y A804598 en los distintos sitios de unién del

receptor P2Xj;.

ENERGIA | AA IMPLICADOS | ENERGIA | AA IMPLICADOS
COMPUESTO | DE UNION DE UNION
SITIO 1 SITIO 2
(kcal/mol) (kcal/mol)
ABC 0.43 - -0.56 ASP 46, LYS 251, ALA
250 y THR 48
ARG 248, LYS 265,
TYR 242, THR 143,
ATP -6.69 LEU 145, LYS 18, -4.84 TYR 249, LYS 251,
ASN 246, GLU 129 TYR 252 y PHE 42
y GLN 97
CBV.TP 673 LYS 99, ARG 248, 371 LYS 64, PHE 62, MET
GLU 129 y GLN 202 2, G 253, I
252, LYS 251y PHE
49,
TYR 252, ASP 46,
A804598 - - -1.18 PHE 49, LYS 251,
TYR 249, MET 59,
VAL 266 y ILE 264

En la tabla se muestran las energias de union (kcal/mol) de ABC, ATP y CBV-TP y A804598
en los dos sitios de unidn (1 y 2) analizados, asi como los aminoacidos implicados en
cada unién.

Estos resultados sugieren que ABC podria estar actuando sobre el receptor P2X;
en el sitio de unidén 2 siendo capaz de formar un complejo estable que permita activarlo,
mientras que ATP y CBV-TP podrian unirse a ambos, interaccionando primero en sitio de
1y aconcentraciones mas altas uniéndose al sitio de union 2 y siendo capaz de desplazar
al A804598 al tener mas afinidad. Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos en los estudios de uniéon de radioligandos donde se observaba un
desplazamiento parcial del radioligando [*H]A804598 en presencia de ATP y CBV-TP (Ver

resultados, 3.1 Estudios de uniodn al receptor P2Xy7), sin embargo, no explicarian porque
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ABC no fue capaz de desplazar al radioligando cuando los resultados obtenidos en los
estudios de “docking” confirman una unién de éste al sitio de unién 2. Por ello nos
planteamos que podria estar ocurriendo cuando el antagonista A804598 esta presente
en este sitio de unidn 2 en presencia de ABC. Se observd que en presencia de A804598
el ABC también cabe en este sitio de union 2 pero se estaria uniendo a una zona
adyacente. En esta nueva situacion la energia deja de ser favorable y por tanto no seria
capaz de activar al receptor ni desplazar al antagonista A804598 (Figuras 64 y 65)
explicando los resultados obtenidos en los estudios de radioligandos donde ABC no fue
capaz de desplazar a dicho antagonista (Ver resultados, 3.1 Estudios de unidn al receptor

P2X7).

ABC

A804598 ’/ ' ¥ 4

l‘i“-’& A\

Figura 64. Interaccion de ABC en el sitio de union 2 en presencia de A804598. ABC
(verde) y A804598 (rojo) en el sitio de unidn 2. La energia predicha de ABC en presencia
de A804598 es de -0,01 kcal/mol y los aminoacidos a los que se une ABC PHE 62, PHE
42, VAL 38, GLU 259 y GLN 70.
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Figura 65. Sitios de union principales de ATP, A804598 y ABC. (A) Unién de ATP
(amarillo) al sitio de unién 1. (B) Unién de A804598 (rojo) al sitio de unién 2. (C) Unidén
de ABC (verde) al sitio de unién 2. (D) Unidn de ABC en presencia de A804598 al sitio de
union 2.
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8. MODULACION ALOSTERICA DEL RECEPTOR P2X,.
ESTUDIOS DE POTENCIACION.

Los resultados de “Docking” sugieren un sitio de unién distinto al sitio de unién
del ATP (sitio 1) por parte de ABC sobre el receptor P2X;. Por tanto, ABC podria estar

actuando de forma alostérica sensibilizando el receptor a la accién del ATP.

8.1. Efectos sobre la interaccion leucocito-endotelio.

Basandonos en los resultados previos (Figuras 43 y 44) seleccionamos las
concentraciones de ABC 1 uM (de Pablo et al., 2010) y ATP 0.1 uM en PMNs y de ABC 1
UMy ATP 1 uM en PBMCs ya que no produjeron cambios significativos en los parametros
evaluados. Sin embargo, al usarlos en combinacion, los efectos de ambos se ven
potenciados observandose diferencias significativas respecto al tratamiento individual
en la velocidad de rodamiento (Figura 66 A) y el rodamiento de PMNs (Figura 66 C) y la
velocidad de rodamiento (Figura 66 B) y el rodamiento de PBMCs (Figura 66 D), no

afectando al parametro de adhesién leucocitaria.

Tras observar esta potenciacion del efecto evaluamos la potencial implicacion del
receptor P2X7 en esta respuesta mediante el pretratamiento de ambos tipos celulares
(leucocitos o HUVEC) con el antagonista especifico A804598. Los efectos producidos por
la combinacién de ATP y ABC fueron completamente revertidos tras el bloqueo del

receptor P2X; en PMN (Figuras 66 Ay C) y en PBMC (Figuras 66 B y D).
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Figura 66. Implicacion del receptor P2X; en la potenciaciéon que produce ABC sobre de
la interaccion leucocito-endotelio inducida por ATP. HUVEC y leucocitos (PMN o PBMC)
fueron tratados de forma individual o conjunta con ABC (1 uM) y ATP (0.1 uM para PMNs
o 1 uM para PBMC) o vehiculo (veh) durante 4h. En algunos casos se pretrataron con
A804598 (30 min). Tras realizar el montaje de la camara de flujo, se cuantifico la
velocidad de rodamiento (A y B) y el rodamiento (C y D) de PMN y PBMC sobre el
endotelio. Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n>5). **p<0.01 respecto
al grupo tratado con ABC. #p<0.05 o ##p<0.01 respecto al grupo tratado con ATP.
**p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC+ATP. Analisis de varianza ANOVA seguido
del post-test Newman-Keuls.

A pesar de que el CBV-TP no es el responsable de los efectos producidos por ABC,
al unirse al receptor P2X7 en el sitio del ATP (sitio 1) de igual forma que el ATP, ABC
deberia de potenciar sus efectos al igual que ATP. Basandonos en estudios previos
(Figuras 43 y 44) se seleccionaron concentraciones de CBV-TP que por si solas no
tuvieron un efecto. Por ello las células se trataron con CBV-TP 10 uM y ABC 1 uM en

PMN y PBMC. La combinacién de ABC y CBV-TP produjo diferencias significativas en la
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velocidad de rodamiento (Figura 67 A) y el rodamiento PMNs (Figura 67 C), asi como en
la velocidad de rodamiento de (Figura 67 B) y el rodamiento y de PBMCs (Figura 67 D).

Estos efectos fueron bloqueados por el antagonista especifico del receptor P2X;,

A804598.
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Figura 67. Implicacion del receptor P2X; en la potenciacion que produce ABC sobre de
la interaccion leucocito-endotelio inducida por CBV-TP. HUVEC y leucocitos (PMN o
PBMC) fueron tratados de forma individual o conjunta con ABC (1 uM) y CBV-TP (10 uM)
o vehiculo (veh) durante 4h. En algunos casos se pretrataron con A804598 (30 min). Tras
realizar el montaje de la cdmara de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento (Ay
B) y el rodamiento (C y D) de PMN y PBMC sobre el endotelio. Los resultados son
expresados como media * E.E.M. (n>5). **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC.
#p<0.05 o #p<0.01 respecto al grupo tratado con CBV-TP. **p<0.01 respecto al grupo
tratado con ABC+CBV-TP. Analisis de varianza ANOVA seguidos del post-test Newman-
Keuls.
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8.2. Efectos sobre la expresion de Mac-1.

Se analizé el efecto de las combinaciones de ATP mas ABC y CBV-TP mas ABC
endotelio sobre el aumento de la expresion de Mac-1 a concentraciones a las que por si

solos no tuvieron ningun efecto (Figura 45).

La sangre entera se tratd durante 4 horas de forma individual o combinada con
ABC 1 uM, ATP 0.1 uM y CBV-TP 1 uM para el posterior analisis de las subunidades de
Mac-1 Cd11b y CD18 por citometria de flujo.

Ambas combinaciones -ABC/ATP y ABC/CBV-TP- incrementaron de forma
significativa la expresion de las subunidades CD11b en neutréfilos (Figuras 68 Ay 69 A)
y monocitos (Figuras 68 B y 69 B). Para evaluar la potencial implicacién del receptor
P2X7, en algunos casos se pretratd la sangre con el antagonista especifico A804598. En
ambas combinaciones ABC/ATP y ABC/CBV-TP el aumento de la expresion de la
subunidad CD11b se revirtid cuando el receptor estaba bloqueado en neutréfilos

(Figuras 68 Ay 69 A) y monocitos (Figuras 68 By 69 B).
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Figura 68. Importancia del receptor P2X7 en la potenciacidn que produce ABC sobre la
expresion de CD11b inducida por ATP. La sangre entera se traté de forma individual o
conjunta con ABC (1 uM) y ATP (0.1 uM) o vehiculo (veh) durante 4h. En algunos casos,
la sangre se pretratd con el antagonista especifico del receptor P2X; A804598 (A80, 30
min) antes del tratamiento y se cuantificé la expresién de la subunidad CD11b en
neutrdéfilos (A) y monocitos (B). Los valores de fluorescencia (PE) representan el % de
la mediana de la intensidad de fluorescencia respecto del grupo control (tratados con
vehiculo, 100%). Los resultados fueron expresados como media + E.E.M. (n>6). **p<0.01
respecto al grupo tratado con ABC. #p<0.01 respecto al grupo tratado con ATP. *p<0.05

respecto al grupo tratado con ABC/ATP. Analisis de varianza ANOVA seguidos del post-
test Newman-Keuls.
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Figura 69. Importancia del receptor P2X7 en la potenciacion que produce ABC sobre la
expresion de CD11b inducida por CBV-TP La sangre entera se tratd de forma individual
o conjunta con ABC (1 uM) y CBV-TP (1 uM) o vehiculo (veh) durante 4h. En algunos
casos, la sangre se pretratd con el antagonista especifico del receptor P2X; A804598
(A80, 30 min) antes del tratamiento y se cuantificé la expresion de la subunidad CD11b
en neutroéfilos (A) y monocitos (B). Los valores de fluorescencia (PE) representan el %
de la mediana de la intensidad de fluorescencia respecto del grupo control (tratados con
vehiculo, 100%). Los resultados fueron expresados como media + E.E.M. (n>6). **p<0.01
respecto al grupo tratado con ABC. #p<0.05 o ##p<0.01 respecto al grupo tratado con
CBV-TP. **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC/CBV-TP. Andlisis de varianza
ANOVA seguidos del post-test Newman-Keuls.

El efecto de ATP sobre la interaccidn leucocito-endotelio (Figura 43) y la expresién
de Mac-1 (Figura 45) no fue revertido de forma especifica por el antagonista del
receptor P2X; (Figuras 46 y 48), mientras que en los estudios de potenciacion del efecto
de ATP por parte de ABC si que fue dependiente del receptor P2Xy, repitiéndose estos
resultados con la combinacion ABC/CBV-TP. Por tanto, estos estudios funcionales
sugieren que el efecto de ABC viene dado por su unién al receptor P2X7 sobre otro sitio
de unidn 2 y sensibilizando al receptor a la unién del ATP extracelular en el sitio de unién

1.
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9. IMPLICACION DE LOS TRANSPORTADORES DE
NUCLEOTIDOS EN EL EFECTO DE ABC.

Como hemos visto, ABC es capaz de potenciar los efectos de ATP sobre el receptor
P2X7 (Figuras 66 y 68). Ademas, la apirasa revierte los efectos de ABC (Figura 18) y
degrada a el ATP pero no el ABC (Tablas 12 y 13). Esto unido al hecho de que el
tratamiento con ABC induce una disminucion del ATP intracelular (Figura 52 A) sugieren
que el ATP puede estar liberdndose y actuando sobre el receptor P2X7 a pesar de su
rapida degradacion. Por ello nos planteamos el anélisis de distintos transportadores que

participan en la salida del ATP del medio intracelular al extracelular.

9.1. Efecto sobre la interaccion leucocito-endotelio.

Empleando la técnica de adhesion dindmica en cdmara paralela de flujo evaluamos
la implicacidon de los canales de conexina y de panexina en el efecto producido por ABC.
Para ello se trataron tanto las células endoteliales como los leucocitos con distintos
antagonistas de los transportadores de ATP como; el compuesto bloqueante de las
uniones gap formadas por los canales de conexina (Carbenexolona, CBX), un compuesto
que bloquea tanto los canales de conexina como los de panexina y también el receptor
P2X; (Probenecid, Prob), un péptido que bloquea los canales de panexina-1 ligados a la
activacién del receptor P2X7 (Panx'°) y un péptido que bloquea los canales de conexina-

43 de forma intracelular (Gap®).

La interacciéon PMN-endotelio inducida por ABC fue completamente abolida por el
pretratamiento de ambos tipos celulares con Prob, CBX) y Gap'?, sin embargo, Panx® no
revirtié el efecto de ABC en ninguno de los pardametros evaluados en PMNs (Figuras 70

A, CyE).

En la interaccion PBMC-endotelio los efectos de Probenecid y Gap®® se
reprodujeron bloqueando los efectos de ABC, mientras que Carbenexolona y Panx*® no

tuvieron ningun efecto (Figuras 70 B, D y F).
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Figura 70. Implicacion de los transportadores de nucleétidos en los efectos de ABC
sobre la interaccién leucocito-endotelio. HUVEC y leucocitos (PMN o PBMC) fueron
tratados de forma independiente con; el compuesto bloqueante de las uniones gap
formadas por los canales de conexina (CBX), un compuesto que bloquea tanto los
canales de conexina, panexina y el receptor P2X7 (Prob), un péptido que bloquea los
canales de panexina-1 (Panx'®) y un péptido que bloquea los canales de conexina-43
(Gap?®) antes del tratamiento con abacavir (ABC, 20 uM) o vehiculo (veh) durante 4h.
Tras realizar el montaje de la cdmara de flujo, se cuantificé la velocidad de rodamiento
(Ay B), rodamiento (Cy D) y adhesién (Ey F) de PMN y PBMC al endotelio. Los resultados
son expresados como media + E.E.M. (n24) *p<0.05 O **p<0.01 respecto al grupo
tratado con el vehiculo. *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC. Andlisis
de varianza ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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9.2. Efecto sobre la expresion de Mac-1.

Para determinar si los canales de ATP estan implicados en la expresién de Mac-1,
analizamos en sangre procedente de donantes sanos el efecto de Carbenexolona (CBX)

y Probenecid (Prob) al tratamiento con ABC mediante citometria de flujo.

El pretratamiento con CBX y Prob bloquearon de forma dosis dependiente el
efecto de ABC sobre la expresion de la subunidad CD11b tanto en neutrofilos (Figura 71

A) y en monocitos (Figura 71 B).
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Figura 71. Implicacion de los transportadores de nucleétidos en los efectos de ABC
sobre la expresidon de Mac-1. La sangre entera se tratd con el compuesto bloqueante
de las uniones gap formadas por los canales de conexina (CBX) y un compuesto que
bloquea tanto los canales de conexina, panexina y el receptor P2X; (Prob) antes del
tratamiento con abacavir (ABC, 20 uM) o vehiculo (veh) durante 4h y se cuantifico la
expresion de la subunidad CD11b en neutroéfilos (A) y monocitos (B). Los valores de
fluorescencia (PE) representan el % de la mediana de la intensidad de fluorescencia
respecto del grupo control (tratados con vehiculo, 100%). Los resultados fueron
expresados como media + E.E.M. (n26). **p<0.01 respecto al grupo tratado con
vehiculo. *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo tratado con ABC. Analisis de varianza
ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.

Estos resultados implican a los canales de conexina-43 en los efectos producidos
por ABC. Estos canales podrian formar uniones gap participes en la interaccién
leucocito-endotelio, conectando ambos tipos celulares, y ademas podrian participar en
la liberacién de ATP al medio extracelular. Gap®® es un péptido que bloquea estos
canales de forma intracelular sin afectar a estas uniones gap, sugiriendo una posible

liberacion de ATP al medio extracelular tras tratamiento con ABC.
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BLOQUE II. ESTUDIOS IN VIVO

1. IMPLICACION DE LA VIiA PURINERGICA EN LOS
EFECTOS PROINFLAMATORIOS DE ABC.

Con el fin de darle mayor relevancia fisioldgica a nuestros resultados, evaluamos
el efecto producido por ABC sobre la interaccién leucocito-endotelio empleando la
técnica de microscopia intravital en cremaster de ratén. Para ello ABC se administrd por
via intraescrotal (i.e, 10-30 uM) y en algunos casos la administracion se realizé de forma

oral (100/200 mg/kg) (Ver material y métodos, Bloque Il, 1.4 protocolo experimental).

ABC produjo una reduccién significativa de la velocidad de rodamiento (Figura 72
A) y un incremento significativo y dosis dependiente en los parametros de rodamiento
(Figura 72 B) y adhesion (Figura 72 C) por via intraescrotal. La administracién oral de
ABC reprodujo los efectos de la administracion local. Las concentraciones plasmaticas
de ABC fueron de 5.3+0.8 pg/mLy 16.2+1.9 ug/mL tras la administracion de 100 y 200
mg/kg de ABC respectivamente. La concentracidén obtenida para la dosis de 100 mg/kg
(5,3 pg/mL en plasma) se encuentra dentro del rango clinicamente relevante en

humanos.

En algunos casos, tras la evaluacion de la interaccion leucocito endotelio se
empled el modelo de trombosis inducida por FeCls (Ver material y métodos, Bloque Il,
1.1 Modelo de trombosis mediante FeCl3) y se evalud el posible efecto protrombético
de ABCen arteriolas de cremaster de raton. Asi, ABC indujo una disminucion significativa
dosis dependiente del tiempo de oclusion en la administracién oral (Figura 72 D) lo que

sugiere de forma preliminar un efecto protrombético.
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Figura 72. Efecto proinflamatorio de ABC en cremaster de ratdén. Los ratones WT se
trataron durante 4h por via intraescrotal (i.e) con salino (vehiculo, veh) o abacavir (ABC,
10-30 uM) o por via oral (100-200 mg/kg). En vénulas se cuantificaron los siguientes
pardmetros: Velocidad de rodamiento (A), el rodamiento (B) y la adhesién (C)
leucocitaria. A continuacién, en arteriolas se cuantificé el tiempo de oclusién tras la
superfusién con FeCls hasta un maximo de 8 minutos (D). Los resultados son expresados
como media * E.E.M. (n>5). *p<0.05 o **p<0.01 respecto al grupo WT tratado con el
vehiculo. Andlisis de varianza de ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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Para evaluar la implicacidn del receptor P2X; en el efecto producido por ABC “in
vivo” utilizamos una estrategia farmacoldgica pretratando los ratones con distintos
antagonistas de los receptores purinérgicos antes del tratamiento con ABC (20 uM, i.e)
y otra en la que empleamos ratones modificados genéticamente deficientes en el
receptor P2X;. Los efectos de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio,
concretamente el rodamiento leucocitario (Figura 73 B) y la adhesion leucocitaria
(Figura 73 C) fueron revertidos tanto con suramin (antagonista inespecifico de los
receptores P2) como con cualquiera de los dos antagonistas especificos para los
receptores P2X; (A804598 y BBG). Sin embargo, no observamos ninguna modificacién
cuando los ratones se pretrataron con un antagonista especifico de los receptores P2X,.

3(A317491).

Cuando comparamos ratones WT con ratones KO para el receptor P2Xy
observamos que en los ratones KO, ABC no fue capaz de producir ningun efecto sobre

los parametros leucocitarios inducidos por el farmaco en los ratones WT (Figura 74).

Estos resultados demuestran la implicacion de los receptores P2X; en Ia
interaccion leucocito-endotelio producida por ABC “in vivo”, corroborando los

resultados “in vitro” obtenidos.
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Figura 73. Implicacion de los receptores P2X; en la interaccién leucocito-endotelio
producida por ABC. Los ratones se trataron durante 4h por via intraescrotal (i.e) con
salino (vehiculo, veh) o abacavir (ABC, 20 uM). En algunos casos los ratones se
pretrataron (i.p) con distintos antagonistas de los receptores P2: suramin, (Sur,
antagonista no selectivo de los receptores P2X/Y, 400 mg/kg, 60 min), A804598 (AS80,
antagonista especifico del receptor P2X;, 1mg/kg, 30 min), BBG (Antagonista especifico
del receptor P2X7, 45 mg/kg, 30 min) o A317491 (A31, antagonista especifico de los
receptores P2X»-3, 1mg/ml, 30 min) previo al tratamiento con ABC (20 uM) y se
cuantificaron a las 4h los siguientes parametros: Velocidad de rodamiento (A),
rodamiento (B) y adhesion (C) leucocitaria. Los resultados son expresados como media
1 E.E.M. (n>5). **p<0.01 respecto al grupo tratado con el vehiculo. **p<0.01 respecto al
grupo tratado con ABC. Analisis de varianza de ANOVA seguido del post-test Newman-
Keuls.
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Figura 74. Comparacion del efecto de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio
entre ratones WT y ratones P2X;7 /. Los ratones WT o P2X; 7" se trataron durante 4h por
via intraescrotal (i.e) con salino (vehiculo) o abacavir (ABC, 30 uM, 4h) y se cuantificaron
los siguientes parametros: Velocidad de rodamiento (A), rodamiento (B) y adhesién (C)
leucocitaria. Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n25). **p<0.01
respecto al grupo WT tratado con el vehiculo. **p<0.01 respecto al grupo WT tratado
con ABC. Analisis de varianza de ANOVA seguido del post-test Newman-Keuls.
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DISCUSION

El ITIAN andlogo de guanosina ABC es uno de los farmacos mas empleados en el
tratamiento del VIH. Generalmente se ha considerado seguro, sin embargo, hoy en dia
existe una creciente evidencia que relaciona su uso con un aumento del riesgo
cardiovascular (Sanz et al., 2005, Sabin et al., 2008, Worm et al., 2010, Obel et al., 2010).
Su controvertida cardiotoxicidad ha ido en aumento debido tanto a la disparidad de
estudios clinicos con diferentes conclusiones como a la inexistencia de un mecanismo

de accidn que pudiera justificar esta toxicidad vascular asociada a ABC.

En un estudio realizado por el grupo D:A:D se observd que en pacientes en
tratamiento con ABC el riesgo cardiovascular disminuye una vez que el farmaco se deja
de administrar apuntando a un mecanismo rapido de inflamacion vascular (Sabin et al.,
2008). En este sentido, otros autores relacionan ABC con los pasos iniciales de la
inflamacidn vascular y disfuncion plaquetaria debido a una disminucién de la enzima
oxido nitrico sintasa (Wang et al.,, 2009), al aumento de la expresién de P-selectina
plaguetaria (Baum et al., 2011) o a un aumento de IL-6 y de CRP en pacientes tratados
con ABC (SMART/INSIGHT & DAD study groups, 2008). Esta inflamacion vascular
involucra la acumulacién de leucocitos y plaquetas en la pared vascular. En las primeras
etapas del proceso, los leucocitos circulantes interaccionan con el endotelio vascular
adhiriéndose a éste y migrando finalmente a nivel tisular. Adicionalmente, las plaquetas
pueden unirse al endotelio, a dichos leucocitos adheridos y reclutar mas plaguetas o
leucocitos circulantes, lo que puede llevar a provocar la formacién de un trombo y

promover el proceso aterosclerotico (Ley et al., 2007, Gawaz et al., 2005).

El hecho de que estos farmacos se administren siempre en combinacidén hace que sea
dificil estudiar a través de ensayos clinicos la potencial toxicidad vascular de un agente
antirretroviral concreto y justifica la realizacion de estudios experimentales controlados tanto
“in vitro” a través del empleo de células humanas como “in vivo” utilizando animales de
experimentacion. Nuestro grupo ha publicado distintos estudios que confirman esta
inflamacién vascular asociada a ABC (de Pablo et al., 2010, de Pablo et al., 2012, de Pablo et
al., 2013), demostrando que concentraciones clinicamente relevantes (20 uM
equivalente a 5 pg/mL) producen un aumento sobre la interaccién leucocito-endotelio

tanto “in vitro” como “in vivo”, siendo estas interacciones el primer paso en el desarrollo
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de enfermedades cardiovasculares de componente inflamatorio (Ley et al., 2007). El
sistema empleado in vitro fue la adhesion dinamica en camara paralela de flujo en la
que los leucocitos fluyen sobre una monocapa de células endoteliales con una velocidad
de flujo que representa las condiciones “in vivo” y que nos permite observar el
rodamiento y la adhesiéon entre leucocitos y células endoteliales (Goetz et al.,1999). Los
estudios in vivo se realizaron utilizando la microscopia intravital, aproximacién
metodoldgica que permite el analisis en detalle del proceso inflamatorio estudiando la
velocidad de rodamiento, el rodamiento, la adhesién y la migracion de los leucocitos en
vénulas de animales vivos anestesiados (Hughes et al., 2010) y permitiendo evaluar el
efecto de los farmacos administrados a nivel local. La eleccion de una ruta de
administracion local es aceptada como alternativa a una administracién sistémica ya que
permite que la solucidn administrada bafie directamente el tejido a analizar (Hughes et

al., 2010).

Estos efectos aparecen rapidamente y son reversibles, lo cual estd en
concordancia con las observaciones clinicas mencionadas anteriormente (Sabin et al.,
2008). Ademas, a través de los dos sistemas demostramos que estas interacciones
inducidas por ABC eran debidas a las moléculas de adhesion Mac-1 leucocitaria
interaccionando con ICAM-1 endotelial (de Pablo et al., 2010, de Pablo et al., 2013).
Estos efectos parecen estar relacionados con la estructura quimica de ABC, ya que solo
fueron reproducidos por ddl (ITIAN andlogo de purina) y no por los ITIAN analogos de
pirimidina (lamivudina, zidovudina o emtricitabina) o por el ITIAN analogo de nucleétido
tenofovir (de Pablo et al., 2012, de Pablo et al., 2013). Por ello, una de las principales
hipdtesis que planteamos con el fin de explicar la toxicidad vascular asociada a ABC fue
la posible implicacién de la via purinérgica, debido a la similitud estructural que
presentan los andlogos de purina con los mediadores purinérgicos y al hecho de que
solo ddl, el otro ITIAN andlogo de purina, reprodujo los efectos “in vivo” e “in vitro”
producidos por ABC (de Pablo et al., 2010, de Pablo et al., 2013). Los mediadores
purinérgicos como el ATP y ADP son las principales moléculas de sefalizacién paracrina
gue pueden desencadenar mecanismos vasculares proinflamatorios y protrombéticos,
gue implican la activacion y adhesién tanto leucocitaria como plaquetaria y finalmente

la formacion de la placa aterosclerética; todo ello mediante la interaccidon con los
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receptores de nucledtidos P2X. Estudios iniciales en nuestro laboratorio senalaron al
receptor P2X; como el mediador de los efectos de ABC en dicha interaccion (Esplugues
et al., 2016). En la presente tesis doctoral nos centramos en expandir esta primera
observacion que apunta al receptor P2X7; estudiando su implicacién en los efectos de
ABC, caracterizando el ligando mediante el cual ABC esta actuando y profundizando en
los efectos “in vivo” de este farmaco que termine de justificar su toxicidad

cardiovascular.

Los receptores purinérgicos se encuentran localizados en una gran variedad de
tipos celulares y participan en una gran cantidad de procesos inflamatorios (Burnstock
et al., 2017) y se subdividen en dos familias: P2X y P2Y (Figura 10). Los receptores P2X
son receptores acoplados a canales idnicos que permiten la entrada de Ca?* para su
activacién, mientras que los receptores P2Y son receptores acoplados a proteinas G. La
presente tesis doctoral demuestra que las acciones proinflamatorias de ABC involucran
a la sefalizacién purinérgica mediante la implicacidon de los receptores P2X. Asi, los
efectos de ABC sobre el rodamientoy la adhesién “in vivo” en cremdster de ratén fueron
revertidos por el antagonista inespecifico de los receptor P2X/Y (suramin) y por dos
antagonistas especificos del receptor P2X7 (A804598 y BGG) y no por el bloqueo de otro
subtipo de receptores P2X. Ademas, las acciones de ABC sobre la velocidad de
rodamiento, el rodamiento y la adhesion leucocitaria no se reprodujeron en ratones KO
para el receptor P2X7, lo que corrobora la importancia de este receptor en los efectos de
ABC. Los experimentos “in vitro” en células humanas reforzaron esta hipétesis. De
nuevo, suramin revirtio los efectos de ABC en la interaccion PMN/PBMC endotelio. El
hecho de que esta accién también fueron revertida por un quelante de Ca?* (EGTA)
confirma la implicacién de los receptores P2X acoplados a canales de calcio y excluye la
implicacion de los receptores P2Y en estos efectos, resultados que se confirmaron al no
observar ninguna reversién con el blogueo farmacolégico de los receptores P2Y. El
bloqueo especifico de los receptores P2X7, y no de otros receptores P impidio los efectos
de ABC confirmando que los efectos de ABC son debidos a la activacién de receptores
P2X;. Por ultimo, los efectos se revirtieron con el pretratamiento con apirasa,
compuesto que hidroliza ATP, que es el ligando endégeno del receptor P2X7y podria ser

el responsable del efecto de ABC.
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La implicacién del receptor P2X; en los efectos proinflamatorios de ABC no es
casual, ya que este receptor estd implicado de forma directa en la generacién de un
ambiente proinflamatorio (Bours et al.,, 2011). La sefializacién purinérgica puede
contribuir a este proceso a través de receptores purinérgicos P2X, localizados en una
gran variedad de tipos celulares, asi, los receptores P2X; han sido descritos tanto en
leucocitos (Burnstock et al., 2014, Karmakar et al., 2016) como en células endoteliales
(Wilson et al., 2007). Los resultados obtenidos mediante el sistema de adhesién en
camara paralela de flujo sefialan a los receptores P2X7 presentes en los leucocitos como

los principales responsables de esta accion proinflamatoria de ABC.

Como hemos mencionado anteriormente, el reclutamiento de leucocitos inducido
por ABC esta mediado por la interaccién entre Mac-1 leucocitaria e ICAM-1 endotelial
(de Pablo et al., 2010). La integrina B2 Mac-1 se considera como un enlace importante
entre la adhesién celulary la trombosis (Hirahashi J et al., 2009); presente en neutréfilos
y monocitos interacciona con ICAM-1 endotelial causando la adhesion de estos al
endotelio. Diversos trabajos relacionan la activacion del receptor P2X7 a nivel endotelial
con la generacion de una inflamacion vascular que lleva al reclutamiento leucocitario
mediante la interaccion Mac-1/ICAM-1 (Ley et al., 2007). Asi, la activacion de este
receptor P2X; por ATP conlleva la entrada de un flujo de Ca?* y la activacién del NALP3
inflamasoma, siendo un potente estimulo para la liberacidon de distintas citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-2, IL-6, IL-18, TNF-a y LPS, asi como la produccién de
EROy la activacidon del factor de transcripcion NF-kB (Bours et al., 2011, Cruz et al., 2007)
que darian lugar finalmente a la expresion de distintas moléculas de adhesion
leucocitarias como Mac-1 o endoteliales como VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina. El
presente estudio estd en linea con este concepto, pero en este caso los receptores P2X;
estan principalmente localizados en leucocitos y su activacion es necesaria para que se

exprese Mac-1 que mediara la interaccién leucocito-endotelio producida por ABC.

Una vez confirmada la implicacion del receptor P2X; leucocitario en los efectos
proinflamatorios de ABC nos planteamos caracterizar el ligando a través del cual estaria
actuando; ya que el efecto de ABC podria deberse a la activacion directa del receptor

por su parte, a su ligando enddégeno ATP o por ultimo al metabolito activo intracelular
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de ABC, CBV-TP. Los resultados obtenidos mediante estudios de union de radioligandos
indican que ABC no es capaz de unirse al receptor en el mismo sitio de union al no ser
capaz de desplazar al radioligando, sin embargo, ATP y CBV-TP si que produjeron un
desplazamiento parcial de éste, lo que indica que si son capaces de unirse al sitio de

unién analizado y podrian ser los responsables del efecto de ABC.

Estos resultados nos llevaron a analizar el efecto de ambos compuestos sobre la
interaccion leucocito-endotelio y sobre la expresion de Mac-1 (CD11b/CD18), ya que
para ser responsables de los efectos de ABC deberian reproducir sus efectos sobre
ambos parametros. Tanto ATP como CBV-TP son capaces de inducir de forma dosis
dependiente la interaccidn leucocito-endotelio en cdmara de flujo y la sobreexpresién
de Mac-1 (CD11b/CD18), reproduciendo los efectos de ABC a concentraciones de 1-10
UM para ATP y de 10 a 50 uM para CBV-TP. En los estudios de la implicacién de la via
purinérgica en estos efectos observamos que el efecto del ATP no es un efecto especifico
del receptor P2X7 al revertir solo el parametro de adhesidn leucocitaria, mientras que el
antagonista inespecifico de los receptores P2X/Y (suramin) y el compuesto que hidroliza
ATP (apirasa) si que revirtieron sus efectos. Una posible explicacién a este resultado
podria ser la implicacién de otro tipo de receptores purinérgicos en los efectos de ATP,
asi como una implicacién mayor de las células endoteliales en su efecto, al contrario que
ocurre con ABC donde intervienen en mayor medida los leucocitos. Por ejemplo, se ha
descrito la implicacion de los receptores P2Y1 en la activacién del endotelio y posterior
adhesidn leucocitaria por parte de ATP y ADP (Cardoso et al., 2017). En el caso de CBV-
TP, los efectos sobre la interaccion leucocito-endotelio y sobre la sobreexpresion de
Mac-1 fueron revertidos por apirasa, suramin y por el antagonista especifico del
receptor P2X; (A804598), resultados que, por tanto, apuntaron al CBV-TP como

responsable de los efectos de ABC.

Una vez demostrado que CBV-TP produce efectos similares a ABC nos planteamos
si seria posible detectar este compuesto a nivel intra y extracelular. ABC es una molécula
de caracter lipofilico, aunque también presenta una alta solubilidad en agua, lo que le
permite atravesar la membrana plasmatica por difusién pasiva y dentro de la célula

transformarse en CBV-TP mediante una serie de reacciones enzimaticas (Barbarino et

183



DISCUSION

al, 2014). Asi, al estudiar el metabolismo de ABC, no encontramos cambios en los niveles
extracelulares de ABC sugiriendo un metabolismo lento por parte de las células HUVEC
y de los leucocitos, encontrando concentraciones bajas de ABC y carbovir total a nivel
intracelular. Los niveles de CBV-TP detectados (HUVEC:298+15.33, PMN:342+18.21,
PBMC: 330+14.32, fmoles/10° células) a pesar de encontrarse dentro del rango clinico
(Moyle et al., 2009) son muy inferiores a los necesarios para inducir la interaccion-
leucocito y la sobreexpresion de Mac-1, y por tanto se descartdé a CBV-TP como

responsable del efecto de ABC.

Una vez descartado al CBV-TP, nos planteamos estudiar el metabolismo de los
nucledtidos, ya que los resultados obtenidos iniciales del estudio no descartan al ATP
como mediador del efecto. Primero, se cuantificaron los niveles de ATP tras tratamiento
con ABC, observando una disminucidon de los niveles de ATP intracelulares en PMN lo
gue podria sugerir una liberacion al medio extracelular, mientras que no se detectd
ninguna variacion en los niveles extracelulares de nucleétidos (rango de 20-600 nM a los
tiempos evaluados). El metabolismo de nucledtidos extracelulares ocurre de manera
rapida a través de una gran variedad de ecto-enzimas, por un lado encontramos las
encargadas de la ruptura secuencial de nucledtidos a adenosina -ecto-nucledsido
trifosfato difosfohidrolasa (E-NTPDasa/CD39), ecto-nucleétido
pirofosfatasa/fosfodiesterasa (E-NPP) y ecto-5"-nucleotidasa (CD73)-, y por otro lado, las
encargadas de la re-sintesis de fosforilos de alta energia a través de reacciones de
fosforilacién en sentido opuesto -adenilato quinasa (AK) y la ecto-nucleésido difosfato
guinasa (E-NDP-K)- (Yegutkin 2008). Se estudid por un lado si el tratamiento con ABC
modificaba el metabolismo de nucledtidos afiadidos exégenamente en HUVEC, PMNs o
PBMCs, y por otro si este tratamiento afectaba a las mencionadas anteriormente. Asi,
observamos una degradacién rapida de ATP y que el tratamiento con ABC no modifico
ni el metabolismo de los nucleétidos, ni la expresién ni la actividad de las enzimas
participes en su degradacién y por tanto se descartd un efecto directo de ABC sobre esta

via de degradacion.

Sin embargo, la reversidon producida por apirasa sobre la interaccidn leucocito-

endotelio y sobre la expresion de Mac-1 producida por ABC nos hizo pensar en el ATP
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como ligando responsable, por lo que estudiamos la accién de esta enzima sobre ABC,
CBV-TP y ATP para descartar que apirasa estuviese degradando el ABC. Los resultados
demostraron que apirasa degrada rapidamente el ATP y el CBV-TP mientras que no
actua sobre ABC, lo que unido a las bajas concentraciones de ATP necesarias para
producir el efecto sobre la interaccion leucocito-endotelio y sobre la expresiéon de Mac-

1 podria sugerir que el ATP es necesario para las acciones del ABC.

Hasta el momento, los estudios realizados confirman una clara implicacién del
receptor P2X7 en los efectos de ABC sobre la interaccién leucocito-endotelio y sobre la
expresion de Mac-1, receptores ademas localizados principalmente en leucocitos, sin
embargo, continla sin estar clara como se lleva a cabo la activacion de este receptor.
Los estudios de unién de radioligandos apuntan al ATP y al CBV-TP, pero CBV-TP queda
descartado al no detectarse niveles suficientes tras el tratamiento con ABC para producir
un efecto sobre la interaccion leucocito-endotelio y expresién de Mac-1. La reversiéon
por parte de apirasa, demostrando que no degrada al ABC y si al ATP, apunta
directamente a este Ultimo como el responsable del efecto de ABC, ademas de observar
una disminucion del ATP intracelular en PMN que podria sugerir una liberacion de éste
al medio extracelular. Sin embargo, los efectos de ATP sobre los parametros evaluados
no son especificos de P2X7y no conseguimos detectar un aumento en los niveles de ATP
extracelular, posiblemente debido a su rapida metabolizacion por parte de las enzimas
encargadas del metabolismo de nucledtidos, que ademds no se ven afectadas por el

tratamiento con ABC.

Recientemente se ha descrito que durante una infeccion o proceso inflamatorio el
receptor P2X; modula su afinidad al ATP a través de diversos agentes mediante
modulacion alostérica que actlan sobre la region extracelular del receptor (Rissiek et
al., 2015 Coddou et al., 2011). Esto plantea la cuestidn de si el cambio de la actividad del
receptor P2X7 puede ocurrir bajo condiciones patoldgicas, permitiendo la activacién de
éste a concentraciones mucho mas bajas que las habituales para activar al receptor (del
orden de 1 mM). Actualmente se sugiere que estas altas concentraciones son un
mecanismo de proteccién del receptor, ya que su activacion como se ha descrito

anteriormente da lugar a la liberacion de diversos mediadores proinflamatorios como
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ERO o IL-1B, de forma que en situaciones fisioldgicas el receptor P2X; se encuentra
inactivo (Di Virgilio et al., 2018). Este receptor es un trimero que necesita de 3 moléculas
de ATP para su activacidn, encontrando su sitio de unién en la regién extracelular. La
ocupacion parcial de estos 3 sitios de union da lugar a su apertura parcial y el posterior
flujo de Ca?*, mientras que la ocupacién de todos los sitios con concentraciones altas de
ATP da lugar a la apertura total del poro. Por tanto, la velocidad y grado de

sensibilizacién determinara el grado de activacién del receptor (Moura et al., 2015).

A partir de la estructura del receptor P2Xs en peces cebra se han construido
modelos homdlogos del receptor P2X;, lo que ha permitido el estudio del receptor
mediante cristalografia y estudios de “docking” (Karasawa et al., 2016). Los estudios de
“docking” consisten en un modelado molecular que nos permite predecir cual es la
conformacion de una molécula al unirse con otra, analizando |a estabilidad del complejo
mediante la fuerza de unién de esta asociacion. El modelo del receptor se basa en la
presencia de dos sitios de union distintos, un sitio de unién principal o sitio 1 (del ATP)
y otro sitio de unidn secundario o sitio 2 para el AB04598. Esto implica que el antagonista
A804598 actuaria como antagonista no competitivo reversible, a diferencia de lo
descrito inicialmente donde se definia como un antagonista competitivo reversible del
receptor (Donelly-Roberts et al., 2009). Varios estudios recientes donde confirman un
nuevo sitio de unidn cercano al sitio de unidn principal y que sélo esta presente en el
receptor P2X; (Karasawa et al., 2016, Di Virgilio et al., 2018) pudiendo explicar los

resultados previos obtenidos.

Los resultados obtenidos mediante los estudios de “docking” sugieren que ABC no
es capaz de interaccionar en el sitio de unién principal del ATP, teniendo energias de
unién no favorables (positiva) y por tanto siendo incapaz de formar un complejo estable
con el receptor; mientras que para ATP y CBV-TP si que se obtuvieron energias muy
favorables formando ambos complejos estables con capacidad de activacién del
receptor en este sitio de union 1. El segundo sitio de unidn analizado es el sitio de unién
del A804598 o sitio 2, en este ABC si que es capaz de interaccionar y formar un complejo
estable pudiendo modular al receptor. Ademas, ATP y CBV-TP presentan una energia

libre favorable por este sitio de unidn, aunque ésta es menor que la que presentan en
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el sitio principal de union del ATP lo que explica los resultados obtenidos en los estudios
de unidon de radioligandos donde ATP y CBV-TP desplazaban de forma parcial al
[®H]A804598. Sin embargo, esto no explicaria porque en los estudios de unidon de
radioligandos ABC no fue capaz de desplazar al [*H]A804598, ya que los estudios de
“docking” sugieren que ambos compiten por el mismo sitio de unién. Una posible
explicacion seria la mayor afinidad del radioligando por el sitio de unidn, pero al ser una
union reversible altas concentraciones de ABC deberian ser capaces de desplazarlo. Por
lo tanto, nos planteamos realizar estudios de docking donde el A804598 se encuentra
unido en el cristal de forma previa a la adicién de ABC. En este caso observamos como
ABC es capaz de interaccionar en el sitio de unién del A804598 ocupando una zona
adyacente a éste sin desplazarlo e interaccionando de forma distinta con una energia de
uniéon mucho menor, lo que da una explicacion al problema planteado previamente.
Estos resultados junto con los obtenidos apuntan directamente a ABC como el
responsable de la activacion del receptor al sensibilizarlo a la accidn del ATP y
planteando por primera vez la modulacion alostérica del receptor P2X; como el

mecanismo de accién proinflamatoria de ABC (Figura 65).

Como hemos comentado anteriormente, se ha descrito un nuevo sitio de unién
alostérica cercano al sitio de union del ATP, capaz de modular la activacion del receptor
(Di Virgilio et al., 2018). Actualmente se conoce que el receptor P2X7 presenta una gran
variedad de compuestos que actuan de forma alostérica inhibiendo o sensibilizandolo a
la accion del ATP (Coddou et al., 2011, Moura et al., 2015, Di Virgilio et al., 2018). Esto,
junto con las altas concentraciones de ATP necesarias para activar al receptor llevo a
plantearse si éste seria el Unico agonista del receptor, o si por el contrario durante
situaciones patoldgicas existen otros factores que modulen la activacién del receptor
sensibilizandolo y disminuyendo su umbral de activacion. Esto llevo al descubrimiento
de distintos compuestos que actuan como moduladores positivos del receptor
sensibilizandolo al ATP, desde otros nucleétidos como nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD) (Haag et al., 2007) a agonistas no nucleotidicos como la proteina B
amiloide, proteoglicanos o distintos compuestos de sintesis que actuan potenciando el

efecto del ATP sobre el receptor (Di virgilio et al., 2017, Moura et al., 2015)
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Por tanto, con el fin de ampliar nuestra hipodtesis nos planteamos si el ABC fuera
un modulador alostérico capaz de sensibilizar al receptor P2X7 a la accion del ATP
realizando experimentos de potenciacidn sobre los pardmetros evaluados que pudieran
confirmar de manera funcional esta modulacion alostérica. Mediante el empleo de
concentraciones bajas de ABC, CBV-TP y ATP que de forma individual no producen un
efecto evaluamos el efecto de las combinaciones de estos compuestos sobre la
interaccion leucocito-endotelio y sobre la expresion de Mac-1. Asi, se observé como las
combinaciones de ABC/ATP y ABC/CBV-TP de forma conjunta si que producen un
aumento en el rodamiento y la velocidad de rodamiento de PMN y PBMC y un aumento
de la molécula de adhesidn leucocitaria Mac-1, siendo estos efectos revertidos por el
antagonista especifico del receptor P2X; A804598. Estos resultados confirmarian
modulacion alostérica del receptor por ABC. Este a concentraciones bajas podria estar
interaccionando en su sitio de unidn, sensibilizando al receptor a la unién de ATP y
permitiendo que concentraciones bajas de este nucledtido lo activen con la ayuda de
ABC. La eleccién de concentraciones bajas de ambos compuestos se realizd en base a
los resultados obtenidos anteriormente ya que concentraciones mas altas de ATP
podrian estar ocupando ambos sitios de unidn e impidiendo que el ABC actue, mientras
que concentraciones mas altas de ABC serian capaces de activar el sistema mediante el

ATP enddgeno.

La disminucion de ATP intracelular detectada en PMN tras tratamiento con ABC
también apunta a una liberacion de ATP al medio extracelular. Sin embargo, los niveles
de nucledtidos extracelulares no se vieron afectados, encontrandose niveles de ATP de
entre 50-130 nM, de ADP entre 20-250 nM y AMP entre 10-600 nM. Estas
concentraciones no llegan a reflejar de forma precisa la concentracion real de ATP en
las proximidades de la membrana plasmatica. Diversos estudios sugieren que el ATP se
puede liberar de distintos lugares de la célula acumulandose a concentraciones
suficientes para activar el receptor P2X7 de forma paracrina y/o autocrina (Joseph et al.,
2003, Fabbro et al., 2004) lo que unido a su rapida degradacién hace muy dificil su
deteccion. Por ello, se estudid la posible implicacion de los dos canales de ATP mas
importantes en inflamacion, los canales Cx43 y panx-1. Ambos estan asociados a

procesos inflamatorios y la activacion de receptores purinérgicos (Fortes et al., 2004,
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Locovei et al., 2006). Por ello, mediante el pretratamiento con distintos antagonistas de
estos canales se analizaron la interaccion leucocito-endotelio y la expresién de Mac-1
tras tratamiento con ABC. Carbenexolona y Gap?®, ambos bloqueantes de los canales de
Cx43 presentes en leucocitos, revirtieron los efectos de ABC sugiriendo una posible
liberacion de ATP en PMN y PBMC tras la activacidon del receptor, el cual al estar

sensibilizado por ABC puede ejercer su accion sobre el receptor.

Actualmente nuestro grupo se encuentra estudiando el efecto de ABC sobre la
poblacién plaguetaria, concretamente la interaccidon de las plaguetas con el endotelio y
los leucocitos que corresponderian con pasos esenciales para el desarrollo de procesos
trombédticos (Projahn et al., 2012, Gawaz et al., 2005). Recientemente hemos publicado
gue ABC no afecta directamente a la activacion plaguetaria pero si induce la adhesién
de plaquetas al endotelio mediante la interaccién entre P-selectina e ICAM-1
endoteliales con GPlIb/Illa y GPIba plaquetarias (Alvarez et al., 2017). Mediante el
modelo de Cloruro Férrico, uno de los mas empleados hoy en dia para la generacién de
procesos trombadticos englobando dafo endotelial y activacidén plaguetaria mediante el
empleo de concentraciones bajas a las que el FeCls no es capaz de producir este dafio,
pero predispone al endotelio a la formacion de procesos trombodticos mediante factores
externos (Westrick et al., 1995). Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren un

efecto protrombético “in vivo” de ABC en arteriolas de cremaster de raton.

En conclusion, el mecanismo planteado para ABC en base a los resultados
obtenidos en la presente tesis se basa en la modulacidn alostérica de ABC sobre el
receptor de ATP P2X7 localizado principalmente en leucocitos. ABC a concentraciones
clinicamente relevantes puede activar el receptor, sensibilizandolo a la unidn del ATP
enddgeno y favoreciendo su liberacion a través de los canales de Cx43 presentes en
leucocitos. Este ATP actuaria de forma autocrina/paracrina sobre el propio receptor
amplificando el proceso. La activacidn del receptor P2X7 da lugar a la sobreexpresion de
la integrina B2 Mac-1 que interactua con ICAM-1 endotelial provocando la adhesion de
los leucocitos al endotelio y dando lugar a uno de los primeros pasos en la generacion
de un proceso inflamatorio que junto con la adhesion de plaquetas al endotelio a través

de P-selectina e ICAM-1 endoteliales con GPIIb/Illa y GPlba plaquetarias tras activacion
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del receptor P2X7 endotelial (Alvarez et al., 2017) constituyen los primeros pasos para la
formacién de un proceso trombotico (Figura 75). Este mecanismo seria compatible con

la toxicidad vascular descrita en clinica.
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Figura 75. Mecanismo de accién propuesto de ABC. En la figura se observa como ABC
actua sensibilizando al receptor P2X7 a la accién del ATP el cual puede ser liberado a
través de los canales de conexina. Por otro lado, la activacion del receptor P2X; lleva a
la expresién de Mac-1 leucocitaria que interactia con ICAM-1 endotelial dando lugar a
la adhesidn leucocitaria sobre el endotelio vascular.
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El efecto proinflamatorio de ABC medido como interaccion leucocito-endotelio
esta mediado por los receptores P2X7 localizados principalmente en los leucocitos
(PMNy PBMC) y en menor medida en las células endoteliales. Ademas, el aumento
de la expresidon de la molécula de adhesion leucocitaria (Mac-1) en neutréfilos y

monocitos inducida por ABC se debe también a la activacion del receptor P2X5.

En estudios de union al receptor P2X7, ABC no desplaza al radioligando mientras

qgue ATP y CBV-TP si que lo hacen.

El ligando enddgeno del receptor P2X7 (ATP) y el metabolito activo de ABC (CBV-
TP) reproducen los efectos de ABC tanto en la interaccién leucocito-endotelio
como sobre el aumento de la expresién de Mac-1. Los efectos de ATP no estdn

mediados de forma especifica por P2X;, mientras que los de CBV-TP si.

La metabolizacion de ABC a su metabolito activo CBV-TP es lenta, detectandose
cantidades de CBV-TP inferiores a las necesarias para reproducir el efecto de ABC,

lo cual lo descarta como responsable de la accion de este antirretroviral.

El tratamiento con ABC no modifica los niveles de nucledtidos extracelulares en
los tipos celulares analizados (HUVEC, PMN y PBMC). ABC tampoco afecta a la
velocidad de degradacion del ATP ni a la expresion proteica o a la actividad
enzimdatica de CD39 y CD73 (enzimas responsables de la degradacién de este

nucledtido).

El efecto de ABC sobre la interaccion leucocito-endotelio es revertido por apirasa.
apuntando al ATP como responsable de la accién de ABC. Ademas, ésta no afecta

a los niveles de ABC y si que es capaz de degradar rapidamente al ATP.

Estudios de “docking” en el receptor P2X7 definen dos sitios de unidn al receptor,
uno para el ATP (sitio 1) y otro para el antagonista especifico del P2X; A804598

(sitio 2). ATP y CBV-TP son capaces de unirse a ambos sitios de unidn, teniendo
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mas afinidad por el sitio 1. ABC no tiene afinidad por el sitio de union 1, mientras
si que interacciona formando un complejo estable con el sitio de unién 2,

sugiriendo una posible modulacion alostérica del receptor por parte de ABC.

El tratamiento con distintas combinaciones de ATP y ABC a concentraciones que
por si solas no produjeron un efecto sobre la interaccidon leucocito-endotelio ni
sobre la expresion de Mac-1 si que indujeron un incremento significativo de ambos
parametros. Ademas, estos aumentos se revierten con el pretratamiento con el
antagonista del receptor P2X7, confirmando la modulacion alostérica del receptor

por parte ABC al potenciar los efectos de ATP.

El efecto sobre la interaccidon leucocito-endotelio y sobreexpresiéon de Mac-1
inducido por ABC es revertido con el pretratamiento con bloqueantes de los
transportadores de ATP. Estos resultados apuntan a los canales de conexina como
los responsables de la liberacidén de ATP intracelular, el cual estaria actuando sobre

los receptores P2Xy.

Los efectos de ABC sobre la interaccién leucocito-endotelio “in vitro” se
reproducen “in vivo” en vénulas de cremaster de raton. El receptor P2X; es el
responsable de estos efectos ya que no se reproducen tras el pretratamiento con
el antagonista especifico del receptor P2X7 ni en ratones KO para este receptor.
Ademas, ABC redujo el tiempo de oclusidn en arterias de cremaster de raton en

un modelo de trombosis.
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The proinflammatory effects of ABC on leukocyte-endothelial interactions are
mediated by P2X; mainly located in leukocytes (PMN or PBMC) and, to a lesser
extent, in endothelial cells. Moreover, the overexpression of Mac-1 induced by

ABC it is also due to P2X7involvement.

Studies assessing the binding of ABC to the P2X; receptor show that the drug does
not inhibit the specific binding of the radioligand. In contrast, ATP and CBV-TP

exhibit a partial activity towards inhibiting specific binding of the radioligand.

The endogenous ligand of P2X7 (ATP) and the active metabolite of ABC (CBV-TP)
reproduce the effects of ABC on leukocyte-endothelial cells and Mac-1
overexpression. The P2X; receptor mediates CBV-T's effects but does not

influence ATP’s effects in a specific manner.

ABC has a low metabolization to its active metabolite CBV-TP, with lower levels of
CBV-TP than those being required to reproduce the effects of ABC. Thus, it can be

ruled out as being responsible for the effect of ABC.

ABC treatment does not modify extracellular levels of nucleotides in any of the cell
types analyzed (HUVEC, PMN and PBMC). ABC also does not modify the
degradation of ATP, protein expression or enzymatic activity of CD39 and CD73

(enzymes that degrade this nucleotide).

The effect of ABC on leukocyte-endothelial interactions is reverted by apyrase,
pointing to ATP as the main contributor to the actions of ABC. Moreover, apyrase

does not modify the levels of ABC, whereas it degrades ATP rapidly.

Docking studies of the P2X7 receptor define two sites of binding to the receptor:
one for ATP (site 1) and the other for the specific antagonist of the P2X7 receptor
A804598 (site 2). ATP and CBV-TP are capable of binding to both binding sites, but

with more affinity for site 1. ABC does not have affinity for site 1, whereas it is able
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to interact with site 2, suggesting a possible alosteric modulation of the P2X;

receptor by ABC.

Treatment with different combinations of ATP and ABC at concentrations that do
not induce leukocyte-endothelial interactions and Mac-1 expression by
themselves are able to induce a significant increment of both parameters when
employed in combination. Moreover, this effect is reverted with pretreatment
with the P2X; specific antagonist, thus supporting the concept of an alosteric

modulation of ABC.

The leukocyte-endothelial interactions and Mac-1 overexpression induced by ABC
are reverted by pretreatment with ATP channel blockers. This points to connexin
channels as the main contributors to the release of ATP that interacts with P2Xy

receptors.

The effects of ABC on leukocyte-endothelial interactions are reproduced in an in
vivo model. These effects are not reproduced by pretreatment with the specific
antagonist of the P2X; receptor or in KO mice for this receptor, pointing to the
P2X; receptor as the main contributor to the effects of ABC. Moreover, ABC
reduces the time to occlusion of cremasteric arterioles in an “in vivo” model of

thrombosis.
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