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Introduccion

Maria Cascales Angosto

Durante muchos afios la hepatotoxicidad de farmacos y
agentes toxicos, ha sido el centro de mis investigaciones
cuando ejercia mi carrera como Investigadora del CSIC y
prueba de ello han sido diversas mis intervenciones en esta
Academia sobre este tema. Hoy la Doctora Gomez-Lechén
y yo hemos querido traer a esta Tribuna los dltimos
avances y técnicas emergentes que evaltan los
mecanismos implicados en la biotransformacién de
farmacos por el higado, como etapa temprana para
predecir la toxicidad de los nuevos medicamentos.

El organismo identifica a casi todos los medicamentos
como xenobidticosy los somete a una serie de procesos
para hacerlos mas solubles y facilitar su eliminacion por
via biliar o plasmatica. A pesar de que casi todas las
células del organismo poseen esta capacidad, es el reticulo
endoplasmico del hepatocito, el lugar principal del
metabolismo de las sustancias quimicas tanto end6genas
como exogenas. Esta mision del higado en la
biotransformacién de farmacos, hace que sea el érgano
mas susceptible a ser lesionado.

La lesion funcional o anatémica del higado inducida
por medicamentos es un importante problema de salud
publica, de tal manera que es la causa mas comin de
muerte por fallo hepético agudo y representa alrededor del
10 % de ingresos hospitalarios. Existen més de 900
medicamentos reconocidos por su téxicidad que pueden
causar insuficiencia hepatica acompafiada, en casos graves,
de encefalopatia hepatica, sindrome hepatorrenal y muerte.
Esta es una de las causas que conduce a la restriccién del
uso de los medicamentos y a su eliminacion del mercado.

Los ensayos preclinicos deben ser capaces de detectar
la toxicidad potencial en las fases tempranas del desarrollo
de un nuevo farmaco, con el objeto no solo de aminorar los
riesgos de reacciones adversas sino también de evitar las
pérdidas financieras que ello conlleva. Sin embargo, los
ensayos de toxicidad existentes en la actualidad son a
menudo insuficientes como lo demuestra el alto grado de
fracaso de farmacos candidatos y medicamentos en curso.
Los estudios en animales de laboratorio a menudo fracasan
debido a las diferencias existentes en los sistemas de
destoxificacion entre especies.

Los modelos celulares de origen humano estan en la
actualidad siendo utilizados para evaluar el potencial
hepatotdxico de nuevas moléculas. Aunque no pueden
reproducir la toxicidad potencial del érgano completo, su
bajo costo y reproducibilidad, las convierte en un buen
complemento a las pruebas tradicionales in vivo. Esta
ampliamente demostrada su disponibilidad para evaluar los
procesos celulares y moleculares implicados en la
hepatotoxicidad y su capacidad para detectar los
potenciales efectos secundarios de las nuevas entidades
moleculares antes de que se introduzcan en pruebas
clinicas.
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Vulnerabilidad del higado a la lesidn téxica

El higado es el 6rgano mas susceptible de sufrir
lesiones tdxicas, debido a su peculiar metabolismo de los
xenobibticos y a su cercania con el tracto gastrointestinal.
Cerca de un 75 % de la sangre que llega al higado procede
directamente del sistema gastrointestinal a través de
la vena porta, la cual acarrea los xenobidticos de forma
concentrada. La presencia de estos en el hepatocito activa
el sistema citocromo P450, por ejemplo el CYP2EL, con
generacion de radicales libres derivados de la
biotransformacién del farmaco y del oxigeno. Las lesiones
a los hepatocitosy a las células  del conducto
biliar producen inflamaciéon y acimulo de bilis en el
propio hepatocito. Otras células no pertenecientes al
parénquima hepatico, como los colangiocitos, las células
almacenadoras de grasa o células de Ito, las células de
Kupfer y los propios leucocitos ejercen una influencia
importante en estos mecanismos toxicos.

Los eventos moleculares que conducen a la lesion y
muerte de las células hepaticas por accién de los farmacos
pueden ser debidos a la accidn directa de dichos farmacos
sobre los sistemas celulares o a la accion de los productos
derivados de su biotransformacion. En este Gltimo caso el
efecto tdxico que se desencadena se debe a una alteracion
del equilibrio entre bioactivacion y destoxificacion, que es
la que determina el grado de agresion hepatocelular del
metabolito reactivo derivado. Existen varios procesos que
juegan un papel en estos eventos que pueden conducir a un
dafio celular irreversible por necrosis o apoptosis. A su
vez, las reacciones adversas a los medicamentos son de
dos tipos; las farmacolégicas o intrinsecas y las
idiosincraticas. Las primeras reflejan el 80 % de todas las
reacciones adversas. Los farmacos que exhiben el efecto
intrinseco son aquellos que muestran curvas de dosis-
respuesta que se pueden predecir, de modo que a mayor
concentracion, mayor serd el dafio hepético, y presentan
mecanismos bien caracterizados tales como la agresién
directa hepatocelular o el bloqueo de un proceso
metabolico. Ejemplo clasico es el acetaminofeno o
paracetamol

Las reacciones idiosincraticas causan hepatotoxicidad
inesperada en individuos susceptibles no relacionada con
la dosis y con un periodo de latencia variable. Este tipo de
lesién no tiene una curva clara de dosis respuesta ni una
relacion temporal y en la mayoria de los casos no sigue
modelos que se puedan predecir. La hepatotoxicidad
idiosincratica ha producido la retirada de muchos
medicamentos del mercado, aln después de un riguroso
estudio clinico como parte del proceso de su aprobacion y
patente. Ejemplos clasicos de este fendmeno lo presentan
la troglitazona y la trovafloxacina
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Biotransformacién de fA&rmacos en higado

Este proceso se verifica en dos fases: la fase 1 incluye
un conjunto de reacciones catalizadas por el complejo
citocromo P 450, que aumentan la solubilidad del agente
toxico generando, a su vez, metabolitos quimicamente
activos y potencialmente toxicos. La fase 2 incluye
reacciones de conjugacién con compuestos enddgenos por
medio de transferasas. Al final de la fase 2, los productos
activos generados en la fase 1 se vuelven relativamente
inertes y disponibles para su eliminacion del organismo.

El complejo citocromo P450 comprende un grupo de
enzimas localizadas en el reticulo endoplasmético del
hepatocito, que cuenta con unas 50 isoformas relacionadas
entre si, de las cuales 6 de ellas metabolizan un 90 % de
los xenobi6ticos. Existe una gran diversidad en los genes
que codifican los citocromos P450 individuales y esta
heterogenicidad le permite al higado oxidar en una enorme
variedad de compuestos quimicos, durante la fase 1.

Hay tres elementos en el sistema P450 que juegan un
papel importante en la toxicidad inducida por
medicamentos.

La diversidad o polimorfismo genético, causante de la
variabilidad en el metabolismo de farmacos entre un
individuo y el otro. Este polimorfismo es de gran
importancia frente a la sensibilidad o resistencia a los
efectos del medicamento a dosis terapéuticas y es
responsable de las respuestas entre una persona y otra en
especial cuando se trata de etnias diferentes.

El cambio en actividad enzimética producido por
medicamentos que ejercen influencia positiva o negativa
sobre la actividad de los sistemas P450. Los fa&rmacos que
la modifican se conocen como inhibidores o activadores.
Los inhibidores impiden la actividad de una o varias
enzimas P450. Los activadores aumentan su actividad
porque elevan su expresién genética y aumentan la
velocidad de biotransformacion de los farmacos con
consecuencias terapéuticas importantes. Algunos farmacos
pueden compartir especificidad por la misma enzima P450
compitiendo por su biotransformacion. Ejemplo el etanol.

Otros factores afectan la biotransformacion hepatica e
influyen en su accién terapéutica: edad, sexo, peso
corporal, estado nutricional, hepatopatia previa, funcién
renal, embarazo, interacciones medicamentosas, etnia, etc.

Tipos de lesidn hepatica producida por farmacos:

Necrosis  hepatocelular. Lo mas comun es
encontrar necrosis de las células hepéticas confinadas en
las zonas periportal o perovenosa del I6bulo hepético. Se
manifiesta con altos niveles sanguineos de ALT vy
disfunciones hepéticas severas que con el tiempo conlleva
a insuficiencia hepética aguda. Las causas méas frecuentes
son las intoxicaciones por acetaminofeno y el tatracloruro
de carbono

Hepatitis. Es otra forma de necrosis hepatocelular,
asociada a infiltracion de células inflamatorias. Pueden
aparecer tres tipos de hepatitis inducida por fa&rmacos: tipo
viral causada por halotano isoniacida y fenitoina; la focal o
no-especifica, caracterizada por focos esparcidos que
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acompafan al infiltrado linfocitico. Un ejemplo de este
tipo de lesion es la producida por la aspirina; y la crénica,
cuadro clinico, seroldgico e histolégico similar a
la hepatitis autoinmune. Actlan de este modo las
intoxicaciones por metildopa y diclofenac.

Colestasis. El dafio hepético produce un trastorno en el
flujo biliar, en el que predomina la ictericia. Se puede
detectar inflamacion (hepatitis ~ colestasica) o  sin
inflamacion (parenquimatosa). Producen colestasis la
pildora anticonceptiva, anabolizantes androgénicos
esteroideos y andrégenos. La inflamatoria estd producida
por: alopurinol, carbamazepina, clorpromazina,
flucloxacilina, etc

Esteatosis. La hepatotoxicidad puede manifestarse por
acumulo de triglicéridos lo que conlleva al higado
graso micro o macrovesicular. Otro tipo de esteatosis se
produce por acumulacion de fosfolipidosy produce un
patrén similar a las enfermedades con defectos congénitos
del metabolismo lipidico. Causas: aspirina, cetoprofen,
tetraciclina, acetaminofeno, metotrexato, amiodarona vy
nutricion parenteral absoluta, entre otros.

En resumen, el dafio hepatico inducido por farmacos
supone hoy un importante problema de salud publica y una
de las causas principales de disfuncion hepética y muerte
por fallo hepético agudo, que conlleva la retirada del
mercado de medicamentos ya autorizados. En las
diferentes fases del desarrollo de un nuevo farmaco tiene
una extraordinaria relevancia la deteccién temprana de los
posibles efectos hepéaticos adversos. Los estudios
preclinicos en animales son poco predictivos de la
toxicidad en el hombre, por ello se ha potenciado el uso de
modelos celulares hepaticos de origen humano para la
evaluacion de la seguridad de los farmacos. Existe una
necesidad urgente de conseguir biomarcadores eficientes
para la evaluacién del riesgo de los pacientes a quienes van
dirigidos esos medicamentos. En la actualidad las
investigaciones estan dirigidas a profundizar en los
problemas clinicos con el fin de desarrollar estrategias
diagnésticas con modelos celulares complejos capaces de
mimetizar el comportamiento del higado humano y utilizar
tecnologias analiticas avanzadas para el estudio de las
bases moleculares del metabolismo y la hepatotoxicidad de
una molécula candidata a ser registrada como un nuevo
medicamento.

*kkkxk

En la Sesion Cientifica que presentamos hoy actlan
como ponentes tres investigadores de talla internacional, la
Académica Maria José Gdémez-Lechén Moliner y dos
miembros de su grupo, los doctores Maria Teresa Donato
Martin y Ricardo Jover Atienza. La Doctora Gdémez-
Lechén es conocida por todos nosotros por su intervencion
en las actividades de esta casa en diversas ocasiones, que
se plasmaron en dos Monografias: Citocromo P-450 y las
Omicas.

La linea de investigacion del grupo dirigido por la
Doctora GOmez-Lechon se encuentra integrada en un
equipo multidisciplinar con participacion de los clinicos
del hospital La Fe de Valencia. Concentra los mecanismos
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de hepatotoxicidad de farmacos asi como la
hepatotoxicidad idiosincratica. Han desarrollado estudios
multiparamétricos basados en andlisis de imagen,
metabdlomica y trascriptobmica y estan tratando de hacer
una investigacion cada vez mas traslacional. La terapia
celular hepaética, tiene en marcha el primer programa de
trasplante de hepatocitos en Espafia en pacientes
pediatricos con metabolopatias congénitas y en adultos con
fallo hepético agudo. También estdn empezando a generar
células iPS como terapia personalizada y lineas de células
pluripotentes derivadas de células embrionarias.

A continuacion voy a hacer una brevisima presentacion
de los tres conferenciantes

Maria José Gémez_Lechon es doctora en Biologia.
Investigadora Principal de la Unidad de Hepatologia
Experimental del Hospital Universitario La Fe. Sus
investigaciones sobre el metabolismo de farmacos y
mecanismos moleculares de hepatotoxicidad se han
enfocado en el desarrollo de modelos in vitro con
expresion de los citocromos P 450 y su capacidad en la
biotransformacién de xenobidticos. Su actividad se ha
dirigido al desarrollo de modelos celulares que mimeticen
el comportamiento del higado humano para estudios
preclinicos del metabolismo y la hepatotoxicidad de
farmacos.

Maria Teresa Donato Martin es Doctora en Farmacia
y Licenciada en Ciencias Quimicas por la Universidad de
Valencia. Investigadora de la Unidad de Hepatologia
Experimental del Hospital Universitario La Fe y Profesora
contratada del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad de Valencia.

Posee amplia experiencia en el estudio de la actividad
catalitica del citocromo P 450 y en desarrollo de modelos
hepaticos para la evaluacién in vitro del metabolismo de
farmacos en humanos. Hoy nos va a hablar de la
Hepatotixicidad idiosincratica por farmacos.

Ramiro Jover Atienza es Doctor en Biologia por la
Universidad de Valencia, Profesor del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de
Valencia. Ha realizado sus estudios postdoctorales en el
Biozemtrum de la Universidad de Basilea y sus
publicaciones se integran en el area del metabolismo de
farmacos y la regulacion de la expresion de genes
hepéticos. Su actividad més reciente se ha dirigido al
estudio de los mecanismos de hepatotoxicidad que causan
esteatosis y colestasis; asi como a la bulsqueda de
biomarcadores predictivos. También ha investigado nuevas
vias patogénicas en la enfermedad del higado graso no
alcohdlico.

Por urgencia del tiempo, no voy a extenderme en las
importantes y numerosas publicaciones de estos tres
expertos en hepatologia. Todos los que me escuchan tienen
acceso a ellas en el indice que recoge la red de
publicaciones médicas del NIH.

Para terminar, tengo que agradecer a la Real Academia
Nacional de Farmacia, a la Fundacién José Casares Gil, asi
como al personal administrativo de esta casa, por toda
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suerte de facilidades prestadas en la realizacion y
organizaciéon de esta tarea. Mi profunda gratitud a los
ponentes por su generosidad al haber aceptado tomar parte
en esta Sesion Cientifica dedicada a un tema de
extraordinaria importancia e indiscutible trascendencia
farmacolégica y de aplicacion terapéutica, que es la
biotransformacién de farmacos en higado.
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Modelos celulares hepéaticos avanzados para el estudio preclinico del
metabolismo y la hepatotoxicidad de farmacos

Title in English: Advanced hepatic cellular models for the preclinical study of drug metabolism and hepatotoxicity

Maria José Gémez-Lechdn Moliner

Académica Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia. Unidad de Hepatologia Experimental, Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe, Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Avenida Fernando Abril Martorel 106, 46026-

Valencia.

ABSTRACT: Drug-induced liver injury is a significant
leading cause of liver disease and post-market attrition
of approved drugs. Hepatotoxicity is poorly predicted by
preclinical animal studies, which can be explained by
differences in drug metabolism between human and
experimental species. Thus, several hepatic cell-based
models have been used for early safety risk assessment
during drug development. Cultured hepatocytes have
contributed to increase knowledge of the metabolic
patterns and mechanisms involved in drug toxicity. The
sandwich culture model promotes polarized cell surface
and stabilizes hepatocyte functionality, particularly
transport systems, better than monolayer cultures. In
addition to hepatocytes, other cell-based models have
been proposed for hepatotoxicity studies. Hepatoma cell
lines are metabolically poor compared to hepatocytes,
but offer key advantages which make them useful for
screening purposes. Alternatively, hepatic cell lines
engineered for stable or transient expression of key
drug-metabolizing enzymes have also been used.
Finally, hepatocytes derived from both embryonic (ES)
and induced (iPS) pluripotent stem cells are emerging
cell models that will provide a stable and unlimited
source of hepatocytes. As 3D spatial organization and
complex heterotypic cell interactions are essential for
the functional homeostasis of the liver, hepatocyte
models (3D cultures, co-cultures with NPCs and
microfluidic devices) that mimic cell-cell, cell-matrix
interactions and nutrient flow characteristic of the liver
microenvironment have been shown to improve the
metabolic competency of hepatocytes and seem highly
promising for preclinical toxicological studies of drugs.

Corresponding Author: gomez_mjo@gva.es

RESUMEN: EIl dafio hepatico causado por farmacos es
una de las causas principales de disfuncion hepatica, de
muerte por fallo hepatico agudo y de retirada del
mercado de farmacos ya autorizados. Los estudios
preclinicos en animales con frecuencia son poco
predictivos de la hepatotoxicidad en el hombre, debido a
las diferencias del metabolismo hepatico entre especies.
Por ello, se ha potenciado el uso de modelos celulares
hepaticos de origen humano para la evaluacion temprana
de la seguridad de los farmacos durante el desarrollo.
Los estudios con hepatocitos cultivados han contribuido
al conocimiento de los mecanismos implicados en la
toxicidad por farmacos. Los hepatocitos cultivados en
doble capa de colageno mantienen la polaridad y los
sistemas de transporte, asi como una estabilizacion
funcional méas prolongada. Otras células hepaticas han
sido propuestas como alternativa a los hepatocitos para
evaluar la hepatoxicidad. Si bien las lineas celulares de
hepatomas humanos tienen menor capacidad metab6lica
que los hepatocitos, presentan ventajas clave para el
cribado de farmacos. Las células manipuladas
genéticamente con expresion estable o transitoria de
enzimas de biotransformacion son muy Utiles para
estudios de metabolismo y toxicidad. Por ultimo, los
hepatocitos derivados de células madre pluripotentes
tanto embrionarias (ES) como inducidas (iPS) son
modelos celulares emergentes que proporcionaran una
fuente estable e ilimitada de hepatocitos. La
organizacion espacial tridimensional (3D) y las
interacciones celulares heterotipicas son esenciales para
la homeostasis funcional del higado. Por ello, los
modelos hepaticos (cultivos 3D, co-cultivos con CNPs y
dispositivos  microfluidicos) que reproducen las
interacciones célula-célula, célula-biomatriz 'y el
microflujo de nutrientes y oxigeno caracteristicos del
microentorno hepatico mejoran la competencia
metabdlica de los hepatocitos y son muy prometedores
para los estudios preclinicos de la hepatotoxicidad de
farmacos.

An Real Acad Farm Vol. 83, N° 2 (2017), pp. 255-267

1. INTRODUCCION

El hecho de que el higado sea el 6rgano més activo en
el metabolismo de los farmacos lo convierte en una diana
muy vulnerable. De hecho, la hepatitis toxica constituye el
14 % de los casos de lesién hepética que ingresan en un
hospital y son una de las causas principales de fallo
hepético agudo requiriendo con frecuencia un trasplante
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hepético (1,2). Ademas, la hepatotoxicidad supone la causa
principal de la interrupciéon del desarrollo preclinico y
clinico de nuevos medicamentos, asi como de la retirada
del mercado o de restriccion de las indicaciones de
farmacos ya aprobados (3). Si bien no existen datos
concluyentes sobre la incidencia de la hepatotoxicidad,
parece que tiende a aumentar coincidiendo con el nimero
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de farmacos comercializados y la situacién se hace mucho
méas compleja con la polimedicacién y el acceso no
controlado a medicamentos y a otros compuestos. Debido
a la dificultad de establecer un diagnéstico inequivoco, ya
que no existen marcadores especificos que permitan
discriminar la hepatotoxicidad de otras hepatopatias, la
identificacion de la naturaleza y el agente causal de la
hepatotoxicidad es un reto clinico cada vez mas relevante.
El desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso largo
y costoso cuyo objeto es investigar si retne los requisitos
de eficacia terapéutica y seguridad exigidos para su
administracién al ser humano. El proceso completo incluye
varias etapas, desde la identificacion de la diana
terapéutica y los estudios preclinicos hasta los ensayos
clinicos en humanos. Sin embargo, solo el 10 % de los
farmacos que llegan a las fases de ensayo clinico
mostrando eficacia y seguridad, se comercializan (3). Por
ello, la deteccion temprana de los posibles efectos
adversos durante el desarrollo de un nuevo farmaco, asi
como conocer los mecanismos implicados constituye un
reto para la industria farmacéutica con gran relevancia
tanto a nivel clinico como econémico. Los estudios
preclinicos de evaluacion del riesgo toxico se realizan
habitualmente en animales de experimentacién pero con
frecuencia los resultados no son siempre extrapolables al
hombre, produciendo falsos negativos y positivos. Ello es
debido a las grandes diferencias tanto cualitativas como
cuantitativas en el metabolismo de farmacos entre el
hombre y los animales (4,5). Dichas diferencias explican
por qué pueden existir moléculas que, no habiendo siendo
téxicas para los animales durante los estudios preclinicos,
resultan serlo para el hombre al llegar a las fases clinicas
del desarrollo. Todo ello indica que los estudios
preclinicos convencionales no son siempre capaces de
predecir los efectos adversos de un nuevo compuesto para
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el hombre. En las Gltimas décadas, la baja correlacion
entre los datos experimentales en animales y humanos y
los cambios legislativos en la UE han convertido los
modelos celulares hepaticos humanos en una alternativa
indispensable a la experimentacion animal para una
evaluacién temprana de la seguridad de farmacos (12-15).
Su utilizacion contribuye sin lugar a dudas a mejorar el
disefio de los estudios, a aumentar la seguridad en la futura
administracién clinica del farmaco, y son de gran ayuda
para la toma de decisiones estratégicas con gran ahorro en
tiempo y costo econémico.

En este manuscrito se presentan diferentes modelos
celulares hepéticos de origen humano desarrollados en los
Gltimos afios para predecir el metabolismo y la
hepatotoxicidad de farmacos en el hombre en fases muy
tempranas de su desarrollo. Los hepatocitos humanos son
el modelo mas préximo al higado humano, pero su
limitada disponibilidad y la pérdida temprana del fenotipo
hepatico ha potenciado el uso de modelos hepéticos
alternativos, tales como las lineas celulares derivadas de
hepatoma humano, células modificadas genéticamente que
expresan enzimas de biotransformacion y los hepatocitos
derivados de células pluripotentes (Figura 1). La
organizacion espacial tridimensional (3D) (interacciones
celulares y con la matriz extracelular y microflujo de
nutrientes) y la heterocelularidad (co-cultivos) de los
modelos hepaticos emergentes, permite recrear la
estructura y homeostasis funcional del higado mostrando
una mayor capacidad metabdlica y funcional, asi como
méas prolongada supervivencia in vitro para estudios
preclinica de la hepatotoxicidad de nuevos farmacos (6-9)
(Figura 2).
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Modelos celulares hepaticos

Hepatocitos Lineas derivadas de hepatoma

¢ Necesidad de aislamiento para cada cultivo « Disponibilidad ilimitada y facil manejo

* Funciones hepaticas diferenciadas * Amplia utilizacion y caracterizaciéon funcional exahustiva

¢ Variabilidad interindividual y entre especies del * Fenotipo estable en condicionesde cultivo controladas
metabolismo de farmacos * Expresion de algunas funciones hepaticas

¢ Mejora de la supervivenciay la funcionalidad en * Expresion escasa o nula de enzimas de biotransformacion
cultivos en doble capa de colagenoy en (HepG2, etc)
configuracion 3D con la recuperacién de la ¢ Lineas celulares (HepaRG) que adquieren la e‘
polaridad y trasporte de acidos biliares diferenciacion funcional y capacidad metabdlica en 'C-,e

condiciones definidas de culivo

* Gran flexibilidad para generar células modificadas
genéticamente con expresion permanente o transitoria
del transgen

* Mejora de lasupervivenciay la funcionalidad en cultivos
de configuraciéon 3D

Células modificadas genéticamente

* Elevada actividad de enzimas de biotransformacién (CYPs
y/o conjugacién) mediante la transfeccion con vectores de
expresion virales.

¢ Permiten la expresiéon permanente (lentivirus, etc) o
transitoria (adenovirus) del trasgen/s

« Expresion controlada de uno o varios enzimas funcionales Hepatocitos derivados de células pluripotentes
de biotransformacion (transfeccion con adenovirus) (ESCs or iPSCs)
¢ Posibilidad de reproducir diferentesfenotipos « Estabilidad genética

¢ metabdlicos humanos

¢ Di ibilidad ilimitad
« Identificacion de los CYPs implicados en sponibilidad fimitada

: * Restriccioneséticas (ESCs
el metabolism de un compuesto @e : . . L ( )
" 7 * Fenotipo definido
S ¢ Se puedenderivar hepatocitos a partir de células iPS de

donantes con diferentes polimorfismos del CYP o enzimas
de conjugacion (hepatotoxicidad idiosincrasica)
* Todavia necesitan mejorar los protocolos de diferenciacion
hépdtica: Expresion limitada de los genes hepéticos
¢ Mejorade lasupervivenciay la funcionalidad en
Hepatocitos inmortalizados (upcyte) cultivos de configuracién 3D
* Disponibilidad ilimitada y facil manejo

* Fenotipo estable
% * Capacidad de proliferary mantener la expresidon de funciones hepaticas diferenciadas

* Permite estudios de variabilidad interindividual

* Es posible modificar genéticamente las células con expresion transitoria deltransgen
* Variabilidad interindividual del metabolismo de farmacos (CYPs y/o conjugacion)

* Mejora de lasupervivenciay la funcionalidad en cultivos de configuracién 3D

Figura 1. Diferentes modelos celulares hepaticos para estudios de hepatotoxicidad. Distintos modelos celulares hepaticos
desarrollados en los ultimos afios para estudiar el metabolismo y la hepatotoxicidad de fA&rmacos en el hombre en fases muy tempranas de
su desarrollo. Los modelos incluyen desde lineas celulares hepaticas, células hepaticas modificadas genéticamente que expresan enzimas
de biotransformacion, cultivos de hepatocitos y los modelos emergentes de hepatocitos derivados de células pluripotentes.

Figura 2. Configuracion de los cultivos de células hepéticas: Modelos 2D y 3D. En los dltimos afios se han desarrollado nuevos
modelos capaces de reproducir la heterocelularidad del higado, la organizacién espacial tridimensional, la micro-arquitectura y la
circulacion de fluidos esenciales para la homeostasis funcional del higado.
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2. HEPATOTOXICIDAD
FARMACOS

La mayor parte de las substancias que pueden actuar
como hepatotoxinas lo son por razones intrinsecas, dosis-
dependientes y facilmente identificables, y su toxicidad es
reproducible en animales (p.ej. paracetamol). Sin embargo,
hay un significativo nimero de farmacos cuya
hepatotoxicidad es idiosincrética, es decir ocurre de modo
impredecible en un ndmero reducido de individuos
susceptibles, sin relacion directa con la dosis administrada,
con un periodo de latencia variable y no es reproducible en
animales de experimentacion. Por ello, no son detectadas
casi nunca durante el desarrollo (p.ej. diclofenac,
perhexilina). Su aparicion obedece a la interaccion de un
conjunto de circunstancias relacionadas con factores
genéticos o de otra indole asociados al individuo
(polimorfismos genéticos, edad, sexo, etnia, patologias
hepéticas, alcoholismo, estado nutricional, hepatopatia
previa, embarazo, co-administracion de otros farmacos,
etc.). La hepatotoxicidad idiosincratica puede tener un
origen inmunoalérgico, metabdlico o inflamatorio. En
ocasiones, algunos metabolitos reactivos forman aductos
con proteinas celulares que pueden ser capaces de actuar
como haptenos (p. ej. diclofenac, halotano, acido tienilico)
desencadenando una respuesta inmune adaptativa que
finalmente produce dafio hepatico (10). Los polimorfismos
genéticos del complejo enzimatico citocromo P450 (CYP)
y enzimas de conjugacion de los farmacos, son la causa de
la variabilidad individual en el metabolismo de los
medicamentos que puede favorecer o producir reacciones
de hepatotoxicidad (11). De hecho la variabilidad genética
es el factor de riesgo méas importante en la hepatotoxicidad
idiosincratica  de  naturaleza  metabdlica,  muy
particularmente cuando se producen metabolitos reactivos.
Por otra parte se propone la hipotesis del estrés
inflamatorio, en donde las citocinas proinflamatorias
liberadas tras un episodio inflamatorio actian modulando
la susceptibilidad de un individuo a ciertos fA&rmacos y sus
metabolitos precipitando reacciones hepatotoxicas (p. ej.
isoniazida) (12). La hepatotoxicidad idiosincrasica por su
gravedad e imprevisibilidad tiene un notable interés vy
relevancia clinica ya que la prevalencia de las reacciones
adversas hepéticas idiosincrasicas se estima entre 1/10000
a 1/100000 exposiciones para la mayoria de los farmacos.
En ella contribuyen diversos factores que pueden estar
relacionados bien con el fa&rmaco y su metabolismo o bien
con el propio individuo. Por ello, ningiin modelo animal
disponible en la actualidad es capaz de reproducir los
multiples factores de susceptibilidad (genéticos vy
adquiridos) que determinan la  hepatotoxicidad
idiosincrética en el hombre.

Aunque lo mas frecuente es que en el curso del
metabolismo de los farmacos se produzcan metabolitos
estables y no téxicos, en algunos casos el farmaco sufre un
proceso de bioactivacion y se generan metabolitos
reactivos que son capaces de inducir el dafio hepatico
mediante  diversos mecanismos moleculares (p.ej.
troglitazona, diclofenac, flutamida) (13,14). La
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bioactivacidn es un factor clave para la hepatotoxicidad
idiosincrasica de los farmacos que, aunque poco comdun,
suele ser mas severa que la intrinseca. Las interacciones
entre farmacos pueden predisponer a la hepatotoxicidad,
tanto por induccién de determinados isoenzimas del CYP
al elevar su expresion génica, aumentando asi la tasa de
produccion de metabolitos reactivos, como por inhibicion
de uno a varios CYPs. Por tanto estas interacciones pueden
afectar la biotransformacién hepatica y como consecuencia
disminuir o aumentar la accion terapéutica de un
medicamento o causar efectos secundarios indeseados.
Diversos  mecanismos  moleculares  pueden  estar
implicados en la hepatotoxicidad inducida por el farmaco o
sus metabolitos que producen un amplio abanico de
manifestaciones bioquimicas a nivel celular y sintomas
clinicos que abarcan desde elevaciones clinicamente
asintomaticas y transitorias de niveles séricos de enzimas
hepaticos, hasta la disfuncion hepética o el fallo hepatico
agudo (10, 15).

3. MODELOS CELULARES DE HEPATOCITOS EN
CONFIGURACION 2D
3.1. Cultivo de hepatocitos en monocapa

Los hepatocitos humanos son, sin lugar a dudas, el
modelo mas proximo al higado humano. Durante décadas
se han considerado el modelo patrén oro para estudios del
metabolismo y toxicidad in vitro, y el modelo ideal para
investigar las diferencias interindividuales en el
metabolismo de los farmacos (6,15,16-18). Los cultivos en
monocapa son aquellos en los que los hepatocitos se
siembran sobre un soporte rigido, generalmente plastico,
recubierto de proteinas de la matriz extracelular (MEC)
(colageno, fibronectina o Matrigel) (8), sobre el que
adquieren una morfologia aplanada que altera la
conformacién del citoesqueleto. Los hepatocitos humanos
cultivados en monocapa muestran funciones hepaticas
clave: metabolismo de carbohidratos (sintesis, degradacion
y acumulacion de glucégeno, gluconeogenesis, glicolisis),
ureogenesis, sintesis y secrecién de proteinas plasmaticas,
metabolismo lipidico, sintesis de &cidos biliares vy
biotransformacion de xenobiéticos (CYP y enzimas de
conjugacion) (8,16-18,20). Desafortunadamente, el acceso
a muestras de tejido hepatico humano es tan limitado, que
hace su uso inaccesible para la evaluacién rutinaria de
nuevas moléculas. Los hepatocitos cultivados en
monocapa poseen limitaciones como son la pérdida
temprana de la expresion del fenotipo y funcionalidad
hepatica, en particular su capacidad para el metabolismo y
transporte de farmacos y la falta de polaridad celular. Ello
reduce considerablemente la sensibilidad para la deteccién
de la hepatotoxicidad y no permiten reproducir los
patrones de tratamiento de farmacos in vivo, como son
exposiciones por tiempo prolongado en estudios crénicos
con dosis repetidas (6-9, 19).

3.2. Hepatocitos cultivados en doble capa de colageno

Este modelo se ha desarrollado con objeto de prolongar
el mantenimiento de la funcionalidad hepética y en
especial de recuperar la polaridad de los hepatocitos y el
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transporte de 4cidos biliares. La monocapa de hepatocitos
se sitla entre dos capas de MEC tradicionalmente
coladgeno o Matrigel (Figura 3). En estas condiciones los
hepatocitos mantienen por periodos relativamente
prolongados funciones hepéticas clave tales como la
sintesis y secrecion de albumina, la capacidad para el
metabolismo y transporte de farmacos, la secrecion de
urea, la morfologia poligonal similar a las células in vivo,
etc. (8,9, 21). Hay que destacar que la mayor ventaja de
este modelo es el mantenimiento de la polarizacion de la

membrana de los hepatocitos durante varios dias de
cultivo, con los dominios basolateral (sinusoidal) y apical
(canalicular) que realizan respectivamente la captacion y
excrecion de 4cidos biliares funcionales, de tal modo que
reproducen la secrecion biliar in vivo (19). A pesar de
todo, estudios gendémicos y protedmicos indican la
inestabilidad de la expresién de genes responsables de la
funcionalidad hepéatica que también disminuye con el
tiempo de cultivo (21).

Uniones estrechas

colageno

Hepatocitos

colageno

canaliculo

Canaliculo biliar
y microvillis

Figura 3. Hepatocitos cultivados en doble capa de coldgeno. La monocapa de hepatocitos se sitla entre dos capas de MEC
tradicionalmente coldgeno o Matrigel. Recuperan la polaridad, la formacién de canaliculos biliares y el transporte de &cidos biliares.

4. MODELOS CELULARES ALTERNATIVOS A
LOS HEPATOCITOS HUMANOS
4.1. Lineas celulares de hepatoma humano

Se han utilizado varias lineas celulares derivadas de
tejido hepético humano tumoral (HepG2, Hep3B, Huh7,
Fa2N4, HepaRG) para estudios de hepatotoxicidad. Una
importante limitacién de estas lineas celulares es que
muestran, en general, una expresion muy limitada o
inexistente de las isoenzimas relevantes para el
metabolismo de farmacos en comparacion con los
hepatocitos y con el higado humano. Aunque se utilizan
ampliamente, su origen tumoral y su pertenencia a un solo
genotipo, limita su representacion de la amplia variacion
de la poblacién humana. En cambio, presentan ventajas
destacables (estabilidad fenotipica, reproducibilidad,
elevada disponibilidad y facil manejo) en comparacién con
los hepatocitos humanos que las hace atractivas para
cribado de farmacos (22,23). Las lineas celulares mas
relevantes para estudios de toxicidad son HepG2 y
HepaRG (22,23).

La linea de hepatoma humano HepG2 es la mas
utilizada y quizd por ello la mejor caracterizada
funcionalmente. Se dispone de informacion muy
exhaustiva sobre los efectos de un elevado nimero de
compuestos (hepatotoxinas modelo, farmacos, compuestos
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quimicos) sobre muchos pardmetros indicativos de
toxicidad celular (viabilidad, integridad de la membrana,
proliferacion celular, niveles de ATP, estrés oxidativo,
potencial de membrana mitocondrial, etc.) utilizando
diferentes tecnologias (ensayos convencionales de
toxicidad, metaboldmica, transcriptomica y andlisis de
imagen de alto contenido) (24-29). Sin embargo, las
predicciones de hepatotoxicidad basadas en estudios con
células HepG2 son con frecuencia imprecisas ya que sub-
estiman el efecto de metabolitos reactivos que in vivo se
producen por bioactivacién o sobre-estiman el efecto de
farmacos con metabolismo réapido in vivo. Se han descrito
ciertas mejoras de la funcionalidad de estas células
utilizando  diferentes  tipos de  cultivos 3D
(microencapsulacion, esferoides o sistemas microfluidicos)
(15, 30,31).

Las células HepaRG se consideran actualmente el
hepatoma humano mas prometedor para estudios de
hepatotoxicidad in vitro (22,23, 26, 32). Son células que en
estado proliferativo no expresan el fenotipo hepatico pero
muestran marcadores de células progenitoras hepéticas
bipotentes y son capaces de diferenciarse en condiciones
adecuadas a hepatocitos o colangiocitos (33). Cuando, tras
varias semanas en cultivo, alcanzan la confluencia, se
puede inducir la diferenciacion a hepatocitos en presencia

259



de DMSO mostrando la expresion de enzimas de
biotransformacion y de transportadores de &cidos biliares,
asi como la formacion de canaliculos biliares durante
varias semanas ofreciendo la posibilidad de tratamientos
prolongados con dosis repetidas (33-35). Se ha observado
que el cultivo en diferentes sistemas 3D acelera el proceso
de diferenciacion a fenotipo hepético de estas células y
mejora su capacidad funcional (36)

4.2. Lineas celulares modificadas genéticamente

Una causa frecuente de la hepatotoxicidad inducida por
farmacos es la bioactivacion y la formacion de metabolitos
reactivos por los hepatocitos. Es por ello importante la
deteccion de estos compuestos en fases muy tempranas del
desarrollo pre-clinico, pero la identificacion de moléculas
bioactivables requiere el uso de modelos celulares con
capacidad para biotransformar los farmacos y generar los
metabolitos reactivos. Por tanto una alternativa muy (Util
para estos estudios es el uso de células manipuladas
genéticamente que expresan los enzimas humanos de
biotransformacién (fundamentalmente los CYPs y de
conjugacidn) con niveles similares al higado (8,23). Se han
utilizado diferentes estrategias para conferir capacidad
metabdlica a las lineas de hepatoma humano mediante la
utilizacion de vectores de expresién (vaccinia virus,
adenovirus, cytomegalovirus y retrovirus) que codifican
por CYPs y enzimas de conjugacion humanos resultando
en la expresion constitutiva y estable o transitoria de los
transgenes (8,23).

Existen lineas celulares derivadas de las células
epiteliales humanas (THLE) y de las células HepG2 que
expresan individualmente cada uno de los isoenzimas del
CYP de forma constitutiva (8,23,37). Estos modelos
generalmente sobre-expresan el transgen y son muy Utiles
para identificar el papel de los CYPs individuales en el
metabolismo (bioactivacidn o inactivacidn) de un farmaco,
asi como para identificar los CYPs implicadas en la
produccion de cada uno de los metabolitos (8,23).

Alternativamente, la transduccion mediada por
adenovirus es un procedimiento simple, versétil vy
altamente reproducible para administrar eficazmente
multiples genes en células cultivadas y para obtener
células que coexpresan los niveles deseados de varias
enzimas de biotransformacion (CYPs y enzimas de fase Il
) de farmacos. La estrategia se basa en la transduccion de
células HepG2 con combinaciones adecuadas de vectores
adenovirales recombinantes que codifican estos enzimas
para generar una variedad de células “a la carta” que
reproducen fenotipos metabdlicos de interés para el
metabolismo y hepatotoxicidad de farmacos (38-40). Por
ejemplo, con el uso combinado de varios adenovirus que
codifican CYPs individuales y la informacion del fenotipo
metabolizador de un paciente que haya sufrido un episodio
hepatotoxico es posible crear una célula hepatica que
reproduzca dicho fenotipo y simule la idiosincrasia
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metabdlica de dicho paciente, para poder estudiar los
mecanismos de toxicidad implicados. La versatilidad de
este modelo abre también la posibilidad de explorar el
papel de enzimas hepaticos con elevada variabilidad
interindividual (polimorfismo genético o fenotipico debido
a inhibicion/induccion enzimatica por farmacos, edad,
alimentacion, etc.) en la bioactivacion de los farmacos o
evaluar comparativamente la susceptibilidad de diferentes
grupos de poblacion (metabolizadores rapidos o lentos) a
la toxicidad inducida por los farmacos o identificar
fenotipos de riesgo para la toxicidad del farmaco(s). Sin
embargo, una limitacién importante es que la expresion del
transgen es transitoria y hay que realizar una nueva
transfecion adenoviral para cada experimento.

4.3. Hepatocitos derivados de células madre pluripotentes

Una solucién emergente para contrarrestar la escasez
de los hepatocitos humanos para fines de investigacion y
clinicos es el uso de células progenitoras pluripotentes y
que pueden diferenciarse a células de linaje hepatico
(Figura 4) (41). El conocimiento en torno a la
reprogramacion de células somaticas a pluripotentes y al
tiempo la posibilidad de inducir in vitro su diferenciacién a
células de linaje hepético las convierte en un modelo
celular muy atractivo para estudios de seguridad de
farmacos. Por ello, actualmente se contemplan los modelos
emergentes basados en hepatocitos derivados de células
pluripotentes humanas como una fuente ilimitada, estable,
funcional y personalizada de hepatocitos humanos
alternativa a los hepatocitos nativos. Finalmente, se ha
conseguido la reprogramacién directa a células de fenotipo
hepético desde una célula soméatica mediante la expresion
retroviral de ciertos factores de transcripcion hepaticos
(Hhex, Gatad4, Foxa2, HNF4a HNFla y HNF6) (42)
(Figura 4).

4.4. Células madre pluripotentes embrionarias (ES)

Se obtienen de la masa celular interna del blastocisto
constituida por unas 30 células que son las células ES, que
tienen la capacidad de diferenciarse a todos los tipos
celulares que aparecen en el organismo adulto. Se han
desarrollado protocolos para aislar estas células e inducir
su diferenciacion a células de linaje hepético tratando de
reproducir la embriogénesis del higado (41, 43).
Actualmente, el Biobanco Nacional que dirige el Instituto
de Salud Carlos Il dispone de varias lineas de células ES
generadas en Espafia puestas a disposicién de la
comunidad cientifica. Sin embargo, existe gran
variabilidad en la funcionalidad y metabolismo hepéticos
en diferentes laboratorios por lo que hace todavia
prematura la utilizacion de estas células para estudios de
toxicidad. Se ha propuesto el cultivo en 3D de estas células
con objeto de estabilizarlas para su uso en estudios de
toxicidad (44).
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(Fibroblasto, Linfocito)

Transdiferenciacion

Factores de transcripcion

Induccion de la pluripotencia
Reprogramacion celular con
vectores plasmidicos que no se integran

Célula iPS con el fenotipo del donante

Diferenciacion
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pequefias moléculas

Hepatocitos derivados de las células iPS
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Cribado de nuevas moléculas
Y estudios de hepatotoxicidad
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dianas terapeduticas

Figura 4. Hepatocitos humanos derivados de células madre pluripotentes inducidas. Las células somaticas se transdiferencian
directamente a linaje hepatico mediante la expresion de ciertos factores de transcripcion hepéaticos (Hhex, Gata4, Foxa2, HNF4o HNF1a y
HNF6) o se pueden reprogramar a pluripotencia (células iPS) y después diferenciarse a hepatocitos mediante protocolos de diferenciacion

definidos que tratan de reproducir la embriogénesis del higado.

4.5. Células madre pluripotentes inducidas (iPS)

La reprogramacion de una célula somética diferenciada
a una célula pluripotente, que se asemeja a una célula
madre embrionaria, es uno de los avances mas impactantes
en el campo de la biologia celular en la Gltima década. Las
células iPS son un tipo decélulas madre derivadas
artificialmente a partir de células sométicas en las que se
induce la expresion de varios genes exdgenos (Oct4, Sox2,
c-Myc y KIf4), conocidos como factores de Yamanaka
(Figura 4) (45), capaces de reprogramarlas al estado de
pluripotencia. Las células iPS tienen propiedades similares
a las células ES, incluyendo la pluripotencia y la
autorenovacion y pueden dar lugar a cualquier tipo de
célula adulta como los hepatocitos. Se estdn desarrollando
protocolos de diferenciacion hepética de las células iPS y
si bien el grado de funcionalidad hepatica conseguido es
todavia menor que el de los hepatocitos primarios, se van
consiguiendo importantes mejoras de los protocolos para
obtener hepatocitos de funcionalidad cada vez mas robusta
incluyendo la metabolizaciéon de farmacos (46-48). Sin
embargo, como ocurre con todos los modelos celulares
hepaticos los cultivos de células iPS en esferoides o en
soportes 3D con materiales biocompatibles muestran una
mejor y mas consistente evolucion hacia hepatocitos
maduros (44, 49). Hay que destacar que estas células
pueden ser una fuente ilimitada de hepatocitos de
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diferentes individuos con variabilidad minima entre lotes
lo que favorece la reproducibilidad y el estudio de la
toxicidad especifica para un individuo. Por otra parte,
disponer de un modelo celular que mimetice las
caracteristicas fenotipicas de los hepatocitos de un
determinado paciente que haya sufrido un episodio de
hepatotoxicidad por farmacos, seria clave para entender el
fenémeno de la hepatotoxicidad idiosincrasica y con ello
desarrollar herramientas diagnosticas mas especificas y
precisas soslayando la barrera clinica y éticas. Ademas, la
generacion de paneles de células iPS que reflejen la
diversidad de los perfiles de expresion de los CYPs en la
poblacion humana permitird realizar estudios de
metabolismo humano e interacciones farmaco-farmaco
(46, 50).

4.6. Hepatocitos humanos inmortalizados

Recientemente se ha desarrollado una tecnologia
denominada Upcyte basada en la modificacion genética de
hepatocitos en cultivo primario para que adquieran la
capacidad de proliferar y mantener al mismo tiempo la
diferenciacion hepatica (51,52). Este modelo ofrece la
ventaja de combinar la expresion de las caracteristicas del
fenotipo hepético de hepatocitos de donantes diferentes
con una disponibilidad casi ilimitada y féacil manejo,
similar a las lineas celulares de hepatomas humanos. El
analisis a nivel transcriptdmico de genes hepaticos muestra
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un perfil de expresién préximo a los hepatocitos humanos
(53). Asi mismo las actividades basales de los CYPs y su
respuesta a inductores enzimaticos son similares a la de los
hepatocitos humanos en cultivo primario. También
expresan los enzimas de conjugacion y funciones hepéticas
clave como la sintesis de urea, lipidos, glucégeno vy
proteinas plasmaticas, a niveles proximos a los hepatocitos
(53). Se ha mostrado su utilidad para estudios preclinicos
de hepatotoxicidad y metabolismo dada su capacidad
biotransformadora y buena conservacion del fenotipo
hepético (53).

4.7. Co-cultivos de hepatocitos con otras células

El higado se compone de dos poblaciones celulares
mayoritarias, las células parenquimaticas (hepatocitos) y
células no parenquimdticas (CNPs) que incluyen las
células endoteliales sinusoidales, estrelladas y Kupffer.
Las interacciones celulares entre los distintos tipos de
células son esenciales para la homeostasis funcional del
higado y para modular el metabolismo de los xenobidticos
(54). Ademas, como muchas respuestas toxicas in vivo
estdn mediadas por una compleja interaccion entre los
diferentes tipos de células del higado, la capacidad
predictiva de los hepatocitos en cultivo monotipico es
frecuentemente limitada. En el higado sano se requiere una
interaccion directa 0 una comunicacién via mediadores
solubles entre las células Kupffer y los hepatocitos para
que éstos mantengan su funcionalidad. Los co-cultivos con
CNPs particularmente células de Kupffer permite la
difusion de factores y citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1, TGF-
b) a los hepatocitos para poder estudiar la hepatotoxicidad
de farmacos mediada por reacciones inflamatorias. Estas
citocinas estan involucradas en la toxicidad idiosincrética
de ciertos farmacos como el trovafloxacino (55).
Kostadinova y colaboradores (56) han mostrado que los
co-cultivos 3D de hepatocitos y células estrelladas,
Kupffer y endoteliales permiten estudiar el efecto de los
farmacos con toxicidad idiosincratica con base
inflamatoria. En otro estudio reciente se ha utilizado un co-
cultivo 3D de hepatocitos y células de Kupffer para
estudiar el efecto anti-inflamatorio de los glucocorticoides,
y se observO una distribucion de metabolitos similar al
observado en la orina humana (57). Por tanto, se utiliza
cada vez mas el co-cultivo de hepatocitos con CNPs en
cualquiera de los sistemas de cultivo utilizado tanto en
monocapa como en configuracion 3D, dada su implicacién
farmacoldgicas y toxicologicas tras la exposicion a los
farmacos. Los co-cultivos establecen interacciones entre
células y muestran mayor supervivencia y capacidad
metabdlica y funcional mejorando la fiabilidad y la
prediccion in vitro del metabolismo y la hepatotoxicidad
de farmacos (6-8, 58, 59).

5. MODELOS CELULARES HEPATICOS EN
CONFIGURACION 3D

Como consecuencia de las limitaciones de los modelos
hepatocelulares tradicionales para el estudio pre-clinico de
la hepatotoxicidad de féarmacos, se han desarrollado
estrategias capaces de estabilizar el fenotipo hepatico en
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cultivo y conseguir modelos in vitro mas predictivos.
Actualmente existen ya nuevos modelos capaces de
reproducir la heterocelularidad hepatica, la organizacion
espacial tridimensional, la micro-arquitectura y la
microcirculacion de fluidos, aspectos todos ellos
esenciales para la homeostasis funcional del higado. Se
han desarrollado diferentes tipos de bioreactores y
microtejidos en los que se trata de recrear las interacciones
celulares y célula-biomatriz, asi como el flujo de nutrientes
caracteristicos del microambiente hepatico. Los sistemas
3D pueden consistir en la microencapsulacion de las
células en un soporte no rigido como el alginato o los
hidrogeles no adhesivos, o en la formacion de agregados
celulares o esferoides sin ningin tipo de soporte (6,8).
Otros sistemas 3D consisten en cultivar los hepatocitos en
soportes sélidos formados por matrices porosas derivadas
de materiales naturales (MEC de higados decelularizados,
coladgeno, alginato, chitosan) (60) o sintéticos
(polietilenglicol, &cido polilactico, acido poliglicolico,
acido poli (lactico-co-glicolico) y suelen incluir también
sistemas microfluidicos (Figura 2) (36). Los soportes
naturales  ofrecen  ventajas en  términos  de
biocompatibilidad y reproducen las interacciones de las
células con la MEC, en cambio los soportes sintéticos
ofrecen reproducibilidad y estabilidad. Los modelos mas
sencillos se basan en el monocultivo de hepatocitos, pero
la mayor parte de los sistemas 3D utilizan co-cultivos
donde conviven los hepatocitos con otras células (15, 56).
Asimismo, el cultivo de lineas celulares hepaticas en
configuracion 3D muestra cambios importantes en la
expresién génica, el fenotipo y la expresion de los
receptores celulares hacia propiedades mas hepaticas. En
general los modelos 3D presentan mayor supervivencia y
mejoran su capacidad metabdlica y funcional, permitiendo
tratamientos  prolongados con los farmacos 'y
administracién de dosis repetidas, por lo que actualmente
representan los modelos de eleccion para mejorar la
prediccion in vitro del metabolismo y la hepatotoxicidad
de farmacos (6-9).

5.1. Esferoides

Los hepatocitos en suspension son capaces de
autoagregarse, si se les impide la posibilidad de adherirse a
un soporte solido, restableciendo los contactos
intercelulares para formar estructuras multicelulares 3D. El
tamafio de los esferoides es critico para evitar el riesgo de
necrosis en su interior (200-300 pm) puesto que la difusidn
de oxigeno es un factor limitante (61). Los esferoides
hepaticos tanto monotipicos como heterotipicos mantienen
contactos intercelulares estables y duraderos lo que es
clave para la preservacion de la polaridad y el
mantenimiento de la expresion y actividad de los enzimas
de biotransformacion y de marcadores especificos de
funcionalidad hepética durante semanas (6, 62-64). Un
estudio reciente muestra que los esferoides de co-cultivos
de hepatocitos con CNPs constituye un sistema versétil y
prometedor para estudiar patologias hepaticas (colestasis,
esteatosis y hepatitis virica) y hepatotoxicidad aguda y
cronica de farmacos (64).
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5.2. Dispositivos microfluidicos

La incorporacion de canales microfluidicos, que
regulan la microcirculacion del medio nutritivo a los
sistemas 3D, constituye un paso decisivo para controlar la
difusion de oxigeno y nutrientes a las células a través del
soporte compuesto por materiales biocompatibles
sintéticos o naturales (6,9). Las uniones con la MEC
acentlan la reorganizacion de los componentes del
citoesqueleto celular para el anclaje, generan rutas inter e
intracelulares especificas de segundos mensajeros vy
regulan la expresién génica a largo plazo (6). Por otra
parte, los co-cultivos constituyen una mayor aproximacion
a la anatomia y fisiologia hepéticas. Ademas, la
combinacion del co-cultivo de células hepaticas
(hepatocitos/CNPs, células HepG2/C3A, HepaRG/células
estrelladas), con la mirocirculacion y gradiente de difusion
fisiol6gico de farmacos, oxigeno, nutrientes y residuos, ha
permitido desarrollar diversas platformas hepéticas. estas
plataformas reproducen la complejidad de la arquitectura
y la zonacion de los sinusoides hepaticos que son
funcionales y estables durante varias semanas para
estudios toxicoldgicos y clinicos (9, 65,66). Una ventaja
decisiva de estos sistemas es la posibilidad de disefiar y
ajustar la velocidad del flujo asi como las concentraciones
de los farmacos en el medio y reproducir diferentes
situaciones fisioldgicas en sangre tales como los estados de
ayuno, postprandial o el ciclo circadiano de las hormonas
(67-70).

5.3. Plataformas liver-on-a-chip

La complejidad del higado se ha reducido a la
simplicidad de dispositivos que recrean a microescala las
funciones del higado durante varios dias (71). Tosh y
colaboradores (72) han desarrollado un biochip hepatico
conocido como Hepa Tox Chip con canales microfluidicos
compartimentalizados por donde circula el medio de
cultivo que perfunde las células inmovilizadas en
colageno. El futuro nos reserva otras plataformas de mayor
complejidad y potencial, como la bioimpresion de tejidos y
6rganos donde confluyen las técnicas de impresion 3D, la
biologia celular y molecular (73). Se estan desarrollando
equipos que depositan células y nutrientes sobre
estructuras sencillas en archivos numéricos que emplean
materiales biocompatibles que actian como soportes o
armazones para su colonizacion por células, generando una
estructura que realiza las funciones fisioldgicas del higado.
El soporte podria ser biodegradable para que pudiera ser
sustituido por células gradualmente hasta desaparecer una
vez cumplida su funcion de soporte. La bioimpresién de
tejido hepéatico se puede realizar en diferente formato
como placas de cultivo o chips. Sin embargo, esta
tecnologia todavia se enfrenta a varios retos. Aunque es
posible cultivar hepatocitos diferenciados, el problema es
que éstas no se dividen y, por tanto, es muy limitada la
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posibilidad de colonizar estructuras de gran tamafio. La
solucidén para el futuro consistiria en emplear hepatocitos
derivados de células madre iPS (74). Por tanto, la
bioimpresion 3D es una tecnologia emergente muy
prometedora que se aproxima a la composicion real del
higado incluyendo los tipos celulares relevantes y su
arquitectura.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los recientes avances en el desarrollo de modelos
hepéticos experimentales unido a las nuevas tecnologias
Omicas abren nuevas y prometedoras perspectivas para
estudios de toxicidad pre-clinica en las fases iniciales del
descubrimiento de farmacos Se han disefiado estrategias
para recrear in vitro el microentorno in vivo de las células
hepéticas (caracteristicas mecéanicas, microcirculacion,
difusion de oxigeno y nutrientes, interaccion célula-célula
y célula-biomatriz extracelular) con la finalidad de mejorar
y prolongar la funcionalidad hepética. En este contexto, los
cultivos 3D y los disefios microfluidicos unidos a los co-
cultivos de hepatocitos con otros tipos celulares son muy
prometedores para predecir de forma fiable el metabolismo
y la hepatotoxicidad de fa&rmacos en el hombre (6,8,23, 29,
75).

La identificacion de pacientes con una mayor
predisposicion a la hepatotoxicidad por un determinado
farmaco, es un problema pendiente de solucién, como lo es
explicar el caso clinico concreto de dafio hepatico en un
paciente por un determinado farmaco. Los modelos
animales no son capaces de reproducir el fenémeno de
hepatotoxicidad idiosincrasica y por tanto no nos permiten
anticipar su riesgo en el hombre. Por tanto, la posibilidad
de generar modelos hepaticos con expresién “a la carta”
de los enzimas de biotransformacién es una estrategia
innovadora para predecir fenotipos metabolicos de riesgo y
para estudios de idiosincrasia metabdlica. Los hepatocitos
derivados de células pluripotentes humanas son modelos
emergentes que pueden proporcionar una fuente ilimitada,
estable y personalizada de hepatocitos derivados de
pacientes singulares para estudios de toxicidad
idiosincrasica.

Finalmente, la integracion de las tecnologias émicas y
el desarrollo de estrategias multiparamétricas permitiran
identificar biomarcadores y biofirmas predictivas de los
mecanismos de hepatotoxicidad de farmacos y su
traslacion a la clinica (Figura 5) (25, 39, 26). La
gendmica, transcriptémica, preoteémica y las mas reciente
metabolémica y citdbmica constituyen nuevas y eficaces
aproximaciones tecnologicas para realizar estudios
toxicologicos mecanisticos (76). Actualmente no hay
ninguna duda de que la toxicologia in vitro es un area muy
prometedora para abordar estudios  mecanisticos
considerados clave hoy dia para evaluar adecuadamente el
riesgo de toxicidad de farmacos.
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Figura 5. Cascada de las 6micas. Incorpora complejos conjuntos de datos que describen la respuesta de los sistemas bioldgicos a la
toxicidad y a las perturbaciones genéticas y medioambientales de los distintos niveles 6micos.

7
1

w

. BIBLIOGRAFIA
. Lee WM. Drug-induced hepatotoxicity. N Engl J Med

2003;349:474-485.

Kongkaew C, Noyce PR, Ashcroft DM. Hospital
admissions associated with adverse drug reactions: a
systematic review of prospective observational
studies. Ann Pharmacother. 2008; 42:1017-1025.

. Bunnage ME. Getting pharmaceutical R&D back on

target. Nat Chem Biol. 2011; 7:335-339.

. Lewis DF, loannides C, Parke DV. Cytochromes P450

and species differences in xenobiotic metabolism and
activation of carcinogen. Environ Health Perspect
1998; 106:633-641.

. O'Brien PJ, Chan K, Silber PM. Human and animal

hepatocytes in vitro with extrapolation in vivo. Chem
Biol Interact 2004; 150:97-114.

. Godoy P, Hewitt NJ, Albrecht U, et al. Recent advances

in 2D and 3D in vitro systems using primary
hepatocytes, alternative hepatocyte sources and non-
parenchymal liver cells and their use in investigating
mechanisms of hepatotoxicity, cell signaling and
ADME. Arch Toxicol 2013; 87:1315-1530.

264

7. Soldatow VY, Lecluyse EL, Griffith LG, et al. Models

for liver toxicity testing. Toxicol Res (Camb) 2013;
2:23-39.

8. GOmez-Lechén MJ, Tolosa L, Conde I, Donato MT.

Competency of different cell models to predict human
hepatotoxic drugs. Expert Opin Drug Metab Toxicol.
2014; 10:1553-1568.

9. Lauschke VM, Hendriks DF, Bell CC, Andersson TB,

10.

11.

12.

Ingelman-Sundberg M. Novel 3D Culture Systems for
Studies of Human Liver Function and Assessments of
the Hepatotoxicity of Drugs and Drug Candidates.
Chem Res Toxicol. 2016; 29:1936-1955.

Bjornsson ES. Hepatotoxicity by Drugs: The Most
Common Implicated Agents. Int J Mol Sci. 2016;
17:224.

Chalasani NP, Hayashi PH, Bonkovsky HL, et al.
Clinical Guideline: the diagnosis and management of
idiosyncratic  drug-induced liver injury. Am J
Gastroenterol 2014; 109:950-966.

Shaw PJ, Ganey PE, Roth RA Idiosyncratic drug-
induced liver injury and the role of inflammatory
stress with an emphasis on an animal model of
trovafloxacin hepatotoxicity. Toxicol Sci 2010; 118:7-
18

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



13.

14.

15.

16.

17.

18

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Park BK, Laverty H, Srivastava A, et al. Drug
bioactivation and protein adduct formation in the
pathogenesis of drug-induced toxicity. Chem Biol
Interact 2011; 192:30-36

Sakatis MZ, Reese MJ, Harrell AW, et al. Preclinical
strategy to reduce clinical hepatotoxicity using in vitro
bioactivation data for >200 compounds. Chem Res
Toxicol 2012; 25:2067-2082

Gomez-Lechon MJ, Tolosa L, Castell JV, et al.
Mechanism-based selection of compounds for the
development of innovative in vitro approaches to
hepatotoxicity studies in the LIINTOP project.
Toxicol In Vitro 2010; 24:1879-1889.

Gomez-Lechon MJ, Donato MT, Castell JV, et al.
Human hepatocytes as a tool for studying toxicity and
drug metabolism. Curr Drug Metab 2003; 4:292-312.
Gomez-Lechon MJ, Donato MT, Castell JV et al.
Human hepatocytes in primary culture: the choice to
investigate drug metabolism in man. Curr Drug Metab
2004; 5:443-462.

. Gomez-Lechon MJ, Castell JV, Donato MT. An update
on metabolism studies using human hepatocytes in
primary culture. Expert Opin Drug Metab Toxicol
2008; 4:837-854.

Hewitt NJ, Gémez-Lechon MJ, Houston JB, et al.
Primary hepatocytes: current understanding of the
regulation of metabolic enzymes and transporter
proteins, and pharmaceutical practice for the use of
hepatocytes in metabolism, enzyme induction,
transporter, clearance, and hepatotoxicity studies.
Drug Metab Rev 2007; 39:159-234.

Kim HM, Han SB, Hyun BH, et al. Functional human
hepatocytes: isolation from small liver biopsy samples
and primary cultivation with liver-specific functions. J
Toxicol Sci 1995; 20:565-578.

Kienhuis AS, Wortelboer HM, Maas WJ, et al. A
sandwich-cultured rat hepatocyte system with
increased metabolic competence evaluated by gene
expression profiling. Toxicol In Vitro 2007; 21:892-
901.

Donato MT, Lahoz A, Castell JV, et al. Cell lines: a
tool for in vitro drug metabolism studies. Curr Drug
Metab 2008; 9:1-11.

Donato MT, Jover R, Gomez-Lechon MJ. Hepatic cell
lines for drug hepatotoxicity testing: limitations and
strategies to upgrade their metabolic competence by
gene engineering. Curr Drug Metab 2013; 14:946-968.
O'Brien PJ, Irwin W, Diaz D, et al.: High concordance
of drug-induced human hepatotoxicity with in vitro
cytotoxicity measured in a novel cell-based model
using high content screening. Arch Toxicol 2006;
80:580-604.

Tolosa L., Pinto S, Donato MT, et al. Development of
a Multiparametric Cell-based Protocol to Screen and
Classify the Hepatotoxicity Potential of Drugs.
Toxicol Sci 2012a; 127:187-198.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Tolosa L, Gomez-Lech6n MJ, Donato MT. High-
content screening technology for studying drug-
induced hepatotoxicity in cell models. Arch Toxicol.
2015a; 89:1007-1022.

Tolosa L, Carmona A, Castell JV, et al. High-content
screening of drug-induced mitochondrial impairment
in hepatic cells: effects of statins. Arch Toxicol.
2015b; 89:1847-1860.

Van den Hof WF, Coonen ML, van Herwijnen M, et
al. Classification of hepatotoxicants using HepG2
cells: A proof of principle study. Chem Res Toxicol
2014; 27:433-442.

Donato MT, GOmez-Lechén MJ, Tolosa L. Using
high-content screening technology for studying drug-
induced hepatotoxicity in preclinical studies. Expert
Opin Drug Discov. 2017; 12:201-211.

Nakamura K, Kato N, Aizawa K, et al. Expression of
albumin and cytochrome P450 enzymes in HepG2
cells cultured with a nanotechnology-based culture
plate  with  microfabricated scaffold. 2011;0
36:625633.

Ramaiahgari SC, den Braver MW, Herpers B, et al. A
3D in vitro model of differentiated HepG2 cell
spheroids with improved liver-like properties for
repeated dose high-throughput toxicity studies. Arch
Toxicol 2014; 88:1083-1095.

Tolosa L, Gdmez-Lechdn MJ, Jiménez N, et al.
Advantageous use of HepaRG cells for the screening
and mechanistic study of drug-induced steatosis.
Toxicol Appl Pharmacol. 2016b; 1:02:1-9.

Aninat C, Piton A, Glaise D, et al. Expression of
cytochromes P450, conjugating enzymes and nuclear
receptors in human hepatoma HepaRG cells. Drug
Metab Dispos 2006; 34:75-83.

Klein S, Mueller D, Schevchenko V, Noor F. Long-
term maintenance of HepaRG cells in serum-free
conditions and application in a repeated dose study. J
Appl Toxicol. 2014; 34:1078-1086.

Le Vee M, Noel G, Jouan E, et al. Polarized expression
of drug transporters in differentiated human hepatoma
HepaRG cells. Toxicol In Vitro 2013; 27:1979-86.
Mueller D, Kramer L, Hoffmann E, et al. 3D
organotypic HepaRG cultures as in vitro model for
acute and repeated dose toxicity studies. Toxicol In
Vitro 2014; 28:104-112.

Gustafsson F, Foster AJ, Sarda S, et al. A correlation
between the in vitro drug toxicity of drugs to cell lines
that express human P450s and their propensity to
cause liver injury in humans. Toxicol Sci 2014;
137:189-211.

Tolosa L, Donato MT, Pérez-Cataldo G, et al.
Upgrading cytochrome P450 activity in HepG2 cells
co-transfected with adenoviral vectors for drug
hepatotoxicity assessment. Toxicol In Vitro. 2012b;
26:1272-1277.

Tolosa L, Gomez-Lechon MJ, Pérez-Cataldo G, et al.
HepG2 cells simultaneously expressing five P450

265



40.

41.

42,

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

enzymes for the screening of hepatotoxicity:
identification of bioactivable drugs and the potential
mechanism of toxicity involved. Arch Toxicol. 2013;
87:1115-1127.

Gbmez-Lechén MJ, Tolosa L, Donato MT. Upgrading
HepG2 cells with adenoviral vectors that encode drug-
metabolizing  enzymes: application for  drug
hepatotoxicity testing. Expert Opin Drug Metab
Toxicol. 2017;13:137-148.
GOmez-Lechon MJ, Tolosa L. Human hepatocytes
derived from pluripotent stem cells: promising cell
model for drug hepatotoxicity screening. Arch

Toxicol. 2016; 90:2049-2061.

Yu B, He ZY, You P, et al. Reprogramming fibroblasts
into bipotential hepatic stem cells by defined factors.
Cell Stem Cell. 2013;13:328-340.

Baxter MA, Rowe C, Alder J, et al. Generating hepatic
cell lineages from pluripotent stem cells for drug
toxicity screening. Stem Cell Res 2010; 5:4-22.
Takayama K, Kawabata K, Nagamoto Y, et al. 3D
spheroid culture of hESC/hiPSC-derived hepatocyte-
like cells for drug toxicity testing. Biomaterials 2013;
34:1781-1789.

Liu X, Huang J, Chen T, et al. Yamanaka factors
critically regulate the developmental signaling
network in mouse embryonic stem cells. Cell Res.
2008;18:1177-1189.

Medine CN, Lucendo-Villarin B, Storck C, et al.:
Developing high-fidelity hepatotoxicity models from
pluripotent stem cells. Stem Cells Transl Med 2013;

2:505-9.

Si-Tayeb K, Noto FK, Nagaoka M, et al. Highly
efficient generation of human hepatocyte-like cells

from induced pluripotent stem cells. Hepatology 2010;
51:297-305.

Kondo Y, lwao T, Nakamura K, et al. An efficient
method for differentiation of human induced
pluripotent stem cells into hepatocyte-like cells
retaining drug metabolizing activity. Drug Metab
Pharmacokinet 2014; 29:237-243
Gieseck RL, Hannan NR, Bort R, et al. Maturation of
induced pluripotent stem cell derived hepatocytes by
3D-culture. PLoS One 2014; 9:e86372.

Anson BD, Kolaja KL, Kamp TJ. Opportunities for use
of human iPS cells in predictive toxicology. Clin
Pharmacol Ther 2011; 89:754-758.

Burkard A, Dahn C, Heinz S, et al. Generation of
proliferating human hepatocytes using Upcyte(R)
technology: characterisation and applications in
induction and cytotoxicity assays. Xenobiotica 2012;
42:939-956.

Levy G, Bomze D, Heinz S, et al. Long-term culture
and expansion of primary human hepatocytes. Nat
Biotechnol. 2015; 33:1264-1271
Tolosa L, Gdmez-Lech6n MJ, Ldpez S, et al. Human
Upcyte Hepatocytes: Characterization of the Hepatic

266

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Maria José Gomez-Lechdn Moliner

Phenotype and Evaluation for Acute and Long-Term
Hepatotoxicity Routine Testing. Toxicol Sci. 2016g;
152:214-229.

Milosevic N, Schawalder H, Maier P. Kupffer cell-
mediated differential down-regulation of cytochrome
P450 metabolism in rat hepatocytes. Eur J Pharmacol
1999; 26:75-87.

Liguori MJ, Ditewig AC, Maddox JF, et al.
Comparison of TNFa to lipopolysaccharide as an
inflammagen to characterize the idiosyncratic
hepatotoxicity potential of drugs: Trovafloxacin as an
example. Int J Mol Sci. 2010; 11:4697-714.
Kostadinova R, Boess F, Applegate D, et al. A long-
term three dimensional liver co-culture system for
improved prediction of clinically relevant drug-
induced hepatotoxicity. Toxicol Appl Pharmacol
2013; 268:1-16.

Sarkar U, Rivera-Burgos D, Large EM, et al. (2015)

Metabolite profiling and pharmacokinetic evaluation
of hydrocortisone in a perfused three-dimensional
human liver bioreactor. Drug Metab Dispos
43(7):1091-1099
Ohno M, Motojima K, Okano T, et al. Up-regulation of
drug-metabolizing enzyme genes in layered co-culture
of a human liver cell line and endothelial cells. Tissue
Eng Part A 2008; 14:1861-1869.

Krause P, Saghatolislam F, Koenig S, Unthanet al.
Maintaining hepatocyte differentiation in vitro
through co-culture with hepatic stellate cells. In Vitro
Cell Dev Biol Anim 2009; 45:205-12.

De Kock J, Ceelen L, De Spiegelaere W, et al. Simple

and quick method for whole-liver decellularization: a
novel in vitro three-dimensional bioengineering tool?
Arch Toxicol 2011; 85:607-612.

Lin RZ, Chang HY. Recent advances in three-
dimensional multicellular spheroid culture for
biomedical research. Biotechnol J 2008; 3:1172-1184.
van Zijl F, Mikulits W. Hepatospheres: Three
dimensional cell cultures resemble physiological
conditions of the liver. World J Hepatol 2010; 2:1-7.
Ohkura T, Ohta K, Nagao T, Kusumoto K, Koeda A,
Ueda T, Jomura T, lkeya T, Ozeki E, Wada K, Naitoh
K, Inoue Y, Takahashi N, Iwai H, Arakawa H,
Ogihara T. Evaluation of human hepatocytes cultured
by three-dimensional spheroid systems for drug

metabolism. Drug Metab Pharmacokinet.
2014;29:373-378.
Bell CC, Hendriks DF, Moro SM, et al.

Characterization of primary human hepatocyte
spheroids as a model system for drug-induced liver
injury, liver function and disease. Sci Rep 2016;
6:25187.

Mueller D, Heinzle E, Noor F. 3D Hepatic In Vitro
Models as Tools for Toxicity Studies. Current Tissue
Eng 2013; 2:78-89.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



66.

67.

68.

69

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Bhise NS, Manoharan V, Massa S, et al. A liver-on-a-
chip platform with bioprinted hepatic spheroids.
Biofabrication. 2016; 8:014101.

Chao P, Maguire T, Novik E, et al. Evaluation of a
microfluidic based cell culture platform with primary
human hepatocytes for the prediction of hepatic
clearance in human. Biochem Pharmacol 2009;
78:625-632.

Goral VN, Hsieh YC, Petzold ON, et al. Perfusion-
based microfluidic device for three-dimensional
dynamic primary human hepatocyte cell culture in the
absence of biological or synthetic matrices or
coagulants. Lab Chip 2010; 10:3380-3386.
Novik E, Maguire TJ, Chao P, et al. A microfluidic
hepatic coculture platform for cell-based drug
metabolism studies. Biochem Pharmacol 2010;
79:1036-1044.

Bhushan A, Senutovitch N, Bale SS, et al. Towards a
three-dimensional microfluidic liver platform for
predicting drug efficacy and toxicity in humans. Stem
Cell Res Ther 2013; 4 Suppl 1:S16.

Toh Y-C, Lim T C, Tai D, et al. A microfluidic 3D
hepatocyte chip for drug toxicity testing. 2009; Lab
Chip 9: 2026—2010.

Bavli D, Prill S, Ezra E, et al. Real-time monitoring of
metabolic function in liver-on-chip microdevices
tracks the dynamics of mitochondrial dysfunction.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2016; 113:
E2231-E2240.

Zhu W, Ma X, Gou M, et al. 3D printing of functional
biomaterials for tissue engineering.Curr. Opin.
Biotechnol. 2016; 40: 103—112.

Ma X, Qu X, Zhu W, et al. Deterministically patterned
biomimetic human iPSC-derived hepatic model via
rapid 3D bioprinting. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A
2016; 113: 2206—2211.

GOmez-Lechon MJ, Tolosa L, Donato MT. Metabolic
activation and drug-induced liver injury: in vitro
approaches for the safety risk assessment of new
drugs. J Appl Toxicol. 2016; 36(6):752-768.

Las Omicas: Genomica, proteomica, citomica vy
metabolomica. Nuevas Tecnologias para el desarrollo
de Farmacos. Maria Cascales Angosto, M? José
Gémez-Lechén y Enrique O Connor, eds. Madrid:
Instituto de Espafia y Real Academia Nacional de
Farmacia, Fundacion José Casares Gil, 2005.

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

267



M. Teresa Donato

Hepatotoxicidad idiosincrasica por farmacos: promesas y limitaciones de

las estrategias in vitro

Title in English: Drug-induced idiosyncratic hepatotoxicity: Promises and limitations of in vitro Strategies

M. Teresa Donato

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina y Odontologia, Universitat de Valéncia; Unidad
Mixta de Investigacion en Hepatologia Experimental UV-Fundacién La Fe.

ABSTRACT: Idiosyncratic hepatotoxicity occurs
unpredictably in a small group of susceptible individuals
with no direct dose relationship. Although the
mechanisms involved in these adverse drug reactions
remain unclear, several hypotheses have been proposed
to explain their idiosyncratic nature, including drug
conversion into reactive metabolites (bioactivation),
activation of the immune system, mitochondrial
dysfunction or inflammatory stress. Safety studies
conducted during drug development are clearly
insufficient to predict idiosyncratic toxic damage. The
current preclinical models (experimental animals and in
vitro) are unable to reproduce the multiple genetic or
acquired factors that influence the individual
susceptibility, which makes it practically impossible to
detect drugs with the capacity to induce idiosyncratic
episodes. In recent years, a great effort has been made to
develop new strategies capable of anticipating
idiosyncratic liver damage induced by drugs and to
identify those patients with an increased risk for
hepatotoxicity. In vitro assays based on the use of
cellular models that reflect individual idiosyncrasy,
together with omics and multiparametric cellular
analysis technologies, have reoriented the evaluation of
the toxic effects induced by drugs and are postulated as
tools with great projection to discriminate hepatotoxic
potential of new drugs.
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RESUMEN: La hepatotoxicidad idiosincratica se
presenta de forma impredecible en un grupo reducido de
individuos susceptibles y sin relacion directa con la
dosis. Si bien los mecanismos implicados en estas
reacciones adversas de los farmacos permanecen sin
esclarecer, se han propuesto varias hip6tesis para
explicar su naturaleza idiosincratica, entre las que se
incluyen la conversiéon del fdrmaco en metabolitos
reactivos (bioactivacion), la activacion del sistema
inmune, la disfuncion mitocondrial o el estrés
inflamatorio. Los estudios de seguridad que se realizan
durante el desarrollo de farmacos son insuficientes para
predecir el dafio toxico de naturaleza idiosincratica. Los
actuales  modelos  preclinicos  (animales  de
experimentacion e in vitro) son incapaces de reproducir
los mdltiples factores genéticos o adquiridos que
influyen sobre la susceptibilidad individual, lo que hace
précticamente imposible la deteccién de farmacos con
capacidad de inducir episodios idiosincraticos. En los
Gltimos afios se viene realizado un gran esfuerzo
dirigido a desarrollar nuevas estrategias capaces de
anticipar el dafio hepatico idiosincratico inducido por
farmacos e identificar aquellos pacientes que presentan
mayor riesgo a la hepatotoxicidad. Los ensayos in vitro
basados en el uso de modelos celulares que reflejen la
idiosincrasia individual, junto con las tecnologias
Omicas y de anélisis celular multiparamétrico, han
reorientado la forma de evaluar los efectos téxicos de
los fArmacos y se postulan como herramientas con gran
proyeccion para discriminar el potencial hepatotoxico de
nuevos farmacos.
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1. INTRODUCCION

La hepatotoxicidad por farmacos es un problema de
salud de importancia creciente y un motivo de
preocupacion para los clinicos, la industria farmacéutica y
los organismos reguladores. El nimero de farmacos
capaces de inducir dafio hepético es sorprendentemente
elevado con manifestaciones clinicas que abarcan desde
formas leves con elevacion asintomética de transaminasas
en suero hasta hepatitis fulminantes (1-3). Esta especial
vulnerabilidad del higado a la accién téxica de los
farmacos puede justificarse en base a su localizacion
anatémica entre la circulacion portal y la sistémica, su
papel clave en los procesos de biotransformacion y la
expresion elevada de transportadores de farmacos que
pueden facilitar la acumulacion de compuestos toxicos en
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los hepatocitos.

Los estudios de seguridad realizados durante el
desarrollo de farmacos brindan una primera oportunidad
para identificar y descartar moléculas con capacidad de
inducir toxicidad en el hombre; no obstante, el dafio
hepético por farmacos es uno de los fendmenos téxicos
con menor correlacién con los tests en animales por lo que
con frecuencia no se detecta durante los enayos preclinicos
(4-5). La hepatotoxicidad constituye hoy en dia la razon
principal para la retirada del mercado de farmacos
previamente aprobados y la interrupcion del desarrollo de
nuevos farmacos (6). La hepatotoxicidad inducida por
algunos farmacos es intrinseca, lo que significa que sus
efectos dependen de la dosis, se manifiesta de forma
similar en todos los pacientes y es reproducible en
modelos animales. La dificultad en la prediccién es mucho
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mayor para aquellos farmacos que inducen reacciones
idiosincraticas, de tal forma que su hepatotoxicidad solo se
manifiestan en una minoria de pacientes susceptibles y a
dosis que son seguras para el resto de la poblacién (1,7).
Estos episodios raros de toxicidad no son predecibles en
modelos experimentales por lo que en la practica no se
detectan antes de la aprobacion del farmaco y solo
emergen tras su autorizacion y comercializacién, cuando
miles de pacientes han sido expuestos al f&rmaco (6,7).

La hepatotoxicidad idiosincratica es particularmente
insidiosa por su naturaleza impredecible y su potencial
gravedad. En la actualidad son muchos los grupos de
investigacion baésica, clinica y de la industria farmacéutica
que estan volcando sus esfuerzos para ahondar en el
conocimiento de los mecanismos responsables de estas
reacciones toxicas de los farmacos y de los factores
individuales que expliquen la mayor vulnerabilidad de
ciertos pacientes. No cabe duda de que el desarrollo de
estrategias experimentales capaces de anticipar el potencial
de nuevas moléculas para inducir hepatotoxicidad
idiosincratica contribuird de forma indudable al desarrollo
de fa&rmacos mas seguros.

2. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA
HEPATOTOXICIDAD IDIOSINCRATICA

Diversos factores relacionados con el propio farmaco
(drug-dependent) o con el individuo (host-dependent)
pueden contribuir a la aparicion de estas reacciones téxicas
singulares (Figura 1) (3,8). Los avances en el
conocimiento  mecanistico de la hepatotoxicidad
idiosincratica se han visto dificultados por diversos
motivos tales como su baja incidencia, que hace casi
imposible su deteccién en el pequefio nimero de animales
de laboratorio utilizados en las evaluaciones preclinicas de
seguridad, las diferencias interespecies, la existencia de
factores individuales de susceptibilidad y la falta de una
relacion consistente con la dosis (9). A pesar de estas
limitaciones, los esfuerzos recientes encaminados al
desarrollo de nuevos modelos animales y sistemas in vitro
han contribuido a aumentar la comprensién molecular del
dafio hepéatico por farmacos de naturaleza idiosincrésica
(9,10).

Figura 1. Factores de riesgo asociados a la hepatotoxicidad idiosincratica.

Son varios los mecanismos que han sido implicados en
la hepatotoxicidad idiosincratica inducida por fA&rmacos y
las hipdtesis propuestas para explicar su aparicién en
sujetos susceptibles. Aunque los mecanismos subyacentes
siguen siendo ampliamente desconocidos en muchos
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casos, la bioactivacion metabdlica del farmaco, la
respuesta inmune adaptativa, el dafio mitocondrial y el
estrés inflamatorio se consideran factores clave (9,11)
(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos propuestos para explicar la hepatotoxicidad idiosincratica. EI metabolismo hepético de farmacos puede
generar metabolitos reactivos (bioactivacién) con capacidad para formar aductos con proteinas y activar la respuesta adaptativa del
sistema inmune (haptenizacion). La variabilidad interindividual en el metabolismo de fdrmacos y/o la respuesta del sistema inmune
pueden explicar las diferencias en la susceptibilidad a la hepatotoxicidad por farmacos. Los farmacos, o con frecuencia sus metabolitos
reactivos, interaccionan con funciones o estructuras de los hepatocitos, induciendo estrés o dafio celular a través de diferentes
mecanismos. El dafio progresivo sobre las mitocondrias o la liberacion de sefiales proinflamatorias pueden contribuir también como
factores adicionales para desencadenar la hepatotoxicidad. ER, reticulo endoplasmico; ROS, especies reactivas del oxigeno.

Las reacciones del metabolismo de farmacos, y en
particular las oxidaciones catalizadas por los citocromo
P450 (CYP) hepéticos juegan un papel importante en la
toxicidad idiosincrasica (8,12). Muchos farmacos son
metabolizados activamente antes de ser eliminados de
nuestro organismo y, en la mayoria de los casos, se
generan metabolitos biolégicamente inactivos. Sin
embargo, dependiendo de la estructura quimica del
compuesto, pueden formarse metabolitos méas téxicos que
el farmaco original dando lugar a su bioactivacion. La
formacion de metabolitos quimicamente reactivos se ha
asociado con el dafio hepéatico inducido por muchos
farmacos y se ha comprobado que una alta proporcion de
farmacos retirados o con restricciones de uso (black box
warnings) por su hepatotoxicidad generan metabolitos
reactivos (13).

Los metabolitos tdxicos formados durante el
metabolismo de farmacos son quimicamente diversos, e
incluyen especies electrofilicas, radicales y especies
reactivas del oxigeno (ROS). Estos intermediarios
reactivos pueden interaccionar con estructuras o funciones
celulares y causar toxicidad a través de diferentes
mecanismos (14). La disfuncion mitocondrial, el estrés
oxidativo, la alteracion de la homeostasis del calcio
intracelular o la  modificaciobn  covalente  de
macromoléculas son algunos de los efectos inducidos por
metabolitos reactivos.

En el ser humano existe una variabilidad
interindividual muy significativa en los enzimas hepéaticos
de biotransformacion que se traduce en diferencias no sélo
en la velocidad de metabolizacién de los farmacos, sino
también en los perfiles metabdlicos resultantes. Dichas
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diferencias son debidas a una combinacién de factores
genéticos (polimorfismos) o de otra indole (factores
nutricionales o fisiolégicos, patologias, procesos
inflamatorios, consumo de farmacos, alcohol o tabaco,
induccion enzimatica, etc) que controlan la expresién y/o
la actividad de enzimas del metabolismo de farmacos (15).
Esta variabilidad fenotipica genera una idiosincrasia
metabdlica que puede contribuir a la aparicion de
reacciones toxicas singulares. Los individuos susceptibles
pueden mostrar un metabolismo caracteristico de un
farmaco en particular (p.e., aumento de la formacion de
metabolitos reactivos y/o disminucion de su inactivacion),
lo que puede conducir a un mayor riesgo de
hepatotoxicidad (16).

En algunos casos, los aductos covalentes formados por
la interaccion de metabolitos reactivos con proteinas
hepéticas pueden actuar como haptenos y activar el
sistema inmune (“hip6tesis del hapteno”) (17). Tras la
haptenizacion, las proteinas modificadas son procesadas y
presentadas como antigenos para su reconocimiento por
los linfocitos, poniendo asi en marcha la respuesta
inmunoldgica que culmina en dafio hepético. La
propensién de un farmaco para formar aductos depende de
la proporcion de metabolitos reactivos generados, su vida
media y su capacidad para reaccionar con proteinas diana
(14). Ahora bien, la formacion de aductos se considera una
condicion necesaria, pero no suficiente, para desencadenar
la respuesta inmune, en la que hay un componente
idiosincrasico que determina el umbral de tolerancia de un
individuo frente a los aductos formados. Las diferencias
individuales en la propension a desarrollar una respuesta
inmune adaptativa pueden ser determinantes en el
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resultado final (adaptacién/tolerancia Versus
hepatotoxicidad) y podrian explicar por qué estas
reacciones adversas al farmaco ocurren sélo en un pequefio
grupo de pacientes susceptibles (3,17). En este sentido, se
han establecido asociaciones interesantes entre ciertos
haplotipos HLA y la mayor propension al dafio hepético
inducido por determinados farmacos (17).

Se ha postulado que la generacién de metabolitos
reactivos 'y la posterior formacién de aductos
(haptenizacién) son insuficientes para causar lesion
hepética y, por lo tanto, se requiere una segunda sefial
("sefal de peligro") para precipitar la hepatotoxicidad. Las
células estresadas o dafiadas liberan moléculas
(mediadores proinflamatorios, péptidos modificados) que
pueden estimular/regular la activacion linfocitaria mediada
por las células presentadoras de antigenos. La disfuncién
mitocondrial inducida por el farmaco, la generacion de
ROS, el estrés del reticulo endoplasmaético, la activacion
de las vias de muerte celular, los episodios inflamatorios
leves, las infecciones o las alteraciones de la microbiota
han sido propuestas como posibles factores independientes
que pueden actuar como coadyuvantes para modificar la
respuesta inmune adaptativa (3,9,11). La necesidad de que
la exposicion a un farmaco que forma metabolitos
reactivos con capacidad de unirse covalentemente a
proteinas deba coincidir en el tiempo con una sefial de
activacion o de peligro puede explicar la baja incidencia de
la hepatotoxicidad idiosincrésica.

Una serie de caracteristicas singulares de las
mitocondrias (composicion de su doble membrana, alta
produccion de ROS, sintesis de ATP, acumulacién de
moléculas pro-apoptéticas, vulnerabilidad del ADN
mitocondrial, etc.) las convierten en una diana celular
importante del dafio inducido por farmacos (18). Su papel
fundamental en la integracion de vias de sefializacion y en
la supervivencia y mantenimiento de la homeostasis de la
célula las hacen acreedoras de un papel central en los
mecanismos de hepatotoxicidad (18,19). Tras un insulto
toxico, no todas las mitocondrias de una célula son
afectadas por igual, al tiempo que se desencadenan
mecanismos compensatorios  (mitofagia, biogénesis,
fusién, fision) para adaptar el metabolismo mitocondrial al
estrés inducido por el farmaco (20). Se ha postulado que el
dafio mitocondrial acumulado en una célula puede no tener
consecuencias directas hasta que se alcanza un umbral
critico, por encima del cual el dafio a la célula se hace
repentinamente evidente (19). Este "efecto umbral” puede
contribuir a la idiosincrasia individual, ya que los
pacientes susceptibles pueden mostrar una acumulacion
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mas rapida de mitocondrias con funcién comprometida.

Evidencias obtenidas en estudios en modelos animales
sugieren que la susceptibilidad de un individuo a ciertos
farmacos puede estar modulada por episodios de
inflamacion concurrentes, cuya aparicion esporadica y
erratica seria la base de la hepatotoxicidad idiosincratica
("hipétesis del estrés inflamatorio”) (9,19). La liberacion
de citoquinas proinflamatorias y otros mediadores durante
un estrés inflamatorio moderado puede aumentar la
sensibilidad de las células hepaticas, reducir el umbral de
toxicidad del farmaco y precipitar una reaccion
hepatotoxica. Al mismo tiempo, un farmaco podria
exacerbar la respuesta a una situacion inflamatoria leve e
inofensiva y convertirla en perjudicial (9).

En resumen, son varias las hip6tesis mecanisticas
propuestas para explicar la naturaleza idiosincratica de la
hepatotoxicidad inducida por algunos farmacos. Cada
hipétesis se apoya en evidencias clinicas y experimentales,
y ninguna ha sido definitivamente probada. Los diferentes
mecanismos son compatibles y no mutuamente
excluyentes, incluso para un farmaco en particular. La
hepatotoxicidad idiosincrasica puede surgir de la
concurrencia de mdultiples factores o mecanismos que,
cuando se producen individualmente, no inducen toxicidad
manifiesta pero que de forma combinada pueden
desencadenar una lesién hepatica (Figura 2). Este
escenario se resume en la "hipdtesis de mdltiples
determinantes”, que establece que las reacciones
idiosincrasicas requieren la aparicion simultanea de varios
factores discretos y precipitantes (9).

3. METABOLISMO DE FARMACOS,
BIOACTIVACION Y HEPATOTOXICIDAD
IDIOSINCRATICA

La biotransformacion de farmacos comprende
reacciones de oxidacion, reduccion o de hidrélisis que
introducen o exhiben nuevos grupos polares en la molécula
(fase 1) y reacciones de conjugaciéon con cofactores
enddgenos hidrofilos (fase I1) para formar metabolitos
solubles en agua que se excretan facilmente. Se han
descrito relaciones estrechas entre el metabolismo del
farmaco y acontecimientos hepaticos adversos (Figura 3).
Un estudio sistematico con unos 200 farmacos
ampliamente prescritos en EEUU reveld que los farmacos
sin metabolismo hepatico significativo raramente causan
dafio hepatico, mientras que se encontrd6 un riesgo
aumentado para los farmacos con un metabolismo hepatico
superior al 50 % (21).
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Figura 3. Papel de la bioactivacion en la hepatotoxicidad por farmacos. Durante el metabolismo de farmacos se pueden formar
metabolitos estables/inactivos y metabolitos reactivos. La bioactivacion metabdlica puede dar lugar a hepatotoxicidad por la reaccion de
metabolitos electrofilicos del farmaco con centros nucleofilicos de macromoléculas (ADN, lipidos, proteinas) o por el dafio oxidativo

inducido por un exceso de formacion de ROS.

La bioactivacion del farmaco suele estar relacionada
con reacciones de fase I, en particular con oxidaciones
mediadas por los CYPs. El CYP3A4, el més abundante en
el higado humano y principal responsable del metabolismo
oxidativo de los fa&rmacos, explica la activacion metabdlica
de muchos de ellos (22). Otros CYPs (por ejemplo,
CYP2C9, 2C19, 1A2, 2B6, 2D6 o0 2E1), otras enzimas de
fase |  (por ejemplo, flavina  monoxigenasa,
monoaminooxidasa 0 peroxidasas) o enzimas de fase Il
(por ejemplo, UDP-glucuronosiltransferasas) también
estan implicados activamente en la bioactivacion de
farmacos y otros xenobi6ticos (23,24).

Son varios los metabolitos electrofilicos que han sido
implicados en la toxicidad producida por farmacos:
quinona iminas (relacionados con la toxicidad de
paracetamol, diclofenaco, amodiaquina, nefazodona),
hidracinas (isoniazida, hidralazina), epoxidos
(furosemida), carbonilos insaturados (por ejemplo,
felbamato, terbinafina) o acilglucurénidos (diclofenaco y
otros AINEs) entre otros (23,24). Las especies
electrofilicas pueden reaccionar con centros nucleofilicos
de las células para formar aductos covalentes, que pueden
alterar permanentemente la estructura y actividad de la
macromolécula diana (Figura 3). Su interaccién con
4cidos nucleicos puede derivar en dafio al ADN
(modificacién de bases, rupturas de la hebra) y
genotoxicidad. Los grupos sulfidrilo de la cisteina y los
nitrégenos nucledfilos de algunos aminoécidos (por
ejemplo, histidina, lisina o arginina) son dianas comunes
en las proteinas. La modificacion covalente de enzimas,
transportadores, receptores y otras proteinas celulares
puede resultar en el deterioro directo de funciones
metabolicas clave, alteracion de las vias de sefalizacion,
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desequilibrio iénico, pérdida de la homeostasis fisiologica
y muerte celular (12,14). Algunas proteinas modificadas
también pueden servir como inmundgenos (haptenizacion)
e inducir una respuesta inmune.

La bioactivacion también puede inducir dafio celular a
través de la generacion de radicales derivados del
metabolismo oxidativo del fArmaco o por formacion de
ROS (loannides y Lewis 2004). Esto ultimo es frecuente
para los compuestos que experimentan ciclos redox (por
ejemplo, quinonas). Las especies radicalarias pueden
inducir dafio celular por unidn covalente a macromoléculas
de forma similar a los intermedirios electrofilicos (23) y
también son capaces oxidar componentes celulares
esenciales (Figura 3). El ataque oxidativo al ADN puede
producir mutaciones y carcinogénesis. La oxidacion de
residuos de aminoacidos clave puede conducir a
inactivacion enziméatica o pérdida de otras funciones
proteicas. Los lipidos insaturados, particularmente los
componentes de las membranas celulares, son altamente
susceptibles al dafio oxidativo por ROS y otras especies
oxidantes. La peroxidacion lipidica es una secuencia de
reacciones radicalarias que se propagan en cadena y que
oxidan los lipidos con formacion de peroxidos lipidicos. El
estrés oxidativo, la destruccién progresiva de los lipidos de
la membrana, la inhibicién de la cadena respiratoria
mitocondrial, la alteracion de la homeostasis del calcio
intracelular o la pérdida de la integridad de la membrana
celular son consecuencias de la peroxidacion lipidica (12).

La propension de un compuesto relativamente inerte
para transformarse en un metabolito reactivo depende
principalmente de su estructura quimica. El analisis
exhaustivo de farmacos objeto de medidas reguladoras o
con advertencias de uso por hepatotoxicidad idiosincrasica
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ha permitido la propuesta de grupos funcionales o motivos
quimicos susceptibles de formar intermediarios reactivos
(25). Estas alertas estructurales (toxicoforos) incluyen
aminopiridinas, anilinas, furano, hidrazinas, tiazoles,
tiofeno, catecol, ciclopropilamina, nitrobenceno, &cidos
heteroarilacéticos y &cidos arilacéticos (22). Se han
disefiado aplicaciones informéaticas que incorporan
informacion sobre el metabolismo y la toxicidad de
farmacos conocidos con el objetivo de desarrollar sistemas
capaces de predecir el metabolismo oxidativo de nuevos
compuestos y anticipar la posible formacién de
metabolitos reactivos. La finalidad de estas herramientas in
silico es servir de ayuda para el disefio quimico y
propuesta de moléculas durante el descubrimiento de
nuevos farmacos (12). Se dispone asimismo de ensayos in
vitro para identificar la posible bioactivacion de moléculas
candidatas. Béasicamente estos ensayos consisten en la
incubacién del compuesto con un sistema biolégico que
presente una actividad metabdlica elevada (microsomas
hepaticos, preparaciones enziméticas) y la posterior
aplicacion de métodos que permitan revelar la formacion
de metabolitos reactivos (deteccién de aductos con
proteinas hepéticas, captura o trapping de metabolitos,
inhibicion en enzimas) (12,22,26). La informacion
proporcionada por estos estudios se utiliza para identificar

y descartar compuestos de riesgo durante las fases
tempranas del descubrimiento de farmacos y seleccionar
aquellas moléculas con menor tendencia a la bioactivacion.

En vista del papel clave del metabolismo de fa&rmacos
en la hepatotoxicidad, varios estudios han establecido
asociaciones potenciales entre los polimorfismos genéticos
de enzimas de biotransformacién y el aumento del riesgo
de hepatotoxicidad de ciertos farmacos (Tabla 1) (27-30).
La susceptibilidad individual se ha relacionado también
con variantes polimoérficas o mutaciones puntuales en
proteinas implicadas en el transporte de farmacos o en la
defensa antioxidante (31,32). Estos hallazgos sugieren que
la toxicidad se produce ante un desequilibrio entre la
produccion de metabolitos reactivos y su desintoxicacion,
tal y como ocurre en situaciones que conducen a una
actividad aumentada de vias de bioactivacion y/o una
menor capacidad de neutralizar especies reactivas. Por
tanto, no sélo la mayor o menor tendencia de un farmaco a
producir intermedios reactivos, sino también ciertos
factores de riesgo preexistentes en pacientes susceptibles
(genotipo, edad, sexo, induccidn/inactivacion enzimatica,
enfermedades subyacentes) van a ser determinantes en la
aparicion de hepatotoxicidad idiosincrasica.

Tabla 1. Factores genéticos asociados a un mayor riesgo de susceptibilidad individual a la hepatotoxicidad por farmacos

Genes polimorficos asociados Farmacos Referencias
CYP2E1, NAT2, GSTM1, GSTT1 Isoniazida y otros agentes antituberculosos (29)
CYP2C8, UGT2B7, ABCC?2 Diclofenac (27)
CYP2B6 Ticlopidina (28)
GSTM1/GSTT1 (doble nulo) Varios fdrmacos (antibidticos, AINEs) (30)
UGT1Al Pazopanib (29)
ABCB11 Estrégenos (32)
MnSOD2, GPX1 Varios fdrmacos (31
POL G1 Valproato (32)
HLA-A, HLA-B Amoxicilina-Clavulénico (32)
HLA-DRB1/DQB1 Varios farmacos colestasicos (32)

4. ESTRATEGIAS IN VITRO PARA EL ESTUDIO
DE LA HEPATOTOXICIDAD POR FARMACOS

La relacion entre bioactivacion y hepatotoxicidad es
compleja 'y permanece sin estar completamente
esclarecida, incluso para los firmacos més investigados
(8). El hecho de que un fa&rmaco pueda transformarse en un
metabolito reactivo no implica necesariamente que llegue
a inducir un efecto téxico. Si la bioactivacion representa
una ruta secundaria del metabolismo del farmaco, la
formacion de intermedios reactivos puede minimizarse
mediante otras vias metabdlicas que conducen a la
conversion masiva del f&rmaco en metabolitos estables no
toxicos. Ademas, los metabolitos perjudiciales formados
en las vias de bioactivacién pueden ser neutralizados por
los mecanismos de defensa celular (unién a GSH, sistemas
de defensa antioxidante y eliminacion de especies
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elecrofilicas), evitando que lleguen a producir efectos
nocivos. Y aln en el caso de que llegaran a formarse
aductos con macromoléculas celulares, la identidad de la
molécula diana, su funcién bioquimica, la magnitud de la
modificacion covalente o la eficacia de los mecanismos de
reparacion o sustitucion serian los determinantes del efecto
toxico final (12,23,26). Por tanto, durante el desarrollo
farmacéutico se hace necesario no s6lo comprobar la
formacion de metabolitos potencialmente téxicos, sino
también verificar la capacidad de éstos de inducir dafio
celular.

4.1. Modelos celulares

Los ensayos in vitro de toxicidad basados en células
tienen el potencial de proporcionar informacion rapida y
econdmicamente viable que sirva de retroalimentacion
durante las fases tempranas del desarrollo farmacéutico. La
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capacidad de estos ensayos para predecir el efecto tdxico
del farmaco depende de forma critica de las caracteristicas
y comportamiento funcionales de las células utilizadas. Por
ello, en los Ultimos afios se estan realizando esfuerzos
importantes encaminados al desarrollo y optimizacion de
ensayos in vitro basados en células hepéticas capaces de
identificar/anticipar la hepatotoxicidad inducida por
nuevos farmacos. Los modelos celulares que se utilizan en
estudios de hepatotoxicidad son muy diversos vy
comprenden desde los modelos més tradicionales, como
las lineas celulares de hepatoma o los hepatocitos
primarios cultivados en monocapa, hasta modelos surgidos
mas recientemente, como sistemas celulares complejos en
configuracion 3D o células hepéticas derivadas de células
madre. Las ventajas e inconvenientes de los diferentes
modelos hepéticos han sido ampliamente revisadas en
publicaciones previas (33,34). Cada sistema celular
presenta caracteristicas bien definidas y aporta un enfoque
particular a la hora de abordar la toxicidad por farmacos.
En la Tabla 2 se reflejan los modelos celulares més
aplicados en la actualidad para el estudio de la
hepatotoxicidad idiosincrética y aquellos considerados con
mayor proyeccion en un futuro préximo.

Las lineas de hepatoma son muy utilizadas para el
cribado de compuestos y, dentro de su limitacién
funcional, posibilitan el estudio de los mecanismos
implicados en la toxicidad. Los hepatocitos constituyen un
modelo mas diferenciado y cercano al higado, si bien su
comportamiento funcional y sus aplicaciones dependen en
gran medida de la modalidad de cultivo utilizada. Los
hepatocitos en monocapa conservan niveles aceptables de
enzimas de metabolizacion de farmacos y son muy
apreciados en estudios dirigidos a profundizar en los
mecanismos de toxicidad. Las mejoras en los protocolos
de crioconservacion han incrementado la disponibilidad de
hepatocitos humanos y han contribuido a extender su uso
para la evaluacion rutinaria de la hepatotoxicidad de
nuevos farmacos (33). En un intento por mejorar las
funciones hepaticas durante periodos de cultivo mas
largos, se ha propuesto el cultivo de hepatocitos en
configuracion sandwich (entre dos capas de colageno u
otros componentes de la matriz extracelular). Los
hepatocitos mantenidos en esta configuracion restauran la
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polaridad caracteristica de los hepatocitos in vivo,
restablecen el transporte funcional de farmacos y
moléculas enddégenas a través de las membranas
basolateral y biliar, por lo que son considerados un sistema
in vitro atil para el estudio de farmacos con efectos
colestdsicos y de alteracion del transporte hepatobiliar
(33). Los hepatocitos en formatos 3D, que recreean la
organizacion espacial de las células en el higado, facilitan
el restablecimiento de los contactos célula-célula y el
mantenimiento prolongado de funciones especificas.
Diversos estudios apuntan que los hepatocitos en sistemas
3D ofrecen una mejor prediccion de la toxicidad humana
que los cultivos convencionales, posibilitan la realizacion
estudios de toxicidad cronica y pueden ser de gran valor
para la propuesta de biomarcadores de hepatotoxicidad
(34-36).

No existe un solo modelo in vitro capaz de reproducir
y/o anticipar la hepatotoxicidad de cualquier farmaco y las
predicciones de dafio hepatico se benefician del uso
combinado de varios sistemas celulares. La dificultad ain
es mayor a la hora de predecir las reacciones de naturaleza
idiosincratica. Los hepatocitos y las lineas celulares de
hepatoma, los modelos mas utilizados en los ensayos de
hepatotoxicidad, no satisfacen los requisitos
experimentales para reproducir y controlar los factores que
determinan la  susceptibilidad individual en la
hepatotoxicidad idiosincratica, por lo que se hace necesaria
la disponibilidad de modelos celulares alternativos (34).
Para alcanzar este desafio se han propuesto nuevas
estrategias entre las que se incluyen la transfeccion de
células con vectores adenovirales que codifican genes de
enzimas de biotranformacion para el estudio de la
idiosincrasia metabolica, la generacion de células con
fenotipo hepatico a partir de células pluripotentes
inducidas (iPSC) de pacientes especificos y el co-cultivo
de hepatocitos con células hepaticas no parenquimatosas
(células Kupffer, estrelladas, endoteliales,...) para el
estudio del papel de estas células en el dafio hepatotéxico
mediado por sefiales inflamatorias y por el sistema inmune
(33-36). Estos modelos parecen alternativas prometedoras,
si bien su utilidad real no ha sido suficientemente
contrastada.
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Tabla 2. Modelos celulares de aplicacidn al estudio de hepatotoxicidad inducida por farmacos

Modelo

Principales aplicaciones

Hepatocitos cultivados en monocapa.

Los hepatocitos primarios, y en concreto los de origen humano,
son considerados como el modelo celular que reproduce mejor la
fisiologia y funcionalidad del higado humano (gold standard). Se
trata de un modelo muy utilizado para el cribado de compuestos
hepatotoxicos, el estudio de mecanismos de toxicidad y de
efectos de los farmacos sobre funciones hepéticas especificas,
ensayos de union covalente y de generacion de metabolitos
reactivos. También se aplican para el andlisis del perfil
metabdlico de farmacos y de interacciones farmaco-farmaco.

Hepatocitos cultivados en sandwich

(entre dos capas de colageno u otros componentes
de la matriz extracelular).

Este sistema de cultivo mejora la supervivencia de los hepatocitos
en cultivo y la expresion de diversas funciones hepéticas, y entre
ellas, el transporte de moléculas a través de las membranas del
hepatocito. Este modelo celular es particularmente atil para
estudiar el transporte hepatobiliar de fArmacos, la hepatotoxicidad
inducida por compuestos colestasicos y los efectos de fa&rmacos
sobre transportadores hepéticos clave (BSEP, NTCP).

Cultivos 3D organotipicos.

Los sistemas 3D de cultivo tratan de reproducir el entorno
fisiol6gico y la organizacion celular del higado in vivo. Los
hepatocitos pueden ser cultivados durante periodos prolongados
(varias semanas), lo que posibilita los estudios a largo plazo
(toxicidad crénica). Los sistemas de co-cultivo permiten evaluar
la toxicidad sobre diferentes tipos de células hepéticas y la
contribucion de células no parenquimatosas al dafio hepatotéxico
de naturaleza idiosincrasica (liberacion de sefiales inflamatorias,
papel de células Kupffer, etc.).

Lineas celulares de hepatoma
(HepG2, HepaRG)s.

Su elevada disponibilidad, facil manejo, bajo coste y estabilidad
fenotipica convierten a estas células en las més utilizadas para los
estudios in vitro de hepatotoxicidad durante el desarrollo de
nuevos farmacos (screening de largas series de compuestos). Su
uso combinado con aproximaciones  multipardmetricas
(transcriptomicas, metabolémicas y HCS) ha permitido el
desarrollo de ensayos para identificar/clasificar compuestos que
inducen hepatotoxicidad a través de diferentes mecanismos.

Lineas celulares hepaticas manipuladas
(expresion de enzimas CYP y de fase I1).

Mediante el uso de vectores virales se obtienen células que
expresan de forma estable o transitoria un enzima o varios
enzimas implicados en la biotransformacién de farmacos. Las
aplicaciones potenciales de estas células son la identificacion de
los enzimas responsables del metabolismo de farmacos y de la
generacién de metabolitos reactivos, el cribado de moléculas
bioactivables, el analisis del papel del metabolismo en la
hepatotoxicidad idiosincratica y la identificacion de perfiles
metabdlicos con mayor riesgo de hepatotoxicidad.

Hepatocitos derivados de células iPSC
(modelos personalizados).

Las células con fenotipo hepéatico (hepatocyte-like cells)
diferenciadas a partir de células iPSC se presentan como una
alternativa ideal para obtener “hepatocitos” in vitro con las
caracteristicas individuales (fenotipo) del donante del que han
sido obtenidas. Su uso permitiria analizar el efecto de
polimorfismos genéticos y otros factores individuales sobre el
riesgo/susceptibilidad a determinados grupos de farmacos.
Ademaés la obtencidn de estas células a partir de individuos que
han sufrido episodios de hepatotoxicidad permitiria estudiar sobre
células del propio paciente los efectos del f&rmaco responsable
del episodio tdxico.

4.2. Aproximaciones experimentales

Otro aspecto clave en las evaluaciones de toxicidad son
los procedimientos o tests utilizados para identificar el
dafio inducido por el farmaco. Los ensayos citotoxicidad
convencionales estan basados en la medida de parametros

en el ndmero de células, viabilidad, integridad de la
membrana o deplecién de moléculas criticas. Estos tests
muestran una baja sensibilidad para identificar moléculas
hepatotoxicas debido, entre otras razones, a que solo
detectan eventos que ocurren en las Ultimas etapas de la
citotoxicidad, cercanas a la muerte celular (5). La

o marcadores individuales que informan sobre alteraciones
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alternativa son las estrategias multiparamétricas basadas en
la medida simultinea de wun conjunto amplio de
marcadores que informan sobre alteraciones moleculares,

M. Teresa Donato

bioquimicas o funcionales, posibilitan la deteccion de
alteraciones tempranas (pre-letales) y aportan una vision
global de la toxicidad (Figura 4) (5,37).

Figura 4. Aplicacidn de estrategias multi-paramétricas para el estudio de la hepatotoxicidad en modelos celulares.

El desarrollo de plataformas “dmicas” ha reorientado la
investigacién en diferentes areas del conocimiento, como
es el caso de la toxicologia. Las “O6micas” posibilitan el
anélisis masivo de cientos de biomoléculas (genes,
proteinas, metabolitos), lo que nos permite disponer de un
reflejo fiel de los distintos procesos que estan ocurriendo
en la célula a nivel molecular (38-40). En concreto la
transcriptomica y la metabolémica, a través del anélisis de
los perfiles de expresién génica y de los perfiles
metabdlicos respectivamente, han recibido una gran
acogida a la hora de evaluar los efectos toxicos de los
farmacos sobre células en cultivo (39,42).

La premisa que subyace en la aplicacion de la
transcriptomica al estudio de la toxicidad es que la
homeostasis celular se altera tras un efecto adverso
producido por un téxico y la célula intenta restaurarla
activando o inactivando la expresién de genes especificos.
La huella transcriptomica resultante (alteraciones en
niveles de mRNASs) puede ser descifrada y usada para
identificar marcadores potenciales de hepatotoxicidad y
definir cambios a nivel molecular caracteristicos de cada
uno de los mecanismos de toxicidad (41,43). Estos perfiles
transcriptdmicos pueden constituir una herramienta muy
potente para predecir la toxicidad de un farmaco candidato
e incluso clasificarlo en funcién de su mecanismo,
basandose en el concepto de que mecanismos similares de
toxicidad provocan cambios comparables en la expresion
génica (39,43).

La metaboldmica se basa en el andlisis exhaustivo y
cuantitativo de todos los metabolitos de bajo peso
molecular (metaboloma) presentes en una muestra
bioldgica. Esta disciplina completa la informacién
mecanistica aportada por otras “omicas” y ofrece aspectos
ventajosos al proporcionar una informacion més cercana
sobre el estado funcional o metabdlico de la célula en un
momento determinado y, por tanto, refleja mejor los
cambios fenotipicos (39,44). Los avances técnicos en las
plataformas metabol6micas han posibilitado su expansion
hacia diversos campos de investigacion. El anélisis de los
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cambios en el metaboloma tras la exposicion a un toxico
posibilita la identificacion de huellas toxico-
metabolémicas, un mejor conocimiento de los mecanismos
de toxicidad y la propuesta de nuevos biomarcadores (39).
Si bien su aplicacion a estudios de toxicidad en modelos
celulares es incipiente, los resultados obtenidos son
prometedores y sugieren que la toxicometabolémica puede
llegar a convertirse en un futuro cercano en una
herramienta muy potente para discriminar el potencial
hepatotdxico de nuevos farmacos (39,42,45).

En la dltima década, los sistemas de rastreo de alto
contenido (high content screenning, HCS) han ganado una
rapida aceptacion en el campo de la toxicologia in vitro
como una tecnologia con un enorme potencial para evaluar
los efectos perjudiciales de farmacos y otros productos
quimicos (5,46,47). Los ensayos HCS, basados en la
aplicacion de la microscopia automatizada y el anélisis de
imagenes a células en cultivo, permiten la medicion de una
amplia gama pardmetros a nivel celular. El uso combinado
de varios marcadores fluorescentes posibilita el analisis
paralelo de multiples marcadores celulares y la deteccién
cuantitativa y la monitorizacion cinética de alteraciones
morfoldgicas, bioquimicas o funcionales inducidas por el
farmaco (5,46). Al integrar los datos obtenidos de
diferentes indicadores de funcién celular permiten
distinguir no solo efectos tardios/irreversibles sino también
cambios tempranos/reversibles, proporcionando un analisis
mas detallado de la toxicidad inducida por el compuesto y
del mecanismo implicado (46-49).

5. APLICACION DE MODELOS CELULARES
PARA INVESTIGAR EL DANO HEPATICO
INDUCIDO POR FARMACOS

Los estudios preclinicos de seguridad son de aplicacion
obligatoria durante el desarrollo farmacéutico. Desde hace
décadas los modelos basados en células hepaticas vienen
siendo utilizados, junto con métodos tradicionales in vivo,
para la seleccién de moléculas y la toma de decisiones
durante las fases tempranas de descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos. Durante este tiempo se han realizado
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importantes avances con miras a mejorar la capacidad
predictiva de los ensayos in vitro de hepatotoxicidad
humana. En la presente seccidn se muestran ejemplos de la
contribucion de diferentes modelos in vitro a la hora de
evaluar y anticipar el riesgo potencial de hepatotoxicidad
de los fa&rmacos, asi como para ampliar el conocimiento de
los mecanismos implicados en la toxicidad y ayudar a la
comprension de los factores que determinan la
susceptibilidad individual.

5.1. Prediccion del potencial hepatotoxico

Las lineas de hepatoma HepG2 y HepaRG vy los
hepatocitos humanos en cultivo primario son los modelos
celulares més utilizados en la actualidad por la industria
farmacéutica para evalular hepatotoxicidad de nuevas
moléculas (34). Su wuso combinado con ensayos
multiparamétricos ha permitido desarrollar herramientas
muy potentes que cada vez tienen mayor aceptacion en los
estudios de seguridad de farmacos. Recientemente se han
propuesto diferentes ensayos HCS que han mostrado gran
especificidad y selectividad para identificar compuestos
con capacidad de inducir dafio hepatico (5,47,50). La
mayor parte de estos ensayos utilizan células HepG2
expuestas al compuesto a estudiar y sobre las que se
analizan no sélo eventos de toxicidad tardia (viabilidad
celular), sino también en otros pardmetros indicativos de
toxicidad temprana (generacion de ROS, aumento de
calcio intracelular, disfuncion mitocondrial, cambios
nucleares, etc). Las plataformas HCS automatizadas
integran de forma répida los datos obtenidos a partir de
diferentes indicadores de funcion celular y pueden
incorporarse facilmente y con alto rendimiento en los
procesos de cribado de compuestos, facilitando la
identificacion temprana de aquellos con potential
hepatotdxico y contribuyendo al desarrollo de farmacos
mas seguros (5,46). La metabolémica también se ha
mostrado como una estrategia sensible y eficaz para
evaluar efectos téxicos sobre células en cultivo (42,45),
aunque su elevada exigencia desde el punto de vista
técnico supone una importante limitacién para el cribado
de largas series compuestos. No obstante la
toxicometabolémica  puede aplicarse de  forma
complementaria a otras plataformas, por ejemplo los
ensayos HCS, para confirmar la toxicidad en moléculas
seleccionadas y puede aportar informacion de gran valor
en la propuesta de biomarcadores de hepatotoxicidad.

Las estrategias multiparamétricas basadas en el examen
de una bateria de marcadores pre-letales ofrecen la
posibilidad de detectar cambios sutiles relacionados con la
toxicidad con mayor sensibilidad que los ensayos de
convencionales que detectan sélo citotoxicidad manifiesta
(5,50). Ello hace posible detectar alteraciones inducidas a
concentraciones mas bajas del compuesto y, por tanto, mas
cercanas a los niveles del fa&rmaco alcanzados en el plasma
0 el tejido hepatico durante su administracion terapéutica,
lo que permite obtener informacién relevante desde el
punto de vista clinico. El uso de bajas concentraciones
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permite ademas el disefio de estudios de toxicidad a largo
plazo con adiciones repetidas de los farmacos para imitar
un régimen de dosificacion cronica en la administracion de
farmacos (14). Un valor afiadido de las evaluaciones
multiplexadas es que no sélo se obtiene informacion sobre
multiples parametros celulares, sino que también se
pueden establecer relaciones entre diferentes parametros
medidos en la misma célula, lo que podria contribuir a
interpretar mejor los cambios observados.

5.2. Clasificacién de los mecanismos de hepatotoxicidad

Los ensayos generales de hepatotoxicidad permiten la
identificacion de compuestos capaces de inducir dafio
celular, independientemente del mecanismo implicado en
su toxicidad. Con la finalidad de discriminar los
compuestos que actlan a través de un mecanismo
particular, se analizan diversos parametros especificos que
incluyen marcadores de dafio a biomoléculas, alteraciones
bioquimicas, alteraciéon de la homeostasis celular,
desregulacion metabolica, alteracion de actividades
enzimaticas o de transporte y deterioro estructural o
funcional de los componentes celulares (14). Este
conocimiento mecanistico es relevante para mejorar la
evaluacion del balance eficacia/seguridad de los farmacos;
sin embargo, los ensayos convencionales miden de forma
individualizada un Gnico parametro, por lo que se requiere
la aplicaciéon de una bateria de tests, lo que dificulta y
enlentece la obtencién de informacion (5).

Una estrategia Util para obtener una vision preliminar
del mecanismo implicado en la hepatotoxicidad de un
farmaco o grupo de farmacos es la evaluacion combinada
de mialtiples parametros, cada uno indicativo de un
mecanismo concreto. Los ensayos HCS basados en la
medida simultanea de pardmetros que informan sobre
alteraciones celulares clave (por ejemplo, apoptosis, estrés
oxidativo, desregulacion de la homeostasis del calcio,
disfunciéon mitocondrial, etc.) son una buena alternativa.
Una vez sugerido un mecanismo(s) particular(es), el
analisis posterior de marcadores especificos ayuda a
completar la informacién. Para ello, se han propuesto
diferentes ensayos HCS dirigidos a examinar de forma
especifica los principales mecanismos implicados en la
hepatotoxicidad: estrés oxidativo, toxicidad mitocondrial,
genotoxicidad, esteatosis, colestasis, fosfolipidosis (ver
revision en 47). La informacion aportada por estos ensayos
viene limitada por la necesidad de incubar las células con
una mezcla de marcadores fluorescentes &pticamente
compatibles. Mediante una adecuada seleccion de
fluoréforos con longitudes de onda de absorcion y emision
no superpuestas es posible disefiar baterias de colorantes
(combinaciones de hasta cinco sondas fluorescentes) que
informan de forma simultdnea sobre un conjunto de
alteraciones celulares relacionadas con el mecanismo
estudiado (Figura 5) (48,49).
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Figura 5. Ensayo HCS de esteatosis inducida por farmacos. El ensayo consiste en la utilizacion de células fluorescentes para medir los
efectos de los farmacos sobre la acumulacion intracelular de lipidos neutros (BODIPY 493/503), la formaciéon de ROS (DCF), el
potencial de membrana mitocondrial (TMRM) y la viabilidad celular. Los fluorocromos se pueden combinar atendiendo a su
compatibilidad dptica. Las fotografias muestran las alteraciones observadas en células HepG2 tratadas durante 24 h con tetraciclina
(farmaco con capacidad esteat6sica). DHCF-DA, 2°,7-Dihidro dicloro fluoresceina diacetato; TMRM, tetrametilrodamina metil éster).

Una de las ventajas del uso de enfoques holisticos,
como es el caso de la metabolémica, es que aportan una
instantdnea mas completa de la perturbacion inducida por
el fArmaco (44). Los cambios en el metaboloma informan
sobre la respuesta dindmica del metabolismo celular ante
la agresion toxica y ayudan a comprender el mecanismo
subyacente (39). Es logico pensar que las alteraciones
metabdlicas desencadenadas por un farmaco se pueden
relacionar con el tipo de dafio inducido y que diferentes
mecanismos de toxicidad generan perfiles metabolémicos
diferentes. Estudios recientes basados en la aplicacion de
aproximaciones metabolomicas UPLC/MS/MS a células
HepG2 tratadas con compuestos modelo evidencian la
capacidad de esta estrategia para el estudio de los
mecanismos de hepatotoxicidad (42,45). Tras el andlisis
multivariante de los datos extraidos de los perfiles
toxicometabolémicos se obtuvo un modelo predictivo que
permitia no sdlo discriminar entre farmacos no
hepatototoxicos y hepatototéxicos, sino también clasificar
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estos Ultimos segln su principal mecanismo de toxicidad
(estrés oxidativo, esteatosis, fosfolipidosis). Ademas, la
posibilidad de identificar los metabolitos
caracteristicos/discriminantes de cada mecanismo es un
excelente punto de partida para la propuesta de posibles
biomarcadores diagnésticos.

5.3. Toxicidad de moléculas bioactivables

La influencia del metabolismo de un farmaco sobre su
toxicidad se puede analizar facilmente in vitro comparando
sus efectos sobre células con o sin capacidad
biotransformadora (Figura 6). Para el desarrollo de esta
estrategia se han utilizado fundamentalmente dos modelos
celulares: células THLE manipuladas para la expresion
permanente de un enzima CYP o células HepG2
transfectadas con vectores adenovirales para la expresion
transitoria de enzimas de biotransformacion.
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Figura 6. Ensayo in vitro para estudiar la influencia del metabolismo sobre la hepatotoxicidad de fArmacos. El ensayo compara la
toxicidad del farmaco en células HepG2 y en células Ad-HepG2 (modificadas con adenovirus para conferirles expresion de enzimas de
metabolizacion de farmacos). Efectos similares del fa&rmaco sobre ambos tipos de células indican que la toxicidad no depende del
metabolismo del farmaco (A). Una toxicidad mayor sobre células Ad-HepG2 (efectos tdxicos a concentraciones méas bajas del farmaco)
sugiere que se trata de un fArmaco bioactivable (B). La mayor sensibilidad de las células HepG2 indica que el metabolismo contribuye a

la destoxificacion (C).

Las células CYP-THLE han sido generadas mediante el
uso de vectores virales que se integran en el genoma de la
célula y permiten una sobreexpresién estable e individual
de un uUnico CYP. La evaluacion de la toxicidad de un
farmaco sobre una bateria de células CYP-THLE
(CYP1A2-THLE, CYP3A4-THLE, etc) y sobre las células
parentales THLE (que no expresan CYPs) es posible
estudiar la contribucion del metabolismo mediado por cada
uno de los CYPs (51). Sin embargo, una limitacion
importante de las células CYP-THLE es que muestran una
expresion  desequilibrada de los enzimas de
biotransformacion, con niveles altos del CYP
sobreexpresado y presencia muy reducida o nula del resto
de enzimas (otros CYPS y enzimas de conjugacion). Esto
es debido a que los procedimientos utilizados para la
generacion de estas células no permiten la expresion
controlada del CYP de interés ni la introduccion de varios
transgenes, por lo que los niveles de actividad resultantes
son con frecuencia muy diferentes a los de los hepatocitos
humanos (52).

Como alternativa, se ha propuesto el uso de vectores
adenovirales para la obtencién de células HepG2 con
capacidad metabdlica adecuada para estudios de
hepatotoxicidad (48,52). Los adenovirus recombinantes
permiten la introduccién eficaz y controlada de genes de
interés en células hepéticas, si bien la expresion es
transitoria y se debe realizar una nueva transfeccion para
cada experimento. Una gran ventaja de esta estrategia es
que se pueden generar con facilidad células que expresan
simultdneamente varios enzimas y, ademads, es posible
seleccionar el nivel de actividad enziméatica que se desea
obtener (33,53). Utilizando este procedimiento se han
generado con éxito células AdvCYP-HepG2 que co-
expresan los cinco CYPs méas importantes en el
metabolismo hepatico de farmacos (CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4) a niveles similares al
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hepatocito humano (48). Este modelo de “hepatocito
artificial”, llamado asi por su semejanza metabdlica con
los hepatocitos humanos, se ha mostrado muy eficaz para
discriminar entre farmacos bioactivables (méas téxicos en
células AdvCYP-HepG2 que en células HepG2 no
transfectadas) y no bioactivables (la misma toxicidad sobre
ambos tipos celulares).

5.4. ldentificacion de perfiles metabdlicos con mayor
riesgo de hepatotoxicidad

Dada la variabilidad interindividual en la expresién de
enzimas hepéticos implicados en el metabolismo de
farmacos, cada persona o grupo de poblacion muestra una
capacidad metabdlica caracteristica y, en consecuencia,
una susceptibilidad potencialmente Unica a la
hepatotoxicidad. Es razonable suponer que los individuos
con un fenotipo metabdlico que tiene como resultado un
aumento en la generacion de metabolitos reactivos a partir
de un farmaco dado mostrardn un riesgo aumentado de
hepatotoxicidad inducida por ese farmaco; mientras que
aquellos pacientes con un metabolismo acelerado de
inactivacion seran menos sensibles al farmaco. La
disponibilidad de estrategias in vitro capaces de imitar
diferentes fenotipos metabdlicos caracteristicos del higado
humano seria de utilidad indudable para anticipar el dafio
toxico asociado a la idiosincrasia metab6lica y mejorar con
ello la prediccion de la hepatotoxicidad.

La transduccién mediada por adenovirus es un
procedimiento simple, versatil y altamente reproducible
para obtener células que co-expresan los niveles deseados
de varias enzimas (33,48,54). Por lo tanto, la estrategia
basada en el uso de diferentes combinaciones de
adenovirus abre la posibilidad de generar una variedad de
células que reproducen  fenotipos  metabolicos
individualizados de interés para estudios de
hepatotoxicidad (53). El estudio comparativo de los
efectos de un farmaco sobre una bateria de células con
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diferentes perfiles metabdlicos permitiria realizar
predicciones in vitro sobre su hepatotoxicidad potencial en
grupos particulares de poblacion (por ejemplo,
metabolizadores rapidos o lentos). Se trata de una
estrategia innovadora y, si bien hasta el momento sélo se
ha explorado en un nimero muy reducido de compuestos
modelo, los resultados obtenidos son prometedores
(33,53,54). A modo de prueba de concepto la figura 7
muestra los efectos de isoniazida y diclofenac, dos
farmacos con  hepatotoxicidad  idiosincratica vy
metabolismo hepético conocido, en células HepG2 creadas

M. Teresa Donato

ad-hoc con niveles variables de enzimas de
biotransformacion, observandose que la toxicidad de cada
farmaco varia en funcion del nivel de expresion y/o de la
combinacion de enzimas CYPs y de fase Il presente en las
células. La aplicacién de estos modelos celulares de
idiosincrasia metabdlica es de particular interés para el
estudio de la hepatotoxicidad de farmacos que son
metabolizados de forma mayoritaria por enzimas que
muestran gran variabilidad fenotipica en la poblacién (por
ejemplo, enzimas polimoérficos o inducibles).

Figura 7. Estudio del efecto del perfil metabdlico de las células sobre la hepatotoxicidad de farmacos. El uso de diferentes
combinaciones de adenovirus permite generar células HepG2 que expresan los niveles deseados de uno o varios enzimas de
metabolizacion de farmacos. La utilizacion de marcadores fluorescentes y la aplicacién de ensayos de rastreo de alto contenido (high
content screening, HCS) permite la evaluacién multi-paramétrica de la toxicidad en células expuestas durante 24 h a los farmacos. La
toxicidad de isoniazida es mayor sobre las células con los niveles més altos de actividad CYP2E1 (2E1 x10), mientras que dichos efectos
son contrarrestados por el enzima GSTM1 (2E1 x10 + GSTM1). La toxicidad del diclofenac varia en funcion de la mezcla de adenovirus
de CYP3A4, CYP2C9 y UGT2B?7 utilizada para preparar las células, siendo més sensibles las células co-transfectadas con la combinacion
de los tres adenovirus (3A4 + 2C9+ UGT2B7). MitoSox, superdxido mitocondrial; Apop, apoptosis; ROS, especies reactivas del oxigeno;
Ca, concentracion intracelular de calcio; MMP, potencial de membrana mitocondrial.

5.5. Modelos personalizados

Como se ha sefialado anteriormente, el metabolismo
juega un papel importante en la hepatotoxicidad
idiosincrasica, pero no es el Unico responsable del
resultado final. Las reacciones idiosincraticas se presentan
como un fenémeno multifactorial y en su aparicién
influyen caracteristicas individuales muy diversas tales
como la edad, sexo, raza, dieta, habitos de consumo,
enfermedades, inflamacion o respuesta del sistema
inmune. A pesar de los intentos realizados hasta el
momento, no existen modelos preclinicos que permitan
analizar este conjunto tan amplio de factores y la posible
contribucion de cada uno de ellos en la aparicién de
hepatotoxicidad en determinados pacientes; no obstante, se
han propuesto modelos in vitro que cubren de forma
individual algunos de los aspectos implicados en estos
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episodios de naturaleza idiosincratica (12,34). En esta
direccion, algunos autores apuestan por modelos
experimentales que permitan analizar el papel de los
diferentes tipos de células presentes en el higado (por
ejemplo, co-cultivos 3D de hepatocitos con células no
parenquimatosas) o la contribucion de mediadores solubles
de estrés inflamatorio (por ejemplo, adicién de citoquinas
pro-inflamatorias al medio de cultivo) (55,56). Estos
modelos persiguen imitar las interacciones celulares
heterotipicas y el entorno fisiolégico del higado para
facilitar la investigacion de los mecanismos que subyacen
en la hepatotoxicidad. Sin embargo, algunas cuestiones
como la comprension del por qué un determinado farmaco
solo induce dafio hepatico en un grupo concreto de
pacientes o la identificacion de aquellos pacientes con
mayor susceptibilidad a la hepatotoxicidad por un farmaco
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en concreto permanecen por resolver.

Disponer de modelos personalizados que reflejen el
comportamiento de los hepatocitos de un determinado
paciente puede ser clave para entender el fenémeno de la
hepatotoxicidad idiosincrasica y con ello desarrollar
herramientas diagndsticas para confirmar la sospecha de
hepatotoxicidad y la causalidad de forma especifica e
inequivoca. La obtencién directa de hepatocitos del
paciente no es posible por razones obvias. La alternativa
serfa generar células con fenotipo hepatico (hepatocyte-
like cells, HLC) a partir de células del paciente que
pudieran ser obtenidas de una manera éticamente
aceptable. Esto es posible a partir de células madre
pluripotentes inducidas (iPSC). Las iPSCs se pueden
generar a partir de células obtenidas por procedimientos
minimamente invasivos y se han desarrollado protocolos
para su diferenciacion a células que expresan marcadores y
caracteristicas funcionales tipicas del higado (57). Las
HLC derivadas de iPSC estan emergiendo como una
fuente potencialmente estable de células con fenotipo
hepético para el cribado de nuevas moléculas durante el
desarrollo de farmacos (58,59). En concreto, las HLC
obtenidas a partir de pacientes con polimorfismos
genéticos singulares serian de gran valor en las
predicciones de toxicidad de farmacos. Ademaés, la
posibilidad de disponer de HLC de individuos que han
sufrido episodios de hepatotoxicidad idisosincrética
constituiria una oportunidad Unica para estudiar in vitro el
episodio clinico acontecido en el paciente (58,60). No
obstante, las expectativas que ofrece este modelo celular se
ven limitadas en la actualidad por la necesidad de
introducir mejoras sustanciales en los protocolos de
diferenciacion de las iPSC para aumentar la calidad
funcional de las HLC obtenidas.

6. CONCLUSIONES

Los episodios de hepatotoxicidad idiosincratica son de
muy dificil prediccion durante el desarrollo de nuevos
medicamentos. Los modelos animales son claramente
insuficientes al no ser capaces de reproducir los maltiples
factores de susceptibilidad (genéticos y adquiridos) que
determinan las reacciones idiosincraticas en el hombre.
Las células hepéaticas de origen humano constituyen, a
priori, una buena alternativa. Los hepatocitos primarios y
las lineas de hepatoma HepG2 o HepaRG son los modelos
celulares mas utilizados por la industria farmacéutica para
el cribado de la hepatotoxicidad intrinseca de nuevas
moléculas. Sin embargo, su idoneidad es limitada cuando
se trata de estudiar la hepatotoxicidad idiosincratica
debido, entre otras causas, a su inestabilidad fenotipica
(hepatocitos) o a su caracter tumoral y baja expresion de
enzimas del metabolismo de farmacos (lineas de
hepatoma). Ademés, en ambos casos la respuesta a la
accion toxica del farmaco estd condicionada por las
caracteristicas genéticas del donante del que fueron
obtenidas las células, por lo que se muestran incapaces de
predecir la toxicidad idiosincrdsica en individuos
susceptibles. Es por ello que en los Gltimos afios se esta
realizando un esfuerzo innovador encaminado a la
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consecucion de modelos hepéticos de aplicacion al estudio
de la hepatotoxicidad idiosincratica. De la mano de los
recientes avances técnicos en biologia molecular y celular,
se han alcanzado logros importantes no sélo en la
optimizacién de sistemas de cultivo que mejoren la
capacidad predictiva de los modelos disponibles
(hepatocitos, células de hepatoma), sino también en la
generacion de nuevos modelos que reflejen la idiosincrasia
individual caracteristica del higado humano (modelos
personalizados). Ademas, la aplicacion de plataformas
Omicas facilita el andlisis de los cambios celulares
relacionados con el dafio toxico por farmacos y posibilita
el desarrollo de ensayos sensibles y especificos para la
deteccion de la hepatotoxicidad. Las perspectivas son
prometedoras y cabe esperar que, en un futuro préximo, se
puedan formular estrategias in vitro capaces de anticipar
moléculas con potencial para inducir hepatotoxicidad
idiosincratica e identificar pacientes potencialmente
vulnerables y, en base a ello, contribuir al desarrollo de
farmacos mas seguros.
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ABSTRACT: Liver steatosis and cholestasis are two of
the most common manifestations of hepatotoxicity.
Drug-induced steatosis may be included in the spectrum
of conditions that comprise the non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD). This disease is very prevalent and a
significant part of the patients progress towards
steatohepatitis, which is a condition with poor
prognosis. Drugs can contribute to a greater or lesser
extent to NAFLD. However, none of the current
diagnostic tools is able to predict if the fat accumulated
in the liver has a metabolic or iatrogenic origin. Recent
studies in our laboratory have shown that steatotic drugs
have a very significant impact on the hepatocyte
transcriptome, which in turn has allowed us to find
alterations in the level of some microRNAS, which are
specifically induced by drugs; thus opening the path to
postulate biomarkers for drug-induced steatosis. These
small RNAs may become, in the future, a non-invasive
diagnostic method as they are excreted into the
bloodstream, where they can be analyzed and quantified
easily. Cholestatic drugs adversely affect the biliary
flow through the liver, causing accumulation of bilirubin
(yellow pigmentation of the skin) and bile salts, which
are toxic at high concentrations. This phenomenon is
quite common and appears in almost 50 % of the
clinical manifestations of hepatotoxicity. However,
cholestasis occurs only in a fraction of patients taking
the causative agent. One possible explanation for drug-
induced cholestasis would be the direct inhibition of
hepatobiliary transporters by drugs and another
possibility would be the presence of polymorphisms in
transporter genes that associate with slower transport
and increased  susceptibility. However, these
mechanisms are not able to explain neither the
idiosyncrasy of the response nor the high interindividual
variability in the levels of the hepatobiliary transporters.
We have investigated other possible mechanisms and
have found that cholestatic drugs alter the expression of
many transporter genes, suggesting that these drugs also
affect the enterohepatic bile flow by interfering with
transcriptional regulatory mechanisms.
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RESUMEN: La esteatosis hepatica y la colestasis son
dos de las manifestaciones mas habituales de la
hepatotoxicidad. La esteatosis iatrogénica podria
incluirse en el espectro de condiciones que presenta la
enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA).
Esta enfermedad es muy prevalente y una parte
significativa de los pacientes evolucionaran hacia
esteatohepatitis, que es una condicion con mal
pronostico. Los farmacos pueden contribuir en mayor o
menor medida a la EHGNA. Sin embargo, ningin
método diagndstico actual es capaz de predecir si la
grasa acumulada en el higado tiene un origen
metabdlico o iatrogénico. Estudios recientes de nuestro
laboratorio han permitido comprobar que los farmacos
esteatdsicos tienen un impacto muy significativo en el
transcriptoma del hepatocito, lo que a su vez nos ha
permitido postular a algunos microRNAs como
biomarcadores de esteatosis por medicamentos. Estos
pequefios RNAs podrian ser, en un futuro, un método
diagnéstico no invasivo ya que son excretados al
torrente circulatorio, donde pueden ser analizados y
cuantificados facilmente. Los farmacos colestasicos
afectan negativamente el flujo biliar a través del higado,
provocando la acumulacién de bilirrubina (pigmentacion
amarilla de la piel) y de é&cidos biliares, que a
concentraciones elevadas son toxicos. Este fendmeno es
bastante habitual y aparece en casi el 50 % de los
cuadros clinicos de hepatotoxicidad. Sin embargo, la
colestasis solo se presenta en una fraccion de los
pacientes que toman el agente causal. Un posible
mecanismo de la colestasis por farmacos es la inhibicion
directa de los transportadores hepatobiliares por los
medicamentos, y otro es la existencia de polimorfismos
en los genes de estos transportadores, asociados con una
peor funcién y una mayor susceptibilidad. Sin embargo,
estos mecanismos no pueden explicar la idiosincrasia de
la respuesta ni la gran variabilidad interindividual en los
niveles de los transportadores hepatobiliares. Nosotros
hemos investigado otras posibles vias y hemos
encontrado que los farmacos colestasicos también
alteran la expresion de muchos de los genes de estos
transportadores, lo que sugiere una interferencia con los
mecanismos reguladores transcripcionales.
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1. HEPATOESTEATOSIS
MEDICAMENTOS

INDUCIDA POR

1.1. Metabolismo lipidico en el higado
El higado es un drgano central en el metabolismo de
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los lipidos. Durante el periodo postprandial, los
hepatocitos absorben &cidos grasos (AG) principalmente
por la hidrolisis de los triglicéridos (TG) de los
quilomicrones. La lipoproteina lipasa, que hidroliza las
lipoproteinas ricas en TG, se sintetiza principalmente en el
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tejido muscular y adiposo, y se transporta a las células
endoteliales de los capilares. La lipoproteina lipasa
hidroliza grasas dietéticas empaquetadas en los
quilomicrones, liberando asi AG, de los cuales
aproximadamente el 20 % se envian al higado unidos a la
albimina. Este proceso resulta en la conversion de los
quilomicrones en remanentes, que también son importados
a los hepatocitos por receptores de remanentes, a través de
la interaccion con la ApoE. Durante los periodos de
ayuno, los hepatocitos absorben AG libres no esterificados
derivados de la lipdlisis del tejido adiposo (1). Ademas, los
hepatocitos tienen la capacidad de sintetizar AG a partir
del exceso de glucosa (lipogénesis de novo). Los AG,
obtenidos de diversas fuentes, se utilizan para muchos
procesos celulares importantes, como la sintesis de
membranas celulares y para vias de sefializacion
intracelular. Ademas, los AG hepaticos pueden oxidarse
para producir acetil-CoA, que puede a su vez oxidarse para
generar NADH y ATP, o utilizarse para sintetizar cuerpos
cetonicos. Los AG también pueden utilizarse para la
sintesis de TG, que se almacenan en gotas lipidicas dentro
de hepatocitos, o secretarse al torrente circulatorio como
particulas VLDL, que suministran TG hepéticos al tejido
adiposo para su almacenamiento y al masculo como fuente
de energia.

En resumen, en el higado se pueden utilizar AG
derivados de tejidos periféricos o de la dieta, asi como AG
sintetizados endégenamente para: 1) la produccion de
energia y cuerpos ceténicos a través de la B-oxidacion
mitocondrial, 2) la esterificacion en TG y almacenamiento
en gotas lipidicas (esteatosis), y 3) la sintesis de TG y
formacion de VLDL, junto con la ApoB, para la secrecion
en la circulacién (2). Ademas, el higado desempefia un
papel importante en el metabolismo de colesterol vy
fosfolipidos.

La regulacion del metabolismo de los lipidos en el
higado es compleja y quedan aspectos por descifrar; su
alteracion puede contribuir al establecimiento y progresion
de varias enfermedades hepéticas, como el higado graso no
alcohdlico (EHGNA). Por ello, la identificacion de los
actores claves involucrados en la regulacion del
metabolismo lipidico en el higado puede contribuir a una
mejor comprension de diversas hepatopatias, asi como
facilitar el descubrimiento de nuevas estrategias
terapéuticas y diagnosticas.

1.2. La enfermedad del higado graso no alcohdlico
(EHGNA)

La EHGNA es una causa muy comun de hepatopatia
cronica, que estd alcanzado proporciones de epidemia en
los paises desarrollados, donde afecta aproximadamente a
un 20-30 % de los adultos y a un nimero creciente de
nifios. La enfermedad comienza con una acumulacién
anormal de TG en el higado (esteatosis), que en algunos
individuos desencadena una respuesta inflamatoria y
fibrosis (esteatohepatitis no alcohdlica, EHNA) que puede
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progresar a cirrosis y carcinoma hepatocelular (3, 4).

La principal asociacion etioldgica de la EHGNA es con
el sindrome metabdlico que estd caracterizado por la
coexistencia de varios factores de riesgo, incluyendo
obesidad, resistencia a la insulina/diabetes mellitus tipo I,
hiperglicemia, dislipidemia (TG 1, HDL |), e hipertension
arterial. La prevalencia de la EHGNA aumenta hasta el 70-
90 % en estos pacientes, y también aumenta en paralelo el
riesgo de fibrosis y cirrosis (5, 6). La EHGNA también se
observa a menudo en los pacientes con hepatitis C cronica
(hasta en un 50 %) (7) y en otras muchas y diversas
patologias (disfunciones del intestino delgado, estados
inflamatorios crénicos, metabolopatias etc.).

A nivel molecular, la esteatosis hepética no alcohélica
y su progresién a esteatohepatitis son el resultado de una
infinidad de mecanismos patogénicos (8). Por esta razén,
los pacientes con EHGNA son un grupo heterogéneo en el
que la progresion y la respuesta a la terapia son a menudo
imprevisibles y variables; debido seguramente a las
numerosas influencias ambientales (estilo de vida,
enfermedad, farmacos, etc.) y sus interacciones con sutiles
variaciones genéticas (9). La EHGNA maés estudiada por
su alta prevalencia es la EHGNA asociada al sindrome
metabdlico, que tiene sus origenes en la sobrealimentacion
y la hipoactividad (3-6). Sin embargo, mucha menos
atencién se ha prestado a la EHGNA iatrogénica, que es
causada, promovida o exacerbada por los medicamentos
(8, 10).

1.3. EHGNA iatrogénica: mecanismos

Se estima que s6lo un 2 % de los farmacos
comercializados desempefian un papel etiol6gico directo
en la EHNA (10). Sin embargo, es probable que muchos
otros farmacos puedan exacerbar o precipitar la esteatosis
en presencia de determinados factores de riesgo y
condiciones patoldgicas (11), como son las propias del
sindrome metabdlico.

Para muchos farmacos investigados, el mecanismo de
esteatosis sugerido se ha relacionado con vias de
metabolismo energético y organulos asociados. Diversos
medicamentos han mostrado un marcado efecto negativo
en la beta-oxidacion mitocondrial de los AG, bien por la
inhibicion directa de enzimas especificas (12), o
indirectamente por secuestrar cofactores de esta via o por
inhibir enzimas para el transporte de AG a la mitocondria
(13). En general, los farmacos que afectan la cadena
respiratoria, la apertura de poro de transicién de
permeabilidad o el potencial transmembrana causan
disfuncion mitocondrial e, indirectamente, inhibicion de la
beta-oxidacion de los AG (14, 15). Otros medicamentos
pueden aumentar la sintesis de novo de AG vy la sintesis de
TG. La inhibicion de la actividad de la MTTP, una enzima
clave en la formacién y secrecion de VLDLs, se ha
propuesto también como un mecanismo para algunos
medicamentos esteatésicos (16, 17) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos implicados en el desarrollo de la esteatosis por medicamentos. Los farmacos esteatdsicos pueden inhibir la
funcién mitocondrial y la sintesis y secrecidn de VLDLs; y activar las vias lipogénicas, conduciendo a la acumulacion de grasa en el
higado. Otros mecanismos, no mostrados en la figura, implicarian la desregulacidon transcripcional y post-transcripcional (miRNAs) de
genes del metabolismo lipidico. (INTR: inhibidores analogos de los nucleésidos de la transcriptasa reversa).

Con la llegada de las "-6micas" se han desarrollado
nuevas estrategias para investigar los mecanismos de
toxicidad y proponer firmas y biomarcadores predictivos.
En este sentido, varios estudios han investigado el efecto
de farmacos esteatdsicos bien caracterizados en el perfil de
expresion génica en higado de ratén (18-22). Sin embargo,
cada uno de estos estudios se centrd6 en un farmaco
esteatdsicos particular y no determiné si los farmacos de
este grupo tenian un efecto comun (una biofirma). Lo que
si demostraron estos estudios fue que los farmacos
esteatdsicos (que supuestamente actlan por perturbacion
directa de rutas metabdlicas o dafio a la mitocondria)
también fueron capaces de producir efectos muy
llamativos en el transcriptoma (niveles de RNA) del
higado de raton. De hecho, el nimero de RNAs alterado
por estos farmacos esteatdsicos fue muy elevado: 96 con
tetraciclina (22), 414 con tamoxifeno (20), 908 con
metotrexato (19) y 1910 / 1325 con valproato agudo /
cronico (18, 21). El mecanismo molecular que subyace a
estas profundas alteraciones en la expresion génica no se
ha investigado. Podria ser un mecanismo causal
desencadenado por los farmacos esteat6sicos o una secuela
secundaria, pero en cualquier caso es muy probable que la
inhibicion / activacion de factores de transcripcion y/o
mecanismos epigenéticos (ej. microRNAS) sean una de las
razones de esta marcada perturbacidn transcriptémica.

Nosotros hemos investigado estas hip6tesis, incubando
células hepéaticas humanas con farmacos esteatdsicos
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modelo (tetraciclina, valprotao, amiodarona y tianeptina) y
con compuestos control no esteatdsicos (amitriptilina,
ketotifen y citrato). Hemos determinado la expresion de
factores de transcripcion (MRNA) y microRNAs
implicados en metabolismo energético, y hemos
comprobado con sorpresa que los compuestos esteatdsicos
causan una perturbacién muy importante en los niveles de
expresion de estos genes (23, 24). Estos resultados
refuerzan la idea de que los compuestos esteatdsicos
alteran vias primarias de regulacion génica y generan una
huella caracteristica en los perfiles transcriptomicos de
mRNA y miRNA. El mecanismo subyacente a este
proceso no ha sido investigado todavia. Su estudio
permitiria descifrar nuevos mecanismos moleculares y
nuevas aproximaciones preventivas, diagndsticas vy
terapéuticas.

1.4. Identificacion de farmacos esteatdsicos en
investigacion pre-clinica

La hepatotoxicidad (en general) y la esteatosis hepatica
(en particular) son una causa importante de fracaso en el
desarrollo preclinico y clinico de medicamentos, y es la
razén mas citada de los “black box warnings” y de la
retirada de farmacos aprobados (25). Por lo tanto, la
deteccion de farmacos esteatdsicos y el desarrollo de
ensayos fiables que permita la identificacion de estas
moléculas son cuestiones clave en las primeras etapas de

desarrollo farmacéutico.
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Los ensayos in vitro que evalian el potencial
esteatdsicos de nuevos medicamentos son limitados (17,
26). El ensayo predictivo in vitro mas popular consiste en
medir la acumulacién de lipidos neutros en las células
cultivadas. Las sondas fluorescentes como Rojo Nilo o
Bodipy 493/503 son aproximaciones simples para
identificar compuestos que inducen esteatosis (15, 27, 28).
Sin embargo, no proporcionan informacién sobre el
mecanismo. Ademas, su sensibilidad es baja y requiere el
uso de plataformas tecnolégicas dificiles de implementar
en cribados de alto rendimiento, como la citometria de
flujo o la microscopia y el andlisis de imagen. Tampoco
son métodos extrapolables a la préctica clinica.

Nuestras resultados en células hepéaticas humanas en
cultivo (23, 24) y los estudios publicados con modelos
animales (18-22) indican que los farmacos esteatdsicos
alteran vias de regulacion transcripcional singulares vy
generan una huella caracteristica en el perfil de muchos
genes que podria tener utilidad para entender mejor su
mecanismo patogénico y para prevenir o detectar nuevos
compuestos o farmacos con este potencial. En este sentido,
hemos propuesto un ensayo, basado en la medida de los
niveles de mRNA de 3 de estos genes (FOXAL, SREBP1c
y HEX), que tiene una elevada sensibilidad y especificidad
para detectar farmacos esteatdsicos (23). Este ensayo
podria utilizarse cdmo método de cribado répido y de alto
rendimiento en la investigacién preclinica de
medicamentos, ya que tiene la ventaja de ser mas sensible
que los ensayos basados en parametros bioquimicos o
morfolégicos y, desde el punto de vista técnico, es més
facil de implementar.

1.5. Diagndstico de esteatosis iatrogénica en la practica
clinica

La lesion inducida por medicamentos se considera un
evento poco frecuente, pero estd probablemente
subestimada debido a la falta de sistemas de vigilancia y
sistemas fiables de reconocimiento y diagnéstico. De
hecho, la extrapolacion a partir de registros prospectivos
bien elaborados indica que los casos reales son 16 veces
superiores a los detectados, y que la lesion inducida por
medicamentos es probablemente una causa comun de
insuficiencia hepética aguda grave y potencialmente fatal
(~44,000 casos anuales de hepatotoxicidad en EEUU que
causan al menos 2700 muertes) (29).

Los enfermos con sindrome metabdlico, generalmente
cronicos y de edad avanzada, son mas susceptibles a las
reacciones adversas debido a las terapias combinadas, las
altas dosis y los largos periodos de administracién. Son
particularmente preocupantes las terapias combinadas
agresivas para disminuir los riesgos asociados con este
sindrome. Por ejemplo, estatinas, niacina y fibratos, para
reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular, junto con
tiazolidinedionas, para la diabetes, y tiazidas vy
blogueadores del sistema renina-angiotensina, para el
control de la presion arterial (30, 31).

¢Cudl es la contribucion de estos cocteles
farmacoldgicos a la esteatosis hepética de estos pacientes?
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La posibilidad de que estas combinaciones de farmacos
contribuyan al higado graso en pacientes con sindrome
metabdlico no ha sido valorada todavia. Sin embargo,
estudios previos sugieren que muchos de estos farmacos
pueden causar dafio directo en el higado. Encontramos, por
ejemplo, casos de hepatotoxicidad y/o esteatosis causada
por hipolipemiantes (32, 33), medicamentos para la
obesidad (34), antidiabéticos orales (35, 36),
antihipertensivos (37), etc. Estas consideraciones permiten
postular que la combinacion de estos farmacos en
pacientes con propension a la esteatosis puede contribuir a
dicha esteatosis, y promover la lesion hepética y el avance
de la EHGNA. Sin embargo, no existe ningin método
diagndstico en la préctica clinica habitual para identificar
la EHGNA especifica por medicamentos. Por ello, el
desarrollo de un método que permita identificar la
esteatosis iatrogénica en pacientes con sindrome
metabdlico permitiria, en los pacientes identificados, el
uso de terapias combinadas méas racionales y la
prescripcion de farmacos alternativos que no potencien su
condicion patolégica.

El diagnostico de esteatosis iatrogénica mediante una
huella basada en niveles de mRNASs intracelulares
requeriria tejido hepético y, por lo tanto, no seria un
procedimiento recomendado para pacientes. Para abordar
este método diagndstico serfan necesarios marcadores
liberados al torrente circulatorio. Nuestros resultados
demuestran que los medicamentos esteatdsicos alteran
multiples factores de transcripcién en los hepatocitos y
estos han de afectar, a su vez, a la expresion de multiples
genes diana; entre ellos: 1) genes codificantes de enzimas
del metabolismo energético del hepatocito; y 2) genes de
RNAs no codificantes, como los miRNAs, de los que
algunos serdn exportados al torrente circulatorio, donde
podrén ser identificados como una huella mirnémica (de
mMiRNAS).

Los miRNAs circulantes son relativamente estables y
tienen un gran potencial como biomarcadores de
enfermedad. La evidencia sugiere que los miRNAs se
exportan selectivamente por madltiples tipos celulares
(incluido el higado (38)) con distintas firmas que se han
encontrado alteradas en muchas patofisiologias. Los
miRNAs circulantes son transportados en vesiculas
derivadas de membrana (exosomas y microparticulas), en
lipoproteinas y en complejos con otras proteinas, como
Argo?2 (39-41). Nuestros resultados recientes apoyan el uso
de miRNAs como biomarcadores no invasivos de
esteatosis por fA&rmacos. En primer lugar, hemos detectado
que los farmacos esteatdsicos modelo inducen
selectivamente varios miRNAS en cultivos de hepatocitos.
Ademds, algunos de estos mMIRNAs se detectaron
facilmente en el torrente circulatorio (24). Por otra parte
hemos demostrado que varios de los farmacos de uso
comin en los enfermos con EHGNA (ej: irbesartan,
metformina, fenofibrato, omeprazol) son capaces de
inducir estos mismos miRNAs y de inducir la esteatosis en
cultivos celulares. Esto nos indicaria que una parte de la
acumulacién grasa en los enfermos con EHGNA esta
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promovida por los farmacos que toman. Como prueba de
que esta posibilidad es real, hemos medido miRNA séricos
en enfermos que se medican con fibratos y hemos
comprobado que estos miRNAs biomarcadores estan
aumentados y que el nivel de esteatosis en la biopsia
hepética es superior que el observado en los enfermos que
no toman fibratos (24). Demostramos asf, por primera vez,
que determinados mMIRNAs pueden servir para un
diagndstico diferencial (no invasivo) de la esteatosis
iatrogénica.

2. COLESTASIS
MEDICAMENTOS

INDUCIDA POR

2.1. ¢ Qué es la colestasis?

La colestasis se define como la reduccién o el bloqueo
del flujo biliar normal como consecuencia de una
alteracion del transporte y/o excrecion de la bilis
impidiendo, total o parcialmente, su llegada al duodeno. Es
un sindrome clinico y bioguimico caracterizado por
niveles elevados de &cidos biliares (AB) y bilirrubina en
sangre, ictericia, prurito y elevacién sérica de enzimas
hepéticas, en particular la fosfatasa alcalina (ALP). Si el
origen de la colestasis radica en el hepatocito o en el &rbol
biliar del interior del parénquima hepético, la colestasis
recibe el nombre de intrahepética; por el contrario, si la
obstruccion se encuentra en las vias biliares externas del
higado recibe el nombre de extrahepética. Por su aparicion
y mantenimiento en el tiempo, la colestasis también se
clasifica en aguda y crénica. La ictericia constituye el
signo clinico mas evidente de las colestasis, consecuencia
de la acumulacién de bilirrubina en el organismo, lo que
confiere a la piel y a las mucosas una coloracién
amarillenta caracteristica.

2.2. Colestasis iatrogénica por farmacos

El higado es un 6rgano potencialmente vulnerable a los
farmacos debido a su ubicacién anatémica y a la elevada
expresion de transportadores que facilitan la acumulacion
de medicamentos en los hepatocitos. La lesién hepética
inducida por farmacos (Drug Induced Liver Injury, DILI)
es la causa més comun de insuficiencia o fallo hepético
agudo (42), asi como de mortalidad causada por
medicamentos. Ademas, es una de las principales razones
de interrupcidn en el desarrollo de nuevos farmacos. En la
praxis clinica se utilizan criterios de consenso basados en
parametros analiticos (ALT y ALP séricas elevadas y la
relacion entre ambas) para clasificar la hepatotoxicidad en
hepatocelular (ALT/ALP=5), colestasica (ALT/ALP<2) y
mixta (2<ALT/ALP<5) (43).

El primer estudio poblacional sobre la incidencia de
DILI se llevé a cabo en Francia y reveld una incidencia de
14 casos por cada 100.000 habitantes por afio (43). Dentro
de los episodios de DILI la prevalencia de la colestasis es
bastante elevada y oscila entre el 15 y el 50 %: En el
estudio francés se encontré un patrén colestésico (puro o
mixto) en el 33 % de los casos de DILI (43). De los 784
casos examinados por el comité asesor de DILI sueco entre
1970 y 2004, casi el 50 % tuvieron hepatotoxicidad
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colestdsica 0 mixta (44). La colestasis aguda supuso
aproximadamente el 16 % de los 1100 casos de DILI
evaluados en un estudio danés entre 1978 y 1987 (45). En
los Estados Unidos, los medicamentos fueron responsables
de aproximadamente el 20 % de los casos de ictericia en la
poblacion anciana (46). En el registro de hepatotoxicidad
espafiol se anotaron 650 casos de DILI ente 1994 y 2007,
de los que entre el 48 % (hombres) y el 43 % (mujeres) se
clasificaron como hepatitis colestésica o mixta (47). Pese a
la importancia de las cifras, se cree que los casos
registrados podrian ser sélo una pequefia fraccién de todas
las colestasis por farmacos, debido a su dificil diagnéstico,
basado tan s6lo en la sospecha de un agente causal
(farmaco) y en una elevacion de enzimas hepéticas. Por
ello, es posible que el nimero real de casos y los costes
socio sanitarios asociados superen lo estimado para esta
patologia (48).

La colestasis iatrogénica es una respuesta
idiosincrasica que afecta a una fraccién de los pacientes
que toman el medicamento causal (49), y cuyos
mecanismos subyacentes son con mucha frecuencia
desconocidos. En muchos pacientes la recuperacion es
razonablemente rapida tras la interrupciobn de la
administracién de la medicacion sospechosa. Sin embargo,
en otros, la resolucion es notablemente méas lenta,
adquiriendo tintes de colestasis crénica (50). En un estudio
reciente de seguimiento de DILI se observd que en
pacientes en los que los pardmetros bioquimicos persistian
elevados tras 12 meses, la colestasis iatrogénica era la
manifestacién predominante (51). Estos casos crénicos
vienen acompafiados de sintomatologia mas invalidante
para el paciente (prurito dificil de tratar), requiriendo
tratamiento con MARS  (Molecular  Adsorbent
Recirculating System) y teniendo mas probabilidad de
evolucionar a enfermedad hepética cronica (52, 53).
Sorprendentemente, la base molecular de esta cronicidad
es desconocida y quedan muchas cuestiones por resolver:
¢Se acumula el farmaco en el organismo por un bloqueo en
su eliminacién? ¢(Es por una alteracién severa de los
mecanismos reguladores, que no se resuelven tras la
retirada del farmaco? (Es por la activacion de una
respuesta inflamatoria, inducida por altos niveles de AB,
que se auto-perpetta? (54, 55).

También es importante destacar que no existen
marcadores especificos para predecir o anticipar el tipo de
respuesta colestasica y su severidad. La medida de las
concentraciones séricas de AB podria aportar mucho al
diagndstico y pronostico de estos pacientes. Actualmente,
la ictericia es posiblemente el Gnico factor prondstico de
gravedad para los casos de DILI ya que se asocia con una
mayor tasa de mortalidad o necesidad de trasplante de
higado (Ley de Hy: ALT>3 ULN + bilirrubina>2 ULN)
(56). Esta tasa oscila entre el 9 % y el 12 % segln tres
estudios de grandes series de pacientes en los Estados
Unidos, Espafia y Suecia (57-59). El pronéstico es mejor
para el DILI colestdsico, en comparacion con el
hepatocelular, en base a los datos de Espafia y Suecia, pero
ocurre lo contrario en los registros de los Estados Unidos.
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Ademas de farmacos, hay otros compuestos y remedios
herbales que también pueden desencadenar una colestasis
iatrogénica. El uso ilicito de esteroides anabolizantes es
una causa creciente de DILI con colestasis que puede
conducir a lesién hepética y renal grave. Estos pacientes
presentan un fenotipo distinto caracterizado por
elevaciones considerables y muy persistentes de bilirrubina
conjugada en suero (60).

La lesiébn o dafio hepatocelular que en ocasiones
también se produce en el transcurso de la colestasis
iatrogénica puede deberse a los farmacos (y/o sus
metabolitos), a los propios AB, o por una combinacion de
ambos. Los AB pueden ser citotoxicos cuando alcanzan
altas concentraciones en los hepatocitos. Su toxicidad esta
directamente relacionada con su hidrofobicidad, y sigue el
siguiente orden: LCA> CDCA, DCA> CA> UDCA (61).
En condiciones normales, la concentracion de los AB
libres en el citosol es baja debido su unién a proteinas
citosélicas. Sin embargo, si las concentraciones de AB
exceden la capacidad de unién, puede aparecer dafio
mitocondrial y en Ultima instancia apoptosis 0 necrosis
hepatocelular (62) o del ducto biliar (63). Un razonamiento
similar puede aplicarse a los farmacos causantes del DILI.
Su excrecién biliar puede verse disminuida, pudiendo
acumularse en el citosol y causar citotoxicidad por
mecanismos hepatotoxicos clésicos.

2.3. Transportadores biliares

Para entender los mecanismos implicados en la
colestasis iatrogénica es importante comprender primero
los principios del flujo biliar que estd fundamentalmente
mediado por los transportadores del sistema
enterohepaético.

La sintesis de AB a partir de colesterol se realiza en los
hepatocitos e implica a mas de 15 enzimas, entre los que
destaca la colesterol-7a-hidroxilasa (CYP7Al), enzima
limitante de la ruta biosintética mayoritaria. Los AB
primarios en humanos son el colico (CA) y el
chenodesoxicélico (CDCA), que en el intestino son
transformados por la microbiota en los AB secundarios
desoxicélico (DCA) y litoc6lico (LCA). Méas del 95 % de
los AB se conjugan en el higado con glicina y taurina,
aungue en determinadas circunstancias también pueden ser
sulfatados o glucoronidados. Los AB conjugados son mas
hidrosolubles, menos tdxicos, y mas facilmente excretados
por heces y orina (64).

Los AB son transportados desde el sinusoide hacia el
canaliculo biliar de un modo vectorial por los
transportadores de la membrana basolateral/sinusoidal
(fundamentalmente NTCP y OATPs) y los de la membrana
canalicular (BSEP y MRP2). En esta membrana también
encontramos el transportador MDR3/4 que es critico para
el transporte de fosfolipidos y el ABCG5/8, responsable
del transporte del colesterol biliar. Los hepatocitos también
pueden bombear AB por la membrana basolateral para
devolverlos al torrente circulatorio, una actividad mediada
por MRP3, MRP4 y OSTa/b. Las enzimas implicadas en el
metabolismo de los AB son las de conjugacion con glicina

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain

y taurina (BAAT), con sulfato (SULT2A1) o con acido
glucurénico (UGT2B4 y otras UGTs). Ademas para evitar
su toxicidad y aumentar su solubilidad pueden ser
hidroxilados por distintos CYPs como los CYP3As y
CYP2Bs. En el epitelio intestinal destaca la presencia del
transportador ASBT que es crucial para la recaptacion de
los AB y su flujo enterohepatico. Aqui se reabsorben y se
devuelven a la circulacion portal hacia el higado un 95 %
de los AB que llegan desde la vesicula biliar. Sélo el 5 %
se excretan por las heces (64).

La bilirrubina, el pigmento de degradacion del hemo,
es transportada por el torrente circulatorio unida a la
albimina hasta los hepatocitos. La captacion, a través de la
membrana basolateral, podria ser por difusion pasiva y/o
facilitada por transportadores OATP1Bs. En el reticulo
endoplasmaético, es conjugada por la UGT1A1 con &cido
glucurénico y finalmente es excretada al canaliculo por el
transportador MRP2 y también, en menor medida, por
ABCG2/BCRP1 (65).

Los AB no s6lo tienen importantes propiedades en la
funcion digestiva para la absorcion de las grasas y las
vitaminas liposolubles en el intestino. Recientemente se ha
descubierto su papel como moléculas sefalizadoras,
capaces de regular multiples procesos metabdlicos e
inflamatorios, entre otros, y se estdn desarrollando
diversos farmacos, derivados de AB, para enfermedades
hepéticas como la EHNA, la cirrosis biliar primaria (CBP)
y la fibrosis. Por ello es importante también tener en
cuenta la regulacion del metabolismo y transporte de AB
ya que su alteraciobn puede tener mdltiples efectos
negativos. En la regulacion de estos procesos participan
numerosos receptores nucleares, muchos de ellos capaces
de unir y activarse por AB como FXR, PXR y VDR.
También estan implicados CAR, SHP, LRH1, HNF4a,
LXRa, PPARs, etc. Ademé&s, hay otros reguladores
importantes de otras familias como TGR5 y FGF15/19
(66).

A diferencia de las colestasis asociadas a la CBP o a la
colangitis esclerosante, donde los mecanismos subyacentes
estdn bien caracterizados, en la colestasis inducida por
farmacos los aspectos mecanisticos y causales apenas son
conocidos.

2.4. Mecanismos moleculares en la colestasis por
medicamentos

Diversos estudios han asociado la inhibicion directa de
transportadores canaliculares como BSEP o variantes
polimérficas de los mismos, con la colestasis inducida por
farmacos. Se sabe, por ejemplo, que muchos
medicamentos pueden inhibir directamente a BSEP en
sistemas in vitro (vesiculas de membranas de células Sf9
con BSEP expresado por baculovirus) (67). Pero si este
mecanismo de inhibicion directa fuera determinante en
humanos, ¢por qué no ocurre en todos los pacientes? Hay
necesariamente que pensar en diferencias interindividuales
que hagan susceptibles sélo a una parte de la poblacion. Y
asf, por ejemplo, existe un polimorfismo de BSEP,
1331T>C, que constituye un factor de riesgo potencial

289



(68). Sin embargo, este alelo tiene una frecuencia
alrededor del 50 %, lo que no se corresponde con la baja
frecuencia del DILI colestasico. Ademaés, otros estudios no
han encontrado asociaciones entre esta variante
polimérfica y el DILI colestésico (69, 70). Por ultimo, el
anélisis de un pequefio banco de higados revel6 una gran
variabilidad interindividual en la expresion de BSEP (19
veces en mRNA y 31 veces en proteina) (71), que no se
puede explicar s6lo por las variantes polimérficas (68).
Estos resultados concuerdan con datos preliminares de
nuestro laboratorio, en un cohorte mayor de pacientes, que
muestran variaciones en el nivel de mRNA de BSEP de
hasta 100 veces. Sin embargo, quedan bastantes cuestiones
por resolver: ;Cudles son los transportadores més variables
en la poblaciéon? ;existen individuos con fenotipos de
riesgo?

Las evidencias existentes hasta ahora sugieren que las
variantes alélicas de los trasportadores no puede explicar
por si mismas la idiosincrasia de la colestasis por
farmacos, por lo que es muy probable que existan
mecanismos reguladores y epigenéticos adicionales que
contribuyan de forma més importante a esta variabilidad.

Ramiro Jover Atienza

En este sentido, hay que sefialar que nuestro grupo ha
demostrado, en hepatocitos de rata en sandwich de
colageno, que la mayoria de farmacos colestésicos afectan
muy significativamente la expresion (mRNA) de los
transportadores de AB (NTCP, BSEP, OATP1Al, MRP2)
(72). De nuevo, los mecanismos subyacentes son
desconocidos, pero ciertamente, en esas condiciones
experimentales, las variantes alélicas o la inhibicion
directa de los transportadores no serian mecanismos
plausibles. Antes bien, seria més I6gico pensar que los
farmacos colestésicos pueden alterar la regulacion
transcripcional y/o epigenética de los trasportadores. Los
mecanismos reguladores también podrian explicar la
variabilidad interindividual y la respuesta idiosincrasica.
Esta hipdtesis no se ha explorado nunca en relacion con la
colestasis iatrogénica. La alteracion de la expresion de los
transportadores inducida por farmacos podria tener su
origen en a) la represion/inhibicion de factores de
transcripcion activadores, b) la induccién de microRNAs
inhibidores, o c) la alteracion de la metilacion de los genes
implicados (Figura 2).

Figura 2. Mecanismos implicados en la colestasis por medicamentos. 1) Alteracion de la actividad de los factores de transcripcion
encargados de la regulacion de los genes de transporte y metabolismo de la bilis. 2) Alteraciones epigenéticas mediadas por los farmacos
en la metilacion del DNA y en la condensacion de la cromatina. 3) Polimorfismos genéticos (variabilidad y susceptibilidad). 4) Inhibicién
directa de los transportadores por los medicamentos colestasicos. 5) Induccidn/represion de microRNAs que regulan la expresion (MRNA

-> Prot) de los genes de transporte y metabolismo de la bilis.

2.5. ¢ Hay tratamiento para la colestasis por fArmacos?

En la actualidad no existe un consenso para el
tratamiento clinico de los pacientes con colestasis
iatrogénica. El UDCA (4cido ursodesoxicdlico) es un AB
altamente soluble y no toxico, que ha sido aprobado para
uso terapéutico para la disolucién de célculos biliares y
para el tratamiento paliativo de la CBP. EI UDCA parece
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reducir la citotoxicidad del conjunto de los AB, protege a
los colangiocitos, estimula la secrecién hepatobiliar, tiene
actividad antioxidante e inhibe la apoptosis de los
hepatocitos (61). EI UDCA también podria activar al PXR
e inducir la expresion de sus genes diana, CYP3A4,
SULTs, UGTs, BSEP, MDR3 y MRP4, facilitando la
detoxificacion de los AB (73). El &cido nor-
ursodesoxicélico (norUDCA) es un homélogo del UDCA
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que no puede ser conjugado, se secreta en la bilis, se
reabsorbe por los colangiocitos y vuelve al higado. Esta
circulaciéon cole-hepética conduce a un aumento de
bicarbonato en la bilis e induce hipercoleresis. De este
modo, el norUDCA revierte la colangitis esclerosante en el
modelo Mdr2-/- (ABCB4) de colangiopatia (73). Por
Gltimo, el &cido obeticolico (OCA, 6ethyl-CDCA o INT-
747) es un agonista potente y selectivo del FXR (74). En
estudios con animales, el OCA aumenta la sensibilidad a la
insulina, inhibe la gluconeogeénesis, inhibe la lipogénesis, y
también tiene propiedades anti-inflamatorias y anti-
fibréticas (74). En estudios clinicos de pacientes con CBP,
el OCA redujo significativamente la ALP. Sin embargo, la
mayoria de los pacientes desarrollaron prurito, un sintoma
comun de la colestasis y un efecto secundario habitual en
las terapias con AB (73).

3. CONCLUSIONES

La esteatosis y la colestasis por farmacos son el
resultado de multiples mecanismos, siendo la alteracion de
la regulacién transcripcional una via potencial adicional
que debe investigarse, ya que permitiria un mejor
conocimiento de la hepatotoxicidad y la posibilidad de
desarrollar nuevas herramientas diagnosticas que
complementen a las actuales.
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