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RESUMEN

La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un im-
portante problema de Salud Pública que afecta a unos 34 millones de indivi-
duos en el mundo. En el ámbito de la Unión Europea, España es el país con
mayor tasa de incidencia y número de casos diagnosticados. La lipodistrofia aso-
ciada al VIH es un síndrome que aparece con frecuencia en los pacientes VIH
sometidos a tratamiento antirretroviral y que consiste en una redistribución de
grasa corporal así como varias alteraciones metabólicas, que puede afectar a
la calidad de vida del paciente, disminuir la adherencia a los tratamientos y en
el caso de la lipoatrofia facial puede erosionar la autoestima, causar trastornos
psicológicos y depresión. Desde el área de Enfermedades Infecciosas del Hos-
pital San Pedro-CIBIR se quiere conocer en mayor profundidad algunos as-
pectos de esta alteración para así contribuir a una mayor supervivencia de estos
pacientes y mejorar su calidad de vida. Para acometer este objetivo, se están
abordando tanto estudios in vitro con líneas celulares de adipocitos, así como
estudios empleando las últimas tecnologías -omicas en el recién creado labo-
ratorio de VIH y alteraciones metabólicas asociadas del CIBIR.

Palabras clave: VIH, Antiretrovirales, Lipodistrofia, Adipocitos.

HIV infection is a major Public Health problem that affects up to 34
million people worldwide. Spain is the country with the highest incidence rate
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and number of diagnosed cases. HIV-associated lipodystrophy is a syndrome
very common in HIV patients under antiretroviral therapy that consists of a
redistribution of body fat and several metabolic disorders that can affect the
quality of life of these patients and also can induce a lower adherence to the
treatments. Furthermore, facial lipoatrophy can erode self-esteem, cause
psychological distress and depression. The Area of Infectious Diseases at
Hospital San Pedro-CIBIR wants to investigate in more detail some aspects of
this alteration, thus, contributing to increased survival of these patients and
improving their quality of life. In order to achieve this objective, both in vitro
studies with different adipocyte cell lines but also studies using the latest
technologies-omics approaches are addressed in the newly established
laboratory of HIV and associated metabolic disturbances of CIBIR.

Key words: HIV, Antiretrovirals, Lipodystrophy, Adipocyte.

1. INFECCIÓN POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA
(VIH) Y TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL

La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un
grave problema de Salud Pública que afecta a más de 34 millones de perso-
nas en todo el mundo. Desde su descubrimiento en los años 80, esta pan-
demia ha infectado al menos a 60 millones de personas y ha causado más
de 25 millones de muertes (Merson et al., 2008). En el ámbito de la Unión
Europea, España es uno de los países con mayor incidencia de esta enfer-
medad. Desde el año 2003 se han notificado un total de 17.183 diagnósticos
de infección por VIH y las tasas anuales de los nuevos diagnósticos por mi-
llón de habitantes varían de 96,4 en 2003 a 88,5 en 2010.

En lo que a la transmisión de la infección se refiere, en nuestro medio,
si bien al principio de la epidemia la mayoría de los pacientes se infectaban
a través del uso de drogas por vía parenteral, en el momento actual se pro-
duce a través de la vía sexual (79%). Así, la principal vía de infección son los
hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres (46,1%), seguida
de la transmisión heterosexual (33,1%), y el uso de drogas intravenosas
(5,9%). En lo que al sexo de los pacientes se refiere, la mayoría son hombres
(82%). Estos datos son superponibles, en parte, a los de nuestra Comunidad
en donde desde 2003 se han notificado 229 casos.

La introducción de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha
traído consigo una mejoría considerable en el pronóstico de los pacientes in-
fectados por VIH con una reducción significativa de la morbilidad y mortali-
dad (Lohse y Obel, 2007). Por este motivo, la infección por VIH ha pasado de
ser una enfermedad fatal para convertirse en una infección crónica. Hasta la
fecha disponemos de más de 20 medicamentos antirretrovirales aprobados. Es-
tas terapias se clasifican en seis grupos de acuerdo a los mecanismos por los
que interrumpen el ciclo de vida del VIH (tabla 1). Las actuales guías de prác-
tica clínica recomiendan como tratamiento de primera línea el uso de dos in-
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hibidores nucleósidos/nucleótidos de la transcriptasa inversa (NRTI) en com-
binación con un inhibidor de la proteasa (IP) o un inhibidor no nucleósido de
la transcriptasa inversa (NNRTI) (Thompson et al., 2010) o un inhibidor de la
integrasa (Guías de GESIDA y DHHS). Sin embargo, el TARGA no elimina por
completo la infección por el VIH y el tratamiento debe mantenerse de por vida.
Además, y a pesar de los claros efectos beneficiosos del mismo, y de que cada
vez los fármacos son más seguros, el uso prolongado de algunos de los trata-
mientos antirretrovirales se ha relacionado a largo plazo con efectos adversos
que pueden comprometer la salud del paciente. Estos efectos nocivos se han
descrito para la mayoría de los medicamentos antirretrovirales y constituyen la
causa más frecuente de interrupción del TARGA. Algunas de estas complica-
ciones se relacionan con eventos cardiovasculares, neurocognitivos, óseos o re-
nales (Fedele et al., 2011; Mothobi y Brew 2012; Stebbing et al., 2009). En este
sentido, uno de los eventos secundarios más frecuentes causado principalmente
por el TARGA se conoce como “Síndrome de Lipodistrofia Asociada al VIH”.

TABLA 1.

Familias de fármacos antirretrovirales y mecanismos de acción

Familia de antiretrovirales Mecanismo de acción

Análogos nucleotidos/sidos
(Abacavir, Didanosina, Emtricitabina, Inhiben la trasnscriptasa inversa, una enzima
Lamivudina, Estavudina, Tenofovir, necesaria para que en su multiplicación el VIH
Zidovudina) pueda hacer copias de sí mismo.

Análogos no nucleósidos
(Efavirenz, Etravirina, Nevirapina)

Inhibidores de la proteasa Inhiben el funcionamiento de una proteína
(Atazanavir. Darunavir, Fosamprenavir, funcional del VIH, la proteasa, lo que impide la
Lopinavir, Ritonavir, Saquinavir) maduración de los nuevos virus del VIH.

Inhibidores de la fusión Inhiben la fusión del VIH a las células del sistema
(Enfuvirtida) inmune

Antagonista del correceptor CCR5
(Maraviroc)

Inhibidor de la integrasa Interfieren con la integrasa, una enzima necesaria
(Raltegravir) para la inserción del material genético del virus en

las células infectadas. 

1.1. Lipodistrofia asociada al VIH

En 1998, Carr y colaboradores describieron un nuevo síndrome en pa-
cientes infectados por el VIH que recibían TARGA y que se denominó “Li-
podistrofia Asociada a la Infección por VIH (LD)” (Carr et al., 1998). El signo
clínico más prominente en este síndrome es la pérdida de grasa subcutánea
(lipoatrofia) en la cara (periorbital y temporal), las extremidades y los glú-
teos. Por el contrario, en ocasiones lo que se observa es una acumulación de
grasa (fundamentalmente de tipo visceral) en la región abdominal y pecto-
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ral así como dentro del músculo y del hígado (Mallon et al., 2001). En algu-
nos casos se observa la aparición de lipomas, especialmente característicos
los de la región dorsocervical (jiba de búfalo). Estas alteraciones no ocurren
necesariamente en el mismo paciente o con la misma frecuencia. La pérdida
de tejido adiposo subcutáneo se repite con frecuencia, aunque más de la mi-
tad de los pacientes presentan una forma mixta: pérdida de la grasa subcu-
tánea, junto con un aumento notable en el tejido adiposo visceral (Miller et
al., 2003). De forma paralela, este síndrome se acompaña de varias altera-
ciones metabólicas como la hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hiper-
tensión y otras enfermedades cardiovasculares que disminuyen la calidad de
vida del paciente y suponen, de alguna manera, una fuente de morbilidad
aditiva a la del propio virus (Mallon et al., 2001).

La prevalencia del síndrome de lipodistrofia asociada al VIH es de apro-
ximadamente un 50%, aunque los porcentajes descritos varían en función del
estudio (20-80%) (Bernasconi et al., 2002; Chen et al., 2002; Lichtenstein et al.
2006; Miller et al., 2003). Esta diferencia se debe, entre otras causas, a que no
existe una única definición de caso, es decir, a la falta de estandarización y téc-
nica de referencia para definir este síndrome. En este sentido, el DXA (Dual
Energy Xray Absorptiometry) parece ser la técnica gold-standard para su diag-
nóstico y, de hecho, se está trabajando en la preparación de tablas con puntos
de corte para el diagnóstico de este síndrome en pacientes VIH (Freitas et al.,
2010), aunque actualmente estos datos no están disponibles. Por otro lado, tam-
bién es importante tener en cuenta que la incidencia de LD varía en función
del tipo de TARGA empleado. En cualquier caso, su incidencia es alta y aumenta
a medida que lo hace la exposición al TARGA. Según Martínez y colaborado-
res, con las antiguas pautas de TARGA, la incidencia acumulada de lipodistro-
fia en pacientes con TARGA durante 1 año era del 23%, y por cada 6 meses más
bajo dicho tratamiento el riesgo se incrementaba en un 45% (Martinez et al.,
2001). Es importante también destacar que aunque la probabilidad de desarrollar
lipoatrofia se ha reducido en los países occidentales de forma paralela al cam-
bio significativo que se ha observado en el patrón de prescripción del TARGA,
la lipodistrofia es todavía un problema hoy en día (Nguyen et al., 2008) y el
riesgo de desarrollo con los nuevos fármacos no ha desaparecido. Por tanto,
se debe realizar un esfuerzo para conocer en mayor profundidad estas altera-
ciones y tratarlas. Además, y en particular la lipoatrofia facial, puede erosionar
la autoestima, causar trastornos psicológicos, afectar a la calidad de vida del pa-
ciente y llevar a la depresión. También afecta a la adherencia a los tratamien-
tos. Por ello, la LD tiene un gran impacto social con un gran número de
asociaciones que tratan de proporcionar la información necesaria a los pacientes:
apoyo psicológico, asesoramiento jurídico etc. Un ejemplo es el programa “Cara
o Cruz, Elige Siempre Cara” (http://www.eligesiemprecara.com/), una web crea-
da por CESIDA para resolver todas las dudas en lo referente al VIH en relación
con la lipodistrofia.

Hasta la fecha, no existe ningún tratamiento eficaz contra la lipodistro-
fia. El efecto que supone el cambio en el TARGA es limitado dado que con
ello se puede evitar que las lesiones progresen y el incremento de grasa es
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muchas veces muy lento o afecta por igual al depósito graso subcutáneo y
visceral. Por ahora, sólo la cirugía estética parece ser clínicamente recomen-
dada. Debido a la alta incidencia de este síndrome en los pacientes infecta-
dos por el VIH y a su gran importancia psicológica y social, el Ministerio
español de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad financia el tratamiento qui-
rúrgico de la lipoatrofia facial desde hace unos años.

Por todo lo expuesto hasta aquí, la mejor forma de tratar la lipodistro-
fia es conocer en profundidad los mecanismos que subyacen a su desarro-
llo con el objeto de prevenir su aparición y/o modular sus efectos adversos.
Así, estamos convencidos de que el tratamiento y/o prevención de la lipo-
distrofia y de sus alteraciones metabólicas asociadas conducirá a mejorar la
calidad de vida del paciente y que favorecerá su adhesión a los distintos tra-
tamientos antirretrovirales. De hecho, la investigación de esta patología ha
despertado un gran interés en la sociedad científica y farmaceútica en los úl-
timos años donde se está trabajando en el desarrollo de fármacos con me-
nos efectos secundarios.

Varios estudios sugieren que el origen de la lipodistrofia se encuentra en
el mal funcionamiento del tejido adiposo. De hecho, es la segunda alteración
del tejido adiposo más prevalente después de la obesidad. Estos hechos pa-
recen sugerir que estrategias que consigan revertir el daño ocasionado a ni-
vel adipocitario podrían revertir, o al menos minimizar, los efectos negativos
de este síndrome. El tejido adiposo blanco es el principal órgano de reserva
energética del organismo. Tradicionalmente, este tejido se consideraba un de-
pósito pasivo destinado al almacenamiento de lípidos (lipogénesis) o a su mo-
vilización cuando el organismo requiere su energía (lipólisis). Sin embargo,
lejos de ser un mero almacén de energía, también interviene en procesos
como el aislamiento térmico, la protección mecánica y la termorregulación
(Ramsay 1996; Spiegelman y Flier 1996). Numerosos estudios de la última dé-
cada han demostrado que el tejido adiposo es, además, un importante órgano
secretor endocrino y paracrino que secreta moléculas implicadas en la re-
gulación del peso corporal (leptina), en el metabolismo vascular (inhibidor
del activador de plasminógeno (PAI-1) y angiotensina), en la homeostasis de
la glucosa y la sensibilidad a la insulina (adiponectina y resistina) y en nu-
merosos procesos inflamatorios (factor de necrosis tumoral α (TNF-α), in-
terleuquina-1 y 6 (IL-1 e IL-6)) (Kershaw y Flier 2004; Moreno y Martinez 2002;
Pérez-Matute y Moreno-Aliaga 2010), lo que parece sugerir que alteraciones
en su patrón secretor o de almacenamiento energético pudiera contribuir a
las alteraciones metabólicas asociadas a la LD. Además, los diferentes depó-
sitos grasos del organismo, especialmente la grasa subcutánea y la visceral
no son sólo fisiológicamente diferentes sino también metabólicamente dife-
rentes siendo la grasa visceral la más estrechamente relacionada con los even-
tos cardiovasculares y otros efectos metabólicos negativos. De hecho, en el
síndrome de lipodistrofia asociado a VIH se observa una pérdida de grasa sub-
cutánea y por el contrario un incremento de los depósitos viscerales (los per-
judiciales metabólicamente hablando).
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En cuanto al papel de los diferentes fármacos antirretrovirales en el desa-
rrollo de LD, en general se ha descrito que los inhibidores de la proteasa
favorecen el desarrollo de la resistencia a la insulina, las hiperlipidemias y
la obesidad visceral fundamentalmente. Sin embargo, los inhibidores de la
transcriptasa inversa parecen favorecer la lipoatrofia al inducir toxicidad mi-
tocondrial y apoptosis. Más concretamente, se ha demostrado que esta fa-
milia de fármacos antirretrovirales inhiben la ADN polimerasa-γ y que
conduce a una disminución de la replicación del ADN mitocondrial, a la dis-
minución de la proteína desacoplante UCP2 y en resumidas cuentas con-
vierte a las mitocondrias en orgánulos no funcionales. Además, algunos de
los fármacos incluidos en esta familia incrementan la producción de espe-
cies reactivas de oxígeno en tejido adiposo y este incremento del estrés oxi-
dativo parece estar asociado con la disminución de la lipogénesis así como
con el incremento de un estado inflamatorio tanto a nivel del tejido adiposo
como sistémico y, en definitiva, al desarrollo de diversas alteraciones me-
tabólicas como la resistencia a la insulina (Lagathu et al., 2007). Además,
ambas familias de fármacos parecen actuar inhibiendo la diferenciación adi-
pocitaria (conversión de preadipocitos a adipocitos), que, a largo plazo,
conduce a una disminución significativa de grasa subcutánea (Giralt et al.,
2011). Es importante señalar además que estudios realizados en los últimos
años parecen sugerir que los fármacos antirretrovirales ejercen efectos di-
ferenciales según afecten a la grasa subcutánea o a la visceral (Jones et al.,
2008).

Es importante puntualizar que además del TARGA, existen otros fac-
tores que también podrían estar relacionados con la aparición de lipodis-
trofia como la edad de los pacientes, el sexo femenino, el mayor grado de
inmunodepresión a la hora de iniciar el tratamiento o el propio VIH que
parece también contribuir de una manera independiente en el desarrollo de
este síndrome. De hecho, en pacientes infectados por el VIH pero sin tra-
tamiento antirretroviral se han observado alteraciones mitocondriales en te-
jido adiposo (Garrabou et al., 2011) y metabólicas como hipertrigliceridemia,
pérdida de masa proteica, así como alteraciones vasculares y aterosclero-
sis independientemente de otros factores metabólicos (Oliviero et al.,
2009). Por último, otro factor de riesgo para desarrollar este síndrome es la
genética del individuo (polimorfismos en el gen del receptor beta-3 adre-
nérgico, en del transporte de glucosa etc…). En este sentido, la genética
juega un papel muy importante aunque es un campo todavía por explorar
en mayor profundidad.

2. EN LA RIOJA SE INVESTIGA EN VIH Y LIPODISTROFIA: ÁREA DE
ENFERMEDADES INFECCIOSAS DEL HOSPITAL SAN PEDRO-CIBIR

El área de Enfermedades Infecciosas del Hospital San Pedro tiene una ex-
periencia considerable en el estudio y tratamiento del SIDA en los últimos 20
años. Este grupo trata aproximadamente al 99% de los pacientes infectados por
el VIH de nuestra comunidad, lo que representa unos 600 pacientes. Sin em-
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bargo, es importante destacar que además del papel asistencial llevado a cabo
por estos profesionales de la salud (médicos, enfermeras, psicóloga, etc.), el área
de Enfermedades Infecciosas siempre se ha caracterizado por haber querido
conocer en mayor profundidad los mecanismos implicados en esta patología,
así como el papel, y sobre todo la seguridad, de los diferentes fármacos que
se utilizan para el tratamiento de la infección por VIH. En los últimos años,
nuestra área ha participado de forma activa en numerosos ensayos clínicos na-
cionales e internacionales (fase III- fase IV), que han contribuido a demostrar
la eficacia y seguridad de los nuevos tratamientos antirretrovirales. Del mismo
modo, y dado que la epidemiología de esta infección es cambiante, el grupo
colabora en Estudios Multicéntricos relacionados con algunas de sus comor-
bilidades (infección por el virus del papiloma humano) y con el estudio del
envejecimiento de esta población. El grupo es parte activa de la red temática
de Investigación en Salud Social (FIS) del Ministerio de Sanidad, Servicios So-
ciales e Igualdad de España (G03/173) con el título “Red de Investigación en
SIDA” (RIS). En esta Red se investiga la tendencia de la epidemia y en general
la Infección por VIH y sus complicaciones, como infecciones, coinfecciones y
neoplasias asociadas. El Grupo de Infecciosas del Hospital San Pedro-CIBIR
también forma parte de la “Red Española de Investigación en Patología In-
fecciosa” (REIPI) (2009) (RD06/0008/0000). Además, este grupo proporciona
regularmente datos epidemiológicos (nuevas infecciones, etc) y muestras
(sangre y fluidos biológicos) para el biobanco nacional creado a través de las
redes antes mencionadas.

En abril de 2009, fue creado en el CIBIR un nuevo laboratorio y una
nueva línea de investigación con el fin de profundizar en los mecanismos
moleculares subyacentes a la infección por VIH y a las alteraciones meta-
bólicas asociadas, especialmente la lipodistrofia. Esta unidad de investiga-
ción se constituyó gracias a la incorporación de investigadores básicos con
años de experiencia en el manejo de técnicas de biología molecular, gené-
tica, transcriptómica, etc. aplicadas al metabolismo, que se unieron sinérgi-
camente a la experiencia clínica del personal del área de Enfermedades
Infecciosas del Hospital San Pedro. De esta forma, y con la puesta en mar-
cha de este nuevo laboratorio, el área de Enfermedades Infecciosas se
complementa y se hace lo suficientemente fuerte para hacer frente a las de-
mandas del siglo XXI: Investigación traslacional (del laboratorio al paciente)
al estar en condiciones desde este momento de analizar la infección por VIH
desde diferentes puntos de vista: el aspecto asistencial y epidemiológico
desde el Hospital y desde un punto de vista de investigación básica/mole-
cular en el laboratorio del CIBIR.

Aunque esta unidad es de reciente formación, ya en estos pocos años
de andadura ha conseguido varias publicaciones y proyectos que avalan su
buen hacer. En este sentido, y aunque no existen en la actualidad estudios
a largo plazo ni se conocen sus efectos directos sobre el adipocito, las nue-
vas familias de fármacos antirretrovirales (inhibidores de la integrasa, de la
proteasa, inhibidores del CCR5, etc.) parecen tener menores efectos negati-
vos en la grasa corporal así como en el metabolismo lipídico y glucídico. Por
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ello, es especialmente interesante la línea de investigación de este laborato-
rio del CIBIR en la que se está analizando el papel de estos nuevos antirre-
trovirales sobre el metabolismo y función de los adipocitos, para, de esta
manera, dar respuesta molecular al perfil neutro o incluso beneficioso que
se ha descrito para ellos en estudios clínicos. Otro objetivo inmediato que se
plantea este grupo de investigación es la búsqueda de moléculas (nutrientes
con carácter antioxidante) que sean capaces de revertir los efectos negativos
observados con algunos fármacos clásicos que, sin embargo, siguen emple-
ándose en la práctica clínica. En este sentido, cabe resaltar el proyecto, fi-
nanciado por el Instituto de Estudios Riojanos y para el cual se ha incorporado
un becario financiado mediante una de las Becas ADER 2012 (becas para la
integración de Tecnólogos e Investigadores en Centros Productivos y de In-
vestigación de La Rioja), en el que se están analizando los efectos de dife-
rentes hongos cultivados en nuestra Comunidad sobre el adipocito, como
primer paso para posteriormente poder emplearlos para contrarrestar los efec-
tos negativos descritos para zidovudina, abacavir, tenofovir o efavirenz. Los
resultados que se deriven de este segundo proyecto conducirán a mejorar la
calidad de vida del paciente infectado por el VIH así como a mejorar su ad-
herencia a dichos tratamientos.

Otra línea de trabajo es la búsqueda de una herramienta eficaz y eco-
nómicamente rentable para el diagnóstico precoz y eficaz de la lipodistrofia,
estudio para lo cual se ha contado con el asesoramiento estadístico de per-
sonal de la Consejería de Salud y Servicios Sociales del Gobierno de La Rioja.

Por último, y tal y como se ha comentado anteriormente, pacientes con
similares características inmunológicas y virológicas sometidos al mismo tra-
tamiento antirretroviral presentan diferentes formas de presentación o de in-
tensidad en su lipodistrofia. Incluso pacientes bajo el mismo TARGA no
desarrollan el síndrome y, por tanto, no presentan las alteraciones caracte-
rísticas del tejido adiposo como los niveles disminuidos del ARN de los ge-
nes implicados en la diferenciación adipocitaria, el incremento de citoquinas
inflamatorias etc (Kannisto et al., 2003). Estos hechos ponen de relieve la im-
portancia de estudiar el perfil transcriptómico que predispone a unos indi-
viduos y a otros no a desarrollar LD y sus alteraciones metabólicas asociadas.
Desde el laboratorio del CIBIR se pretende determinar la expresión diferen-
cial de genes y lípidos que puedan caracterizar el perfil del paciente lipo-
distrófico en comparación con una población infectada por el VIH pero sin
signos de lipodistrofia. Este estudio serviría de molde para el desarrollo de
futuras terapias de control de la infección o incluso para la ansiada vacuna.
Para llevar a cabo estos estudios, el laboratorio del CIBIR emplea platafor-
mas ómicas como la secuenciación masiva (de la que se dispone en el CI-
BIR) y una plataforma lipidómica. Para llevar a cabo este último proyecto, se
cuenta con una colaboración con la Universidad de La Rioja financiada por
el antiguo Ministerio de Ciencia a Innovación de España.
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3. EMPLEO DE UN MODELO IN VITRO DE ADIPOCITOS DE RATÓN
PARA ESTUDIAR LOS EFECTOS DE DOS FÁRMACOS
ANTIRRETROVIRALES: PRIMER OBJETIVO DEL LABORATORIO
DE VIH DEL CIBIR

3.1. Modelos in vitro para el estudio de la adipogénesis y función del
adipocito: línea celular 3T3-L1

Como se ha comentado anteriormente, la lipodistrofia parece tener su
origen en un mal funcionamiento del tejido adiposo. Por ello, es necesario
conocer con exactitud los mecanismos concretos a nivel adipocitario por los
que algunos fármacos provocan este síndrome. Por ello, se han puesto a
punto en nuestro laboratorio dos modelos in vitro de adipocitos (de ratón y
humanos) para analizar los efectos de algunos fármacos de reciente comer-
cialización.

Los procesos implicados en la diferenciación de los precursores adipo-
citarios hasta adipocitos maduros han sido ampliamente estudiados utilizando
diferentes modelos celulares in vitro. Éstos han permitido la caracterización
de los eventos moleculares y celulares que tienen lugar durante la transición
de preadipocitos indiferenciados tipo fibroblastos hasta células grasas re-
dondeadas maduras. Las líneas celulares utilizadas se pueden dividir en tres
categorías: 1) células embrionarias totipotentes capaces de generar todas las
líneas celulares; 2) células multipotentes que pueden dar lugar a miocitos, adi-
pocitos y condrocitos; 3) células ya comprometidas hacia la línea adiposa, que
son las denominadas líneas celulares de preadipocitos (Moreno y Martínez
2002; Poulos et al., 2010).

Los procesos de diferenciación de adipocitos se han estudiado princi-
palmente en líneas celulares de preadipocitos tales como 3T3-L1 y 3T3-F442A,
las cuales fueron aisladas por clonaje desde células derivadas de embriones
de ratones Swiss 3T3. Se ha logrado también el cultivo de preadipocitos pri-
marios así como la inducción de su transformación en adipocitos maduros
en diversas especies animales incluido el hombre. Las células primarias son
diploides y reflejan mejor, por tanto, la situación in vivo en comparación con
las líneas celulares aneuploides. Además, presentan la ventaja de que pue-
den ser obtenidas desde varias especies a diferentes etapas del desarrollo post-
natal y de diferentes depósitos grasos. Esto último es muy importante, ya que
se han observado importantes diferencias moleculares y bioquímicas entre los
distintos depósitos grasos (Gregoire et al., 1998).

La línea murina 3T3-L1 pertenece al grupo de líneas celulares muy bien
establecidas y clásicas que se desarrollaron a través de la expansión clonal
de células derivadas de roedores. Aunque a menudo se piensa que es una
línea inmortalizada, se sabe que la capacidad de las células 3T3-L1 de dife-
renciarse en adipocitos disminuye con el aumento de número de pases, por
eso es recomendable usar pases jóvenes. Esta línea celular ha sido muy útil
para identificar marcadores moleculares clave, factores de transcripción y otras
interacciones requeridas para la diferenciación adipocitaria y de hecho son
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las más empleadas para llevar a cabo un screening rápido y exacto del po-
tencial adipogénico de diferentes agentes y, por ello, ha sido la línea celular
escogida en nuestro laboratorio para testar los efectos de varios fármacos (Da-
runavir y Raltegravir). Las células se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville). Las células se cultivaron en medio DMEM alto
en glucosa (4,5 g/L) y suplementado con L-glutamina y piruvato. Al medio
se le añadió suero bovino de ternero (CSB) al 10% y estreptomicina/penici-
lina al 1%. Cuando las células alcanzan la confluencia, los predipocitos 3T3-
L1 sufren inhibición por contacto y cesan su crecimiento y comienzan a
exhibir algunos de los marcadores tempranos de la diferenciación. El trata-
miento de estas células en las que ha cesado el crecimiento con un medio
de diferenciación especial las induce a reentrar en el ciclo celular, y se pro-
ducen varias rondas de replicación de DNA y duplicación celular. Esta ex-
pansión mitótica clonal de células comprometidas es esencial para completar
la diferenciación terminal en adipocitos maduros. El medio de diferenciación
o cóctel adipogénico que se emplea consiste en DMEM alto en glucosa su-
plementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, penicilina/streptomicina al
1%, insulina, IBMX (isobutilmetilxantina) y dexametasona durante 48 horas
tras las cuales las células se cambian de medio (sin el cóctel adipogénico)
hasta el día 8 de postdiferenciación en el cual aproximadamente el 100% de
las células ya alcanza tanto la morfología como la funcionalidad típica de adi-
pocitos maduros. De hecho, conforme la expansión clonal cesa, se inicia la
activación transcripcional coordinada de genes específicos del adipocito. La
expresión de estos genes se acompaña de cambios bioquímicos y morfoló-
gicos dramáticos que conducen a la adquisición del fenotipo del adipocito
(revisado por Moreno y Martínez, 2002) (figura 1).

3.2. Raltegravir (RAL) y Darunavir (DRV): dos fármacos
antirretrovirales de reciente comercialización elegidos
para probar sus efectos en los adipocitos

RAL es el primer inhibidor de la integrasa comercializado. Este fármaco
ha demostrado ser eficaz virológicamente hablando tanto en pacientes naive
(no tratados) como en pacientes multi-resistentes (Lennox et al., 2009; Steig-
bigel et al., 2010). El uso de este inhibidor de la integrasa se ha asociado con
un perfil metabólico más favorable en comparación con otros fármacos así
como con efectos neutros sobre la composición de la grasa corporal (De Je-
sus et al., 2009; Markowitz et al., 2009). De hecho, se ha observado que el
cambio de un inhibidor de la proteasa potenciado con Ritonavir (RTV) por
RAL presenta un mejor perfil lipídico (Eron et al., 2010; Lennox et al., 2010;
Lennox et al., 2009). Un estudio reciente de Cao et al. (2010) ha demostrado
que RAL tiene además menos toxicidad hepática y puede prevenir las alte-
raciones lipídicas ocasionadas por algunos inhibidores de la proteasa al in-
hibir el estrés oxidativo del retículo endoplásmico (Cao et al., 2010). Por otra
parte, Minami y sus colegas (2010) también observaron que mientras que la
mayoría de los antirretrovirales afectan a la acumulación de lípidos en la
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línea celular 3T3-L1, RAL no tenía ninguna influencia sobre el metabolismo
lipídico (Minami et al., 2010). Respecto a DRV, este inhibidor de la proteasa
también ha resultado ser eficaz, bien tolerado, y una buena opción para pa-
cientes no tratados previamente (naive) así como para aquellos previamente
tratados (Katlama et al., 2007). También muestra un perfil lipídico favorable
en comparación con otros antirretrovirales (ARV), como se ha demostrado en
varios estudios como el Artemis, Metabolik y TMC114-C159 (Aberg et al., 2010;
Mills et al., 2009). Por otra parte, la administración conjunta de DRV con do-
sis bajas de ritonavir (DRV/r) dio lugar a pequeños cambios en los paráme-
tros de glucosa y lípidos en voluntarios sanos sin infección con el VIH
(Tomaka et al., 2009). Sin embargo, los efectos directos de DRV o RAL en la
diferenciación de los adipocitos y sobre su metabolismo no se habían pro-
bado hasta nuestro estudio.
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3.3. Efectos de RAL y DRV sobre la diferenciación y función
adipocitaria: resumen de los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio

Ninguno de los dos fármacos testados a concentraciones próximas a su
concentración máxima (Cmax) (0.5-25 µM para DRV y 0.5-50 µM para Ral)
provocó ningún efecto significativo sobre la diferenciación adipocitaria (con-
versión de preadipocito a adipocito) cuantificada mediante Oil Red (figura 2).
El análisis de los niveles de mRNA (analizado por PCR a tiempo real) de los
principales factores de transcripción/genes implicados en este proceso tam-
poco se vieron afectados por el tratamiento con estos fármacos.

RAL resultó ser un fármaco totalmente neutro en el metabolismo de la glu-
cosa al no afectar ni a la captación de glucosa, ni a la producción de lactato
ni al porcentaje de glucosa que se metaboliza anaeróbicamente a lactato (ta-
bla 2). En el caso de DRV, sólo se observó una inhibición significativa en la cap-
tación de glucosa y en la producción de lactato a la concentración más alta
ensayada (25 µM), dosis ligeramente superior a la Cmax de este fármaco en
plasma que está cerca de 10 µM (tabla 3). El co-tratamiento de DRV y RTV (que
es como hasta el momento se administra este fármaco a los pacientes) no afectó
a ninguno de estos parámetros, lo cual corrobora la seguridad del mismo.

La lipólisis es el proceso metabólico mediante el cual los triglicéridos al-
macenados en el interior de la gota lipídica del adipocito son hidrolizados en
ácidos grasos y glicerol para cubrir las necesidades energéticas del organismo.
Es un proceso complejo que está altamente regulado y en el que participan va-
rias lipasas y proteínas de la gota lipídica (Ahmadian et al., 2009). Un incre-
mento desmesurado de lipólisis y, por consiguiente de ácidos grasos al torrente
sanguíneo, parece estar relacionado con el desarrollo de resistencia insulínica.
En el síndrome de lipodistrofia se observa una disminución de tejido adiposo
subcutáneo que podría deberse, además de a una disminución de la diferen-
ciación adipocitaria, a un incremento en la lipólisis que hace disminuir el ta-
maño de la gota lipídica y por tanto, el tamaño del adipocito.

Nuestros resultados demostraron que RAL no tiene efectos significativos
sobre la lipólisis (tabla 2) mientras que DRV inhibió la liberación de glicerol
al medio de cultivo a la concentración más alta ensayada (25 µM) (tabla 3).
De nuevo el co-tratamiento con RTV no modificó los efectos previamente ob-
servados con el tratamiento de sólo DRV (datos no mostrados).

Estos resultados han sido previamente publicados (Perez-Matute et al.,
2011, 2012) y están siendo validados en un cultivo de adipocitos primarios
humanos.

3.4. Limitaciones de los estudios in Vitro

Los estudios llevado a cabo en líneas celulares (estudios in vitro) tienen
lógicamente sus limitaciones a la hora de extrapolar estos resultados con lo
que pueda observarse in vivo, ya que en este caso se expone al adipocito di-
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Figura 2. Efectos del tratamiento de 24 horas de RAL (0.5-50 µM) (A) y DRV (0.5-25 µM) (B) sobre
la diferenciación adipocitaria cuantificada mediante Oil Red tras 8 días de la inducción de la dife-
renciación. La cuantificación de la tinción no demostró ningún efecto estadísticamente significativo.

A)

B)



rectamente con el fármaco mientras que en la práctica asistencial, el paciente
lo toma diariamente, y no siempre la cantidad ingerida es la absorbida y por
tanto la que llega por la sangre al adipocito. Para lograr la máxima similitud
posible, las concentraciones que se han empleado en estos estudios aquí re-
sumidos son lo más próximas a la Cmax de cada fármaco y los tiempos de
tratamiento son próximos a la vida media de cada fármaco. Aún así, estos es-
tudios deben ser siempre validados en modelos in vivo, por ejemplo en ani-
males de experimentación. No obstante, es importante resaltar que estos
estudios desarrollados en este tipo de líneas celulares son interesantes y ne-
cesarios para poder conocer los mecanismos moleculares alterados por los
fármacos, lo cual puede ayudar a la industria para mejorar sus fármacos o para
buscar otros tratamientos que contrarresten los efectos negativos.

En el caso de la línea celular 3T3-L1 es una línea celular murina por lo
que también es interesante validar estos resultados en adipocitos humanos,
aunque un estudio reciente parece indicar que hay bastante paralelismo en-
tre adipocitos murinos y humanos (Capel et al., 2012).
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