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El Daño Hepático Inducido Por Fármacos 

En ciertas ocasiones, los fármacos pueden producir reacciones adversas que afectan al 

hígado generando una condición conocida como “hepatotoxicidad” o daño hepático 

inducido por fármacos (DILI del inglés drug-induced liver injury). Aunque la incidencia 

de DILI es relativamente baja en la población general, tiene un gran impacto en la salud 

de los pacientes afectados debido a que puede evolucionar hacia un fallo hepático 

fulminante (FHF, o ALF del inglés acute liver failure) y, en algunos casos, requerir un 

trasplante hepático o incluso conducir a la muerte 1. El DILI también representa un 

problema significativo para la industria farmacéutica, ya que puede ser una de las causas 

principales de la interrupción del desarrollo de nuevos medicamentos y de la retirada de 

aquellos que ya se encuentran en el mercado 2. Sin embargo, en la actualidad debido a la 

implementación de ensayos clínicos mejor diseñados y a controles más estrictos en cuanto 

a la seguridad de los medicamentos, la mayoría de los medicamentos causantes de DILI 

nunca llegan a comercializarse 3. 

La hepatotoxicidad no se asocia únicamente al consumo de fármacos convencionales, si 

no que cada vez se describen más episodios de daño hepático asociados al consumo de 

suplementos herbales y dietéticos (HDS del inglés herbal and dietary supplements) 4–6. 

Estos productos se consumen como alternativa a los fármacos, para el tratamiento de una 

infinidad de dolencias, con la idea errónea de que al ser productos naturales son inocuos 

y presentan menos contraindicaciones 7. Se adquieren fácilmente ya que no se requieren 

recetas médicas como ocurre con los medicamentos. Además, estos productos no pasan 

por controles de calidad ni existen entidades reguladoras como si ocurre con los 

medicamentos convencionales 8. En un estudio de 2019 en EEUU se analizó el contenido 

de los productos herbales asociado a DILI y se encontró que de 272 productos el 51 % 

tenía un mal etiquetado del contenido químico 9. Esto podría aumentar el riesgo de 

desarrollar DILI, por lo que es necesario implementar medidas de control en la regulación 

de estos productos. 

 

Tipos de DILI: intrínseco e idiosincrásico 
Intrínseco  

El DILI de tipo intrínseco se caracteriza por presentar un efecto tóxico dosis-dependiente, 

con un tiempo de latencia por norma general corto y consistente 10. El acetaminofeno 

(APAP) es un ejemplo de fármaco que produce este tipo de daño. A dosis terapéuticas es 
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bien tolerado, sin embargo, superar ciertas dosis puede conducir a la aparición de graves 

problemas de salud. La sobredosis por APAP constituye en torno al 40% de los casos de 

ALF 11,12.  

 

Idiosincrásico 

El daño hepático denominado idiosincrásico es el tipo de hepatotoxicidad en el cual se ha 

basado esta tesis doctoral. Este tipo de daño se considera que es multifactorial e 

impredecible, ya que depende tanto de las propiedades del fármaco como por su 

interacción con factores ambientales y del huésped 13. 

A diferencia del tipo intrínseco se produce a dosis terapéuticas en un porcentaje muy bajo 

de los individuos que toman un fármaco 14. Además, no existe una relación directa entre 

la dosis y el daño producido, sin embargo, se piensa que se necesita superar un cierto 

umbral de dosis, específico para cada persona, para que aparezca el daño 15,16. Otra 

diferencia con el tipo intrínseco es que el periodo de latencia puede variar desde unas 

pocas semanas hasta meses 17. En la mayoría de los casos el daño remite cuando se 

suspende la medicación, no obstante, el episodio puede llegar a producir ALF.  

La naturaleza de los principales agentes causantes de DILI es muy diversa y varía mucho 

entre los diferentes estudios y registros. En EEUU y Europa los fármacos antiinfecciosos, 

en concreto la amoxicilina clavulánico, es la principal causa de DILI 1,17,18. Sin embargo, 

en otros países como China los productos herbales encabezan la lista de las principales 

causas de DILI 19. En países en vías de desarrollo como la India la combinación de 

fármacos contra la tuberculosis supone la causa principal de DILI, seguido de las 

medicinas tradicionales 20.  

 

Incidencia  
La evaluación de la incidencia en enfermedades como el DILI supone una tarea de gran 

dificultad. Esto es debido a que es complicado tener registrado tanto los pacientes que 

han tomado un determinado fármaco, como constancia del número de casos DILI que se 

han producido por su consumo. Para poder obtener resultados fiables de incidencia, es 

necesario realizar estudios de base poblacional y hasta la fecha estos han sido limitados. 

Existen dos estudios prospectivos conocidos que si basan sus resultados en una población 

concreta. En el primero realizado en Francia por Sgro et al se obtuvo un resultado de la 

incidencia de DILI de 13.9 casos cada 100000 habitantes al año 21. Posteriormente en 
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Islandia Björnsson et al, realizaron un estudio que incluyó a toda la población del país, 

obteniendo una incidencia de 19.1 cada 100000 habitantes 18. En otro estudio de tipo 

retrospectivo realizado en China se obtuvo una tasa de 23.8 de cada 100000 habitantes al 

año 19. 

Estas diferencias observadas entre los estudios sobre DILI podrían deberse a las 

variaciones en los criterios de diagnóstico utilizados, así como a las diferencias culturales 

y las variaciones en las tasas de prescripción de medicamentos entre las diferentes 

regiones. Además, el consumo de medicinas alternativas también puede influir en los 

resultados de los estudios. Es importante tener en cuenta estos factores al evaluar los 

resultados de los estudios sobre DILI. 

 

Características del DILI 
Criterios DILI 

Para valorar el estado funcional e inflamatorio del hígado se realiza la medición de las 

transaminasas junto a otros parámetros bioquímicos como son la fosfatasa alcalina (FA) 

y la bilirrubina total (BT). La lesión hepática en el contexto del DILI se ha definido como 

una elevación de la concentración sérica de alanina aminotransferasa (ALT) o bilirrubina 

conjugada superior a 2 veces el límite superior de la normalidad (LSN), o una elevación 

combinada de aspartato aminotransferasa (AST), FA y bilirrubina total siempre y cuando 

uno de estos sea mayor a 2x LSN 22. Sin embargo, estos criterios presentan una serie de 

limitaciones principalmente debido a que las transaminasas pueden incrementar sus 

niveles en sangre por diferentes motivos. La AST y ALT no son marcadores específicos 

del hígado, también se encuentran en el tejido muscular y tras una sesión de entrenamiento 

intenso pueden incrementarse sus niveles en sangre 23. Además, muchos fármacos pueden 

generar elevaciones transitorias de las transaminasas que no desembocan en un DILI 

grave, y los niveles pueden normalizar incluso sin suspender el tratamiento, produciendo 

lo que se conoce como fenómeno de adaptación 24. Del mismo modo, la incidencia cada 

vez mayor de otras patologías hepáticas, como la enfermedad del hígado graso no 

alcohólico (NAFLD del inglés Non-alcoholic fatty liver disease), también puede 

contribuir al aumento de la ALT detectada en la clínica, lo que podría enmascarar el DILI. 

Por ello, en 2011, Aithal et al desarrollaron un trabajo consenso de los criterios a tener en 

cuenta a la hora de considerar un caso de DILI de importancia clínica (Tabla 1). Con estos 

nuevos criterios se buscó superar las limitaciones de los criterios anteriores utilizados en 
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el diagnóstico de DILI.  Esto permitiría que los casos de DILI que no cumplen los criterios 

y que no representan un riesgo clínicamente alto, puedan mantener la medicación y evitar 

la interrupción de un tratamiento específico 25. 

 
Tabla 1. Caracterización fenotípica del DILI. Se indican los criterios utilizados para el 
diagnóstico, para evaluar el tipo de daño y para la clasificación de la gravedad. 

Criterios de DILI Tipo de patrón de 
daño Gravedad en DILI 

 
 

Se debe cumplir uno  

de estos criterios: 

 
1. ALT ≥ 5 × LSN 

2. FA ≥ 2 × LSN 

3. ALT ≥ 3 × LSN 
                +       
      BT > 2 × LSN   

 
 

Se estima el ratio R: 
 
 

R=(ALT/LSN)
(FA/LSN)

 
 

R≥5: Patrón 

hepatocelular 

2<R<5: Patrón 

Mixto 

R≤2: Patrón 

colestásico 

 
- Leve: ALT ≥ 5 o FA ≥ 2 y BT < 2 LSN 
- Moderado: ALT ≥ 5 o FA ≥ 2 y BT >2 

LSN, puede venir acompañado de síntomas 
de hepatitis 

- Grave: ALT ≥ 5 o FA ≥ 2 y BT > 2 LSN. 
Puede venir acompañado también de 
síntomas de hepatitis y unos de los 
siguientes criterios: 
• Tener un valor de INR ≥ 1.5  
• Presentar ascitis con o sin encefalopatía, 
una duración de la enfermedad de menos 
de 26 semanas y ausencia de cirrosis. 
• Fallo en otro órgano debido al DILI 

- Fatal o trasplante: casos a los cuales se 
les ha sometido a trasplante o incluso han 
llegado a fallecer debido al DILI 

 
ALT: Alanina transaminasa; BT: Bilirrubina total; FA: Fosfatasa alcalina; INR: tiempo de protombina 
normalizado; LSN: Límite superior de la normalidad. 
 

 

Patrón de daño del DILI 

Otra de las manifestaciones clínicas característica del DILI es que a nivel histológico 

puede presentar tres tipos de patrón de daño diferentes. Según la zona afectada del hígado 

el daño en el DILI puede ser de tipo hepatocelular, colestásico o mixto. Sin embargo, 

normalmente no se realiza una biopsia hepática si los pacientes únicamente tienen indicio 

de presentar DILI, por lo que la caracterización del tipo de daño también se realiza 

mediante el perfil bioquímico hepático. Para ello se utiliza el valor R o ratio R (Tabla 1). 

Si el valor de R es superior o igual a 5 se considera un patrón de daño hepatocelular, si es 

mayor que 2 y menor que 5 se considera mixto, y por último si es menor o igual a 2 se 

considera colestásico 25. En ausencia del valor de ALT se puede sustituir por el de AST, 
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pero no se puede realizar la sustitución de FA por la aspartato la gamma-glutamil 

transferasa (GGT) 26. 

 

Flujo diagnóstico 
Actualmente, no existe una prueba específica para el diagnóstico ni para el pronóstico de 

DILI, lo cual representa un desafío para su identificación en la clínica 27. Sin embargo, la 

detección rápida del fármaco culpable es crucial para prevenir el empeoramiento del 

paciente. Lo más importante ante un caso de hepatitis aguda es que exista un alto grado 

de sospecha de DILI y que exista una exposición a algún medicamento o HDS. Además, 

debe existir una relación temporal compatible entre la toma del fármaco y la presencia 

del daño. Existe una gran variabilidad entre el momento de la toma y la aparición del daño 

en el DILI, aunque el daño hepático suele aparecer en los primeros tres meses después de 

iniciar el tratamiento 28. Una herramienta útil que ayuda en el diagnóstico de DILI es la 

base de datos “LiverTox” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547852/), 

desarrollada por el National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Disease, que 

contiene información sobre el potencial hepatotóxico de fármacos y productos HDS. 

Además, LiverTox contiene información sobre las características de casos DILI 

producidos por numerosos causantes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que tiene 

ciertas limitaciones, como que la información está recogida a partir de publicaciones, lo 

que limita información sobre fármacos relativamente nuevos. Una vez se tiene constancia 

de que el paciente ha tomado un fármaco y/o HDS el cual podría estar asociado con el 

DILI se excluirán otras causas de daño hepático. Los síntomas de DILI pueden mimetizar 

a los encontrados en cualquier otra patología hepáticos como hepatitis viral (VH del inglés 

viral hepatitis), hepatitis autoinmune (AIH del inglés autoimmune hepatitis), infecciones 

bacterianas y obstrucciones biliares entre otras. El diagnóstico de DILI es un diagnóstico 

de exclusión de estas patologías debido a la falta de biomarcadores específicos. En este 

punto, el patrón de daño permite orientar la batería de pruebas que se le realizarán al 

paciente para descartar otras patologías. Por ejemplo, en casos con un patrón colestásico 

necesitan ser descartadas patologías biliares como obstrucción de la vía biliar, infiltración 

tumoral o colestasis intrahepáticas como colangitis biliar primaria entre otras. Sin 

embargo, cuando si existe un daño hepatocelular se tienen que descartar diversas 

hepatopatías virales y la AIH 29,30. Otra de las actividades importantes a realizar en el 

diagnóstico del DILI es el seguimiento de los niveles séricos del perfil hepático en los 
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pacientes. Principalmente porque una remisión del daño cuando se le retira la medicación 

apoyaría el diagnóstico. No obstante, hay que tener en cuenta que algunos casos de DILI 

pueden derivar hacia ALF o hacia una cronificación. Existen otras herramientas como 

son las escalas de causalidad que sirven para ayudar a reforzar el diagnóstico. 

 

Causalidad del fármaco 
La evaluación de la causalidad es una herramienta esencial en la medicina para determinar 

la probabilidad de que una reacción adversa sea causada por un fármaco. La escala 

Roussel Uclaf Causality Assessment Method (RUCAM), desarrollada por el Council for 

International Organizations of Medical Sciences (CIOMS), es ampliamente utilizada para 

esta evaluación. Esta escala consiste en un sistema de puntuación en diferentes categorías: 

comienzo de los síntomas, factores de riesgo, evolución, fármacos concomitantes, 

exclusión de causas no farmacológicas, información de hepatotoxicidad previa y 

reexposición. Tras puntuar cada una de ellas se obtiene una puntuación global que indica 

la probabilidad de la causalidad en altamente probable, probable, posible, improbable o 

excluido. Es una herramienta útil para destacar las áreas importantes en el diagnóstico de 

DILI, pero también presenta limitaciones como la falta de objetividad debido a la falta de 

instrucciones claras y consecuentemente la subjetividad del evaluador, lo que puede llevar 

a afectar los resultados.  

Recientemente, se ha publicado una revisión de la escala RUCAM y se ha creado una 

versión electrónica denominada RECAM (Revised electronic causality assessment 

method) 31. Esta nueva versión ha demostrado tener el mismo potencial diagnóstico que 

la escala RUCAM además de presentar ciertas ventajas. Principalmente, es una escala 

más objetiva y clara que RUCAM, intentando así evitar la subjetividad del evaluador. En 

consecuencia, esto permite que se puedan hacer relaciones de causalidad de una forma 

más estandarizada por los diferentes expertos. No obstante, la utilización de la escala 

RECAM requiere más información para cumplimentarla, y por lo tanto se necesita más 

tiempo para su elaboración. En definitiva, ambas son herramientas muy útiles para 

reforzar el diagnóstico del médico ante un caso de DILI, aunque ninguna puede sustituir 

el juicio clínico del médico. Sin embargo, pueden ser utilizadas como apoyo mientras se 

buscan biomarcadores específicos para el DILI. 
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Gravedad y cronicidad 
La gran mayoría de los casos de DILI se resuelven al retirar el fármaco sospechoso, sin 

embargo, algunos pacientes pueden experimentar una progresión hacia el ALF. Es 

importante tener en cuenta que es necesario un seguimiento y tratamiento adecuado para 

minimizar el riesgo de complicaciones y promover la recuperación del paciente. Según 

Aithal et al, la gravedad en los DILI puede clasificarse en cuatro niveles o grados que son 

leve, moderado, grave y un último nivel al cual pertenecen aquellos pacientes que 

necesitan un trasplante o pueden llegar a fallecer (Tabla 1). Por el contrario, una parte de 

los casos de DILI pueden mantener el daño en el tiempo y desarrollar cronicidad. Los 

criterios para considerar un caso de DILI como crónico varían entre los diferentes 

estudios. Sin embargo, en un estudio reciente se considera crónicos a los pacientes que 

no resuelven el daño hepático durante el primer año, según los resultados de Medina-

Cáliz et al. En este estudio se analizaron 298 casos de DILI y observaron que la que la 

mayoría de los casos (273) resolvieron dentro del primer año desde la detección. 

Únicamente un 8% de los casos mantuvieron las elevaciones del perfil hepático después 

del año. Factores como la edad avanzada, la dislipemia y la gravedad en el DILI se asocian 

con un incremento del riesgo de desarrollar DILI crónico 32. 
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Mecanismo de DILI 
El mecanismo subyacente del DILI idiosincrásico no se comprende completamente, 

aunque se considera generalmente que es un proceso multifactorial (Figura 1) que 

involucra el estrés celular y la respuesta inmune. Además, actualmente no existen 

modelos experimentales específicos que permitan replicar el DILI idiosincrático en el 

laboratorio, lo que dificulta la búsqueda de una comprensión detallada de los mecanismos 

de esta condición. Únicamente existen diversos modelos que utilizan animales 

modificados genéticamente, que solo son aplicables a ciertos medicamentos. Por ello, se 

ha utilizado el modelo de acetaminofeno (APAP) como base para el estudio de los 

mecanismos del daño idiosincrático. En ambos tipos de daño, el intrínseco y el 

idiosincrático, la teoría más aceptada es que el daño comienza con el metabolismo de los 

fármacos. 

 
Figura 1. Factores de riesgo potenciales en el daño hepático inducido por fármacos (DILI). Se 
indican ejemplos de factores de riesgo relacionados con el fármaco y los relacionados con el 
huésped y ambientales. 

 
El papel del metabolismo de los fármacos en el DILI 
Fases del metabolismo de los fármacos 

Los fármacos junto a compuestos tóxicos, como pueden ser venenos, son reconocidos 

como xenobióticos por el organismo, y son sometidos a un proceso de biotransformación. 

Este proceso se basa en la metabolización por sistemas enzimáticos especializados en 
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aumentar la hidrosolubilidad del xenobiótico y así facilitar su eliminación. El proceso de 

biotransformación se divide en tres fases que son la modificación, conjugación y 

excreción de los xenobióticos 33. En la fase I, participan varias enzimas que, mediante 

diferentes reacciones como la oxidación, reducción o hidrólisis, entre otras, modifican la 

estructura del sustrato de la reacción. Se generan metabolitos más reactivos e 

hidrosolubles que contienen grupos polares como -OH, -NH2 y -COOH. La superfamilia 

del citocromo P-450 es la principal representante de las enzimas de esta fase. Tienen la 

capacidad de actuar sobre numerosos sustratos tanto endógenos como exógenos, 

metabolizándolos en su mayoría mediante reacciones de oxidación. Estas enzimas se 

distribuyen por diferentes órganos y tejidos, pero en el hígado, en concreto en los 

hepatocitos, es donde se encuentran en mayor concentración y diversidad. En la fase II, 

se produce la unión de los grupos polares a moléculas endógenas generando conjugados 

que son más hidrosolubles. Por ejemplo, la glutatión S-transferasa (GST) es una enzima 

que conjuga glutatión en su forma reducida con el grupo polar del metabolito. La 

glucuronidación es otro ejemplo de reacción que se producen en la fase II y consiste en 

la conjugación de ácidos glucurónicos con los grupos polares 34. En la fase III, se produce 

la eliminación de estos compuestos mediante la vía renal o biliar. 

 

Formación de metabolitos reactivos 

Durante la biotransformación, normalmente acompañado del aumento de la solubilidad 

del fármaco se produce la disminución de su potencial tóxico mediante la conjugación en 

la fase II (detoxificación). Sin embargo, en ciertas ocasiones como consecuencia de las 

reacciones de la fase I se originan especies químicamente reactivas que no serán 

adecuadamente detoxificadas y como consecuencia pueden generar un daño estructural 

en la célula (bioactivación) 35. Se pueden generar especies de diferente naturaleza como 

especies electrófilas, radicales libres o especies reactivas de oxígeno (ROS del inglés 

reactive oxygen species) 36. Las especies electrófilas tienen la capacidad de unirse 

covalentemente a sitios nucleofílicos, formando aductos irreversibles con diferentes 

estructuras. Esta unión produce un cambio estructural que puede alterar las funciones 

metabólicas de la célula conduciendo a un daño y en última estancia a la muerte celular. 

Respecto a los radicales libres, pueden generar tanto uniones covalentes, al igual que los 

reactivos electrófilos, como modificaciones no covalentes mediante oxidación de 

estructuras como el ADN, grupos amino de diferentes enzimas o lípidos entre otros. Cabe 
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destacar que los metabolitos reactivos también pueden generar ROS a partir de la 

reducción de oxígeno molecular 37. 

 

Efecto dañino de los fármacos en la célula 
Producción de estrés oxidativo 

El estrés oxidativo aparece cuando se produce un desbalance entre ROS y los mecanismos 

antioxidantes celulares hacia el lado de ROS 38. Niveles bajos de ROS son cruciales para 

diversas funciones celulares como la señalización celular, la transcripción génica y la 

respuesta inmune 39. Sin embargo, un incremento de ROS puede promover el daño 

irreversible a lípidos, ácidos nucleicos y a proteínas celulares alterando la función celular. 

En el hígado, el daño oxidativo puede tener como origen de ROS el metabolismo 

citosólico por el citocromo P450 de los fármacos, como ya se ha mencionado o el estrés 

mitocondrial. Además, diferentes células del sistema inmune como neutrófilos o 

monocitos pueden generar ROS como parte de su respuesta inflamatoria ante un daño. 

Algunos fármacos como el ácido valproico aumentan la producción de ROS en el 

hepatocito ya que alteran la cadena respiratoria mitocondrial y estimulan la vía Jun N-

terminal kinase (JNK) que lleva a un aumento de la permeabilidad mitocondrial y en 

última instancia puede llevar a la muerte del hepatocito 40.  

A nivel celular, existen respuestas adaptativas que se activan para intentar detener el 

estrés causado por los fármacos, como es la sobrerregulación del factor nuclear derivado 

de eritroide 2 (Nrf2 del inglés nuclear factor erythroid 2-related factor 2). El Nrf2 se une 

al elemento de respuesta antioxidante (ARE del inglés antioxidant response element) en 

el promotor del gen objetivo para inducir la expresión de genes de defensa. En ausencia 

de estrés celular, Nrf2 está unido a su represor, la proteína 1 asociada a ECH Tipo Kelch 

(Keap1 del inglés kelch-like ECH-associated protein 1) y permanece en el citosol antes 

de ser degradado por la vía ubiquitina-proteosoma. Sin embargo, durante un estrés celular, 

los sensores redox de Keap1 se unen a los metabolitos reactivos, liberando así a Nrf2 y 

translocándolo al núcleo para unirse al ARE 41. 

 

Daño mitocondrial por los fármacos 

Las mitocondrias se ha planteado que podrían tener un papel importante en el desarrollo 

del DILI. Esto es debido a que los fármacos pueden ejercer un efecto tóxico sobre las 

mismas mediante diferentes mecanismos. Uno de ellos es alterando la función de la 
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cadena de transporte de electrones, comprometiendo la producción de ATP y en 

consecuencia deteriorando las funciones vitales de la célula y pudiendo conducir a la 

muerte celular 42. La isoniazida es un ejemplo de fármaco que puede dañar la mitocondria 

de esta forma en pacientes susceptibles 43.  

Otros fármacos pueden alterar la membrana mitocondrial interna y romper el gradiente 

de protones (H+) necesario para la producción de ATP 36. Los fármacos también pueden 

abrir los poros de transición de la permeabilidad mitocondrial (mPTP del inglés 

mitochondrial permeability transition pore) localizados en la membrana interna de las 

mitocondrias. La permeabilización de la membrana mitocondrial por apertura de estos 

poros puede conducir a un incremento del volumen de la matriz intestinal y a la ruptura 

de la membrana externa de la mitocondria. Esto afecta directamente a la producción del 

ATP por parte de las mitocondrias y además puede producir la liberación de factores que 

inducen procesos de muerte celular 44,45. Los fármacos también pueden afectar al ADN 

mitocondrial (ADNmt), que codifica principalmente para los componentes de la cadena 

respiratoria y componentes de la maquinaria para la traducción de proteínas 

mitocondriales, interfiriendo en los procesos de replicación o traducción 46. Por último, 

algunos fármacos también pueden afectar a la beta-oxidación mitocondrial de los ácidos 

grasos actuando sobre las enzimas o cofactores que participan en esta ruta. El ácido 

valproico también puede afectar a la mitocondria por esta vía 47. En la beta-oxidación se 

producen reactivos necesarios para la cadena de transporte de electrones en la producción 

de ATP. 

Todos estos efectos potenciales que tienen los fármacos o sus metabolitos intermediarios 

sobre la mitocondria suponen una alteración de la actividad vital de la célula y pueden 

producir una activación de las vías de muerte celular 48. No obstante, las células tienen 

diferentes sistemas capaces de frenar y revertir el daño generado en las mitocondrias por 

los fármacos 49. Uno de ellos es la biogénesis mitocondrial, que es la formación de nuevas 

mitocondrias. Tras un estrés celular se produce un incremento de intermediarios como 

son la proteína quinasa activada por AMP (AMPK del inglés AMP-activated protein 

kinase) y el factor de unión al elemento sensible al cAMP (CREB del inglés cAMP 

responsive element binding). Tanto CREB como AMPK producen un aumento del 

coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-

1α del inglés Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) 

que actúa incrementando la expresión de genes mitocondriales 50. Otro de los mecanismos 

que tienen las mitocondrias para revertir los efectos del daño por los medicamentos es la 
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mitofagia 51. Es una forma de autofagia en la cual se reciclan mitocondrias dañadas. Los 

mecanismos de fusión y fisión también son fundamentales para combatir el daño 

estructural de las mitocondrias 49. En la fusión se unen mitocondrias con el objetivo de 

amortiguar el estrés local causado por ROS disipándolo con otras mitocondrias. Por otro 

lado, la fisión es un proceso en el cual a partir de una mitocondria se generan nuevas 

mitocondrias. Gracias a este mecanismo se eliminan estructuras dañadas, como pueden 

ser ADNmt y proteínas, de las mitocondrias y las partes viables se fusionan con otras 

mitocondrias sanas.  

 

Alteración de la homeostasis de ácidos biliares y daño del retículo endoplasmático 

El efecto que los fármacos pueden ejercer alterando la homeostasis de los ácidos biliares 

también se ha planteado como un factor de riesgo en el DILI, ya que las sales biliares si 

se acumulan pueden tener efectos tóxicos en el hepatocito. Algunos fármacos inhiben la 

actividad de la bomba exportadora de sales biliares (BSEP del inglés bile salt export 

pump) 52, que constituyen la principal vía de secreción de sales biliares en los hepatocitos. 

Por lo que una alteración en su función como transportador por la acción de los fármacos 

puede producir la acumulación de las sales biliares en el interior celular 53.   

Otra estructura que puede verse alterada por los fármacos y sus metabolitos reactivos es 

el retículo endoplasmático (RE) 54,55. Este orgánulo se encarga de procesos vitales para la 

célula como ser el lugar donde se realiza la síntesis proteína, el metabolismo lipídico y el 

transporte intracelular entre otros 56. El RE es extremadamente sensible a los cambios que 

afectan su estructura, integridad y función. Diferentes factores como alteraciones en la 

homeostasis de calcio, la infección con virus o xenobióticos, entre otros, pueden 

interrumpir la síntesis, traducción y plegamiento de las proteínas correctamente. Esto 

conduce a una acumulación de proteínas desplegadas y mal plegadas en el RE y, en 

consecuencia, a un estrés en este orgánulo. Para contrarrestar este estrés se activan las 

vías de respuesta a proteínas desplegadas (UPR del inglés unfolded protein response). 

Es posible que los fármacos puedan contribuir al aumento del estrés del RE y aumentar 

la susceptibilidad a DILI, aunque actualmente se desconoce como lo hacen. Sin embargo, 

se cree que puede ser de forma indirecta a través del incremento del nivel de ROS 54 

Según las diferentes hipótesis del mecanismo de DILI idiosincrático, hasta este punto el 

mecanismo podría ser en gran medida similar al daño hepático intrínseco por APAP. Es 

decir, la mayoría de los fármacos o HDS, producirían un cierto grado de estrés celular. 

Sin embargo, generalmente los fármacos no producen DILI por la acción de diferentes 
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mecanismos de adaptación celular 57. Se plantea que la susceptibilidad a la 

hepatotoxicidad idiosincrásica podría estar condicionada tanto por fallos en estos 

mecanismos de adaptación, como por la participación de otros factores, como es el 

sistema inmune.  

 

Sistema inmune en DILI 
Diferentes observaciones han destacado la participación del sistema inmune en la 

patogénesis del DILI idiosincrásico. A diferencia del daño intrínseco, en la mayoría de 

los casos de tipo idiosincrásico se observa un tiempo de latencia variable y relativamente 

largo, que puede llegar a ser de varios meses 1. Esto se podría explicar por la participación 

del sistema inmune adaptativo, que produciría una respuesta inmune al daño que no sería 

inmediata. Además, en los casos en los cuales se llega a producir un nuevo daño por re-

exposición al fármaco el tiempo de latencia es frecuentemente menor. La creación de 

células inmunes de memoria tras el primer episodio podría explicar que la respuesta sea 

más rápida 58. Otra de las observaciones que apoyan el papel del sistema inmune en DILI 

es la caracterización en cultivo de linfocitos T, previamente extraídos de sangre de 

pacientes DILI, que muestran reactividad frente al fármaco causante del daño. Sin 

embargo, esta reactividad no se observó en los linfocitos cultivados a partir de pacientes 

que no desarrollaban DILI 59,60. Además, a nivel histológico se han observado 

infiltraciones de linfocitos citotóxicos CD8+ en biopsias de pacientes DILI 61. Del mismo 

modo, mediante la realización de estudios genéticos, se han observado asociaciones entre 

la presencia de ciertos alelos de los antígenos leucocitarios humanos (HLA del inglés 

human leukocyte antigen) con un mayor riesgo de desarrollo de DILI al tomar ciertos 

fármacos. En un estudio realizado por Lucena et al se observó que la presencia de alelos 

HLA de clase II (HLA-DRB1*15:01 y DQB1*06:02) y clase I (HLA-A*0201) pueden 

aumentar la susceptibilidad de desarrollar DILI por amoxicilina-clavulánico. Sin 

embargo, es importante tener en cuenta que el valor de odds ratio asociado a estos alelos 

es relativamente bajo (alrededor de 3), lo que indica que su utilidad como biomarcadores 

en el DILI sigue siendo limitada debido al tamaño pequeño del efecto que presentan  62. 

En definitiva, todos estos antecedentes ponen en evidencia el posible papel del sistema 

inmune tanto innato como adaptativo en el desarrollo de DILI. A continuación, se 

mostrará de forma más detallada el mecanismo hipotético del sistema inmune en DILI. 
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Sistema inmune innato 

Cuando los hepatocitos se dañan por la acción del fármaco, o de sus metabolitos reactivos, 

pueden liberar patrones moleculares asociados a daño o alarminas (DAMP del inglés 

damage-associated molecular pattern). Estas señales son reconocidas por los receptores 

de reconocimiento de patrones (PRR del inglés pattern recognition receptor), que se 

encuentran en diversas células del sistema inmune como macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas y linfocitos T. Cuando las células del sistema inmune innato residentes en el 

hígado detectan DAMPs, se activan y generan una respuesta inmune. Dentro de las células 

inmunitarias innatas residentes del hígado están presentes algunos tipos celulares como 

las células de Kupffer (KC del inglés Kupffer cells) que son un tipo de macrófagos, las 

células asesinas naturales (NK del inglés natural killer) que son un tipo de linfocito, las 

células dendríticas (DC del inglés dendritic cells), que son células fagocíticas y las células 

T gamma-delta (células Tγδ), que están en el límite de la inmunidad innata y adaptativa, 

y tienen la capacidad de detectar y eliminar células dañadas o infectadas por 

patógenos63,64. Este proceso en el contexto del DILI se conoce como inflamación estéril, 

ya que se produce una activación del sistema inmune innato en ausencia de patógenos 

(Figura 2). 

La activación de estos tipos celulares por la presencia de los DAMPs desencadena una 

cascada de señalización caracterizada principalmente por la liberación de diferentes tipos 

de citocinas, que son proteínas pequeñas que desempeñan un papel fundamental en la 

comunicación celular y en el proceso inflamatorio. Estas citocinas pueden tener actividad 

proinflamatoria o antiinflamatoria, o ambas, y pueden actuar sobre diferentes tipos 

celulares generando diferentes efectos. Cuando las citocinas participan en la quimiotaxis 

celular se denominan quimiocinas, y se encargan de activar, atraer y dirigir otras células 

hacia una determinada localización.  Ante un daño del hepatocito las células innatas del 

hígado producen la liberación de diferentes citocinas y quimiocinas proinflamatorias, 

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α del inglés tumor necrosis factor alpha), 

interleucina 1β (IL-1β), e interferón gamma (IFN-γ), entre otras.  Por ejemplo, las KC 

pueden secretar TNF-α, IL-1β junto a IL-6 para promover la señal inflamatoria 65. 

Algunas de estas señales producen tanto el reclutamiento de neutrófilos y monocitos de 

la sangre, como la muerte de los hepatocitos 66. Las células que llegan al hígado desde la 

periferia, junto con las residentes, desarrollan una respuesta inmune, generando una 

inflamación y amplificando el daño celular. 
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Figura 2. Mecanismo de la inflamación estéril en el daño hepático inducido por fármacos (DILI). 
Cuando se produce el daño del hepatocito se produce la liberación de DAMPs que activan a las 
células del sistema inmune innato. Estas pueden atraer mediante la liberación de citocinas a 
células inmunes de la periferia que amplifican el daño y muerte celular, o participan en la 
regeneración hepática. Las células inmunes innatas también pueden activar a las células del 
sistema inmune adaptativo, las cuales también pueden producir un daño de los hepatocitos o 
participar en la regeneración tisular. Las células del sistema inmune innato residentes del hígado 
pueden liberar citocinas antiinflamatorias que promueven la tolerancia inmune en el hígado, 
produciendo la regeneración del tejido dañado. DAMP: patrones moleculares asociados a daño; 
PRR: receptores de reconocimiento de patrones. 

 

Sin embargo, no siempre se va a producir una amplificación del daño, ya que las células 

del sistema inmune innato también juegan un papel importante en la remodelación y 

reparación del tejido dañado. La liberación de citocinas con actividad supresora de la 

respuesta inmune como pueden ser IL-10, IL-22 y el factor de crecimiento transformante 

beta (TGF-β del inglés transforming growth factor beta) participan en este proceso 66. 

Además, las células del sistema innato también mantienen una comunicación con las 

células del sistema inmune adaptativo, y cuya respuesta acondicionará el desarrollo y la 

progresión del daño. 
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Sistema inmune adaptativo  

El sistema inmune adaptativo a diferencia del sistema inmune innato se caracteriza por 

desarrollar una respuesta específica hacia un agente agresor. Además, tiene capacidad de 

memoria inmunitaria, es decir ante un segundo encuentro con ese patógeno el sistema 

adaptativo puede desencadenar una respuesta inmune más efectiva. Su actividad se puede 

llevar a cabo mediante una respuesta humoral o celular. Las respuestas inmunes 

humorales están mediadas por anticuerpos producidos por los linfocitos B, mientras que 

las respuestas celulares están mediadas por los linfocitos T. A su vez, dentro de los 

linfocitos T podemos encontrar a los linfocitos colaboradores (CD4+ o cúmulo de 

diferenciación 4, también llamados Th del inglés T helper), los linfocitos citotóxicos 

(CD8+), las células T asesinas naturales (NKT del inglés natural killer T cell), que son 

un tipo de célula T con características de NK, y los linfocitos T reguladores (Treg) que 

tienen actividad supresora de la respuesta inmune. A su vez los linfocitos colaboradores 

se dividen en diferentes subfamilias, entre los que podemos encontrar los linfocitos Th1 

que participan en la eliminación de patógenos intracelulares, como virus (por ejemplo, el 

virus varicela-zóster) y bacterias (por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis) como la 

causante de la tuberculosis, y los Th2 que se encargan de eliminar patógenos 

extracelulares, como pueden ser el parásito causante de la malaria, Plasmodium 

falciparum.  

En el contexto de DILI, las células del sistema inmune adaptativo podrían activarse por 

varios mecanismos según diferentes hipótesis planteadas (Figura 3) 67. En la primera 

hipótesis se plantea que los fármacos pueden actuar como haptenos (“hipótesis del 

hapteno”), que son sustancias químicas que por sí misma no producen una respuesta 

inmune adaptativa a no ser que se unan a péptidos endógenos. Esta unión entre fármacos 

y péptidos pueden formar neoantígenos que serán presentados mediante HLA a los 

receptores de los linfocitos T (TCR del inglés T cell receptor). Otra hipótesis es la de la 

interacción farmacológica o “pi-concept” (del inglés pharmacological interaction) en la 

cual se produce una unión no covalente del metabolito reactivo o del fármaco con los 

HLA o directamente o con los TCR de los linfocitos T, produciendo su activación 68. En 

una tercera hipótesis, conocida “altered peptide repertoire model”, el fármaco podría 

unirse a la ranura de unión a péptidos del complejo HLA, modificando la configuración 

de esta ranura y produciendo una alteración en los péptidos que pueden ser presentados a 

los TCR 69. 
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Los neoantígenos y los DAMPs se liberan desde los hepatocitos dañados, probablemente 

en exosomas, y son captados por las células del sistema inmune innato que actúan como 

presentadoras de antígenos (APC del inglés antigen presenting cells) 70. Estas células son 

principalmente las DC que, al captar ambos componentes, se activan y presentan los 

neoantígenos en los complejos HLA-II, activando a los linfocitos CD4+. A su vez, los 

hepatocitos van a realizan la presentación de los neoantígenos a través de los complejos 

HLA-I a los linfocitos CD8+.  

La activación de los linfocitos CD8+ y las CD4+ pueden producir diferentes reacciones 

en el hígado. Por ejemplo, los CD4+ pueden estimular la respuesta inmune mediante la 

producción de diferentes citocinas proinflamatorias como IFN-γ, IL-17 e IL-6. Por otro 

lado, los linfocitos CD8+ pueden liberar mediante exocitosis moléculas como perforinas, 

granzimas y TNF-α conduciendo a la muerte celular. Además, tanto los linfocitos CD4+ 

como CD8+ tienen la capacidad de inducir la muerte celular mediante la expresión de 

moléculas de superficie como Fas-L o el ligando inductor de la apoptosis relacionado con 

TNF (TRAIL del inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand), ambas citocinas 

pertenecientes a la familia del TNF 71. Sin embargo, al igual que ocurría con las células 

del sistema inmune innato, el sistema inmune adaptativo en el momento del daño celular 

podría tener una función de recuperación y remodelación del tejido 65.  
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Figura 3. Vías de activación del sistema inmune adaptativo en el DILI. Según la teoría del 
hapteno, los fármacos o sus metabolitos pueden unirse covalentemente con proteínas endógenas 
formando aductos que van a generar neoantígenos, los cuales serán presentados mediante HLA 
(HLA-II en los APC y HLA-I en los hepatocitos). En la hipótesis “pi-concept”, los fármacos, y 
sus metabolitos reactivos, pueden activar directamente tanto a los HLA como a los receptores 
TCR de los linfocitos. Los fármacos en la teoría del “altered peptide repertoire model” pueden 
modificar la estructura de los HLA alterando los péptidos endógenos que estos pueden presentar 
a los TCR. 

 

Tolerancia inmune 

El hecho de que la mayoría de las personas que toman fármacos no lleguen a desarrollar 

DILI podría explicarse por diferencias en los mecanismos de adaptación celular. Los 

sistemas de detoxificación de xenobióticos, los diferentes sistemas de adaptación 

mitocondrial y la capacidad regenerativa del hígado entre otros, se agrupan dentro de 

estos mecanismos 57. La tolerancia inmune es un mecanismo adaptativo que puede influir 

en la susceptibilidad a desarrollar DILI. Se refiere a la ausencia de respuesta inmune ante 

un antígeno inducida por un contacto previo con ese antígeno. Los antígenos que inducen 

tolerancia se llaman tolerógenos, mientras que los que inducen respuesta inmune son 

inmunógenos. La tolerancia se establece naturalmente durante las primeras etapas del 

desarrollo y permite al sistema inmune distinguir entre antígenos propios y extraños. Es 
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esencial para el control de la autoinmunidad, que se refiere a la activación de una 

respuesta inmunitaria contra antígenos propios, lo que puede provocar una variedad de 

patologías. 

Los puntos de control inmunológico o del inglés immune-ckeckpoints son pieza clave en 

el proceso de tolerancia inmune. Son un conjunto de moléculas (receptores y ligandos) 

que están presentes tanto en los linfocitos como en las células APC. Los receptores y 

ligandos se pueden dividir en coestimuladores o inhibidores, según su función, ya que 

modulan la respuesta inmune cuando se produce la unión entre el complejo HLA unido 

al antígeno y los TCR. Por ejemplo, CD28 y el coestimulador de linfocitos T (ICOS del 

inglés inducible T-cell coestimulator) son moléculas expresadas en la superficie celular 

de los linfocitos T, que tienen actividad coestimuladora. El CD28 se une a ligandos como 

CD80 y CD86 expresados en las células dendríticas, mientras que ICOS se une al ligando 

de ICOS (ICOS-L) expresado también en las células dendríticas y en los linfocitos B. Por 

otro lado, receptores como el antígeno 4 del linfocito T citotóxico (CTLA-4 del inglés 

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) o la proteína de muerte celular programada 1 (PD-1 

del inglés programmed cell death protein 1) actúan reduciendo la respuesta inmune y por 

lo tanto son fundamentales en el fenómeno de tolerancia. El CTLA-4 se expresa en la 

superficie de los linfocitos T, cuando éstos se activan, y de forma constitutiva en los Treg. 

Al igual que CD28, el CTLA-4 también se une a CD80 y CD86, pero con más afinidad, 

por lo que compite con CD28 y frena la activación generada. El receptor PD-1 se une a 

ligandos como PD-L1 de las APC inhibiendo la activación de la respuesta inmune 72. 

El hígado es un órgano que tiende a mantener una tolerancia inmune debido a que 

constantemente recibe antígenos y patógenos de la dieta y del medio ambiente. Los 

mecanismos de tolerancia inmune en el hígado evitan una respuesta inmune e inflamación 

constantes ante la llegada normal de estos antígenos 73. Las células residentes del hígado, 

tanto hepatocitos como células inmunes, presentan niveles bajos de complejos HLA y de 

immune-checkpoints en su superficie tanto 66,74. Esto dificulta que se produzca la 

activación de la respuesta inmune y permite mantener la tolerancia. Además, los Treg del 

sistema inmune adaptativo tienen la capacidad de inhibir la actividad de los linfocitos T 

CD4+ promoviendo así la tolerancia inmune en el hígado. Otras poblaciones celulares 

como las KC o las células estrelladas hepáticas (HSC del inglés hepatic stellate cells) 

pueden favorecen la expansión de los Treg e inhiben la actividad de los linfocitos T 57. El 

papel de los immune-checkpoint, y el fenómeno de tolerancia inmune en general, se ha 

planteado como de gran importancia en el desarrollo de DILI. En modelos animales, se 
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observó que ratones knockout para PD-1 desarrollaron más daño al ser tratados con 

amodiaquina si a su vez se les inhibía CTLA-4 75, lo que sugiere que estos ratones tenían 

interrumpido el mecanismo de tolerancia inmune. Además, en humanos el efecto 

hepatotóxico observado en pacientes oncológicos tratados con inhibidores de los 

immune-checkpoints (ICI del inglés immune-checkpoints inhibitors) también resalta el 

posible papel de la tolerancia inmune en el DILI idiosincrásico 76,77. 

En resumen, se puede observar cómo existe un complejo mecanismo interrelacionado 

entre sistema inmune innato y adaptativo, junto a los factores propios del huésped, del 

entorno y del propio fármaco, generando interconexiones que regulan la susceptibilidad 

al DILI. La microbiota, como se mostrará a continuación, es otro factor de riesgo que 

podría desempeñar un papel importante en el desarrollo del DILI. 

 

La microbiota intestinal en el ser humano 
La idea de que la microbiota intestinal podría ser una pieza fundamental en el mecanismo 

del DILI, se basa en la relación que existe entre ésta con el metabolismo de los fármacos 

y con el sistema inmune. Se define como microbiota al conjunto de microorganismos 

presentes en el organismo y con los cuales se genera una relación simbiótica huésped-

hospedador. En su composición encontramos bacterias, hongos, virus y protistas, pero 

son las primeras las que representan casi la totalidad de la misma. Se ha estimado que el 

número de bacterias en la microbiota de cada individuo es del mismo orden de magnitud 

que el número de células humanas, y tiene una masa total de aproximadamente 0,2 kg 78. 

La mayor cantidad de microbiota se localiza a lo largo del tubo digestivo, variando su 

composición en los diferentes segmentos u órganos 79. En el intestino, las bacterias están 

representadas casi en su totalidad por los filos Bacteroidetes y Firmicutes, seguidos de 

otros filos con una menor representación como Proteobacterias, Actinobacterias, 

Fusobacterias y Verrucomicrobia 80. Sin embargo, la composición no es estable y está 

condicionada por factores como la ubicación geográfica, el entorno familiar, el tipo de 

lactancia, la genética y la dieta entre otros 81. De todos los factores probablemente la dieta 

sea el que más afecta a la diversidad de la microbiota intestinal. De hecho, en la 

microbiota de los individuos que siguen dietas ricas en grasas y proteínas animales, típico 

de los países occidentales, predominan taxones típicos de Bacteroides. Por el contrario, 

una dieta rica en carbohidratos y fibras tiende a favorecer el crecimiento de Prevotella 82. 

Es decir, la microbiota puede llegar a mostrar grandes diferencias interindividuales en 
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cuanto a su composición. No obstante, es fundamental que la microbiota mantenga un 

equilibrio saludable (eubiosis) para que realice correctamente las diversas funciones que 

cumple 79. Un desequilibrio de la composición o de la función de la microbiota normal 

(disbiosis) se ha asociado al desarrollo de diferentes patologías 83. 

 

Funciones importantes de la microbiota en el ser humano 

Metabolismo de nutrientes.  

La microbiota es capaz de metabolizar componentes de la dieta que no pueden ser 

digeridos por el huésped, como por ejemplo la fibra alimentaria. A partir de ella, las 

bacterias producen ácidos grasos de cadena corta (SCFA del inglés short-chain fatty 

acid). Estos ácidos grasos desempeñan funciones importantes en el huésped como la 

modulación del sistema inmune, o pueden ser utilizados como fuente energética 84. Por 

ejemplo, el butirato, uno de los principales SCFAs, es la mayor fuente de energía para los 

colonocitos 85.  

Algunas bacterias presentes en la microbiota intestinal también tiene la capacidad de 

producir algunos tipos de vitaminas, como la K o la B, que son aprovechadas por el 

huésped 86,87. 

La microbiota también puede realizar otras funciones como es participar en el 

metabolismo de los ácidos biliares 88. De hecho, existe una relación bidireccional entre 

ácidos biliares y microbiota, ya que ambos se modifican entre sí. Por un lado, los ácidos 

biliares, se sintetizan en el hígado a partir del colesterol y luego pueden ser metabolizados 

por la microbiota intestinal generándose ácidos biliares secundarios. Los ácidos biliares 

son necesarios en la absorción de grasas y vitaminas liposolubles, por lo que cambios en 

la composición de la microbiota podría suponer una alteración de estos procesos. Por otro 

lado, la composición de la microbiota puede alterarse por la acción de los ácidos biliares, 

y en consecuencia las funciones que ésta realiza pueden verse afectadas 89. 

 

Defensa frente a patógenos. 

Otra de las funciones vitales en el organismo llevada a cabo por la microbiota es la defensa 

frente a patógenos. En el intestino esta función es muy importante, ya que es un órgano 

que está expuesto constantemente a agentes externos. Para ello, la microbiota comensal 

ejecuta diferentes mecanismos de actuación, siendo uno de ellos el mantenimiento de la 

capa de moco intestinal. En dicha capa se encuentran los péptidos antimicrobianos (AMP 

del inglés antimicrobial peptides) que son péptidos pequeños secretados por las células 
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intestinales, que se encargan de combatir la presencia de microorganismos patógenos. La 

presencia de bacterias como Akkermansia, que se encuentra en una microbiota saludable, 

es fundamental en el mantenimiento de la capa de moco intestinal 90. Además, las 

bacterias comensales de la microbiota pueden generar compuestos antimicrobianos 

propios frente a patógenos, denominados bacteriocinas, y evitar la llegada y crecimiento 

de bacterias extrañas o patógenas por competencia de nicho ecológico 91 92. 

 

Relación microbiota- fármacos.  

Existe una relación bidireccional entre los fármacos y la microbiota. La microbiota puede 

influir en el metabolismo de los fármacos mientras que éstos pueden alterar la 

composición de la microbiota. En un estudio reciente se analizó la capacidad de 76 cepas 

bacterianas del intestino humano para metabolizar 271 fármacos orales, y se observó que 

la mayoría de los fármacos eran alterados químicamente por al menos una cepa bacteriana 
93. La microbiota puede afectar al metabolismo de los fármacos actuando directamente 

sobre ellos. Por ejemplo, las bacterias pueden generar reacciones hidrolíticas sobre los 

conjugados formados en la fase II de detoxificación 94. Algunos antiinflamatorios no 

esteroideos (AINE) tienen una fracción de ácido carboxílico que se conjugan con el ácido 

glucurónico en el hígado para formar acilglucurónidos y facilitar su excreción por la vía 

biliar. En contacto con ciertas bacterias intestinales, productoras de β-glucuronidasa, 

estos compuestos pueden ser hidrolizados (desconjugados) y las agliconas resultantes se 

someten posteriormente a la reabsorción por el huésped (reciclaje enterohepático) 95. 

Existen diferentes glucuronidasas sintetizadas por la microbiota con diferentes 

propiedades catalíticas. De hecho, recientemente, Candeliere et al observaron una 

asociación entre la composición de la microbiota y los diferentes tipos de glucuronidasas 

expresadas 96. El proceso de desconjugación podría aumentar la exposición del huésped 

al fármaco, así como la presencia de metabolitos activos en el intestino, lo cual podría 

tener consecuencias tóxicas.  

La microbiota también puede afectar al metabolismo de los fármacos de forma indirecta 

al alterar la expresión de los genes del huésped implicados en su metabolismo. En un 

estudio donde se analizaron 303 de estos genes se observó que 116 de ellos se expresaron 

de forma significativamente diferente en ratones convencionales y ratones libres de 

gérmenes. Por ejemplo, los ratones libres de gérmenes mostraron un descenso de la 

expresión de Cyp3a tanto en hígado como en intestino. Por lo que es probable que la falta 

de microbiota intestinal afecte el metabolismo de los xenobióticos. Sin embargo, en este 
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estudio sólo evaluó el nivel de mRNA, pero no midió el proteínico ni las actividades 

enzimáticas/transportadoras, por lo que no se puede afirmar con certeza que existan 

cambios en el metabolismo de los xenobióticos 97.  

Por otro lado, los fármacos también pueden afectar a la composición de la microbiota 

normalmente produciendo cambios a corto plazo. Sin embargo, dependiendo del tipo de 

fármaco, los cambios pueden perdurar más produciendo una disbiosis y aumentar el 

riesgo de desarrollar diferentes patologías 98. Los antibióticos son los fármacos que más 

afectan a la composición de la microbiota. La magnitud de su efecto depende del tipo de 

antibiótico, de la dosis y del tiempo del tratamiento, aunque la gran mayoría produce 

cambios y descensos bruscos en la diversidad 99. Una disminución de la diversidad de la 

microbiota puede comprometer su funcionalidad y afectar la salud del huésped. Además, 

el descenso de la diversidad de la microbiota comensal puede hacer más susceptible al 

huésped a desarrollar una infección por patógenos oportunistas, como por ejemplo por 

Clostridioides difficile 100. Los antibióticos no son los únicos fármacos que pueden 

producir una alteración en la composición de la microbiota. De hecho, un estudio llevado 

a cabo por Maier et al mostró como otros fármacos no antibióticos producían alteraciones 

en diferentes especies bacterianas presentes en la microbiota 101. Las especies Roseburia 

intestinalis, Eubacterium rectale y Bacteriodes vulgatus estaban entre las más sensibles, 

mientras que las γ-proteobacterias mostraron mayor resistencia a estos fármacos. En 

concreto, los inhibidores de las bombas de protones (IBP) son uno de los fármacos no 

antibióticos que más se asocian con cambios en la microbiota. Esto es debido a que los 

IBP producen una disminución del nivel de ácido del estómago, el cual es necesario para 

controlar el sobrecrecimiento bacteriano y la infección por patógenos provenientes de la 

dieta. Un estudio con 211 individuos que tomaron IBP y 1604 que no tomaron, mostró 

aumentos en las familias Streptococcaceae y Micrococcoceae en los que tomaron el 

fármaco. Además, se observaron incrementos en la microbiota intestinal de especies 

como Rothia dentocariosa y Rothia mucilaginosa que pertenecen mayoritariamente a la 

microbiota oral. Esto podría explicarse por el aumento del nivel de pH en el estómago de 

estos pacientes, que permitió la colonización de nuevos espacios por estas especies 102. 

 

Homeostasis del sistema inmune. 

La microbiota juega un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis inmune del 

huésped, ayudando a mantener el equilibrio frente a los cambios que ocurren en el 

entorno, como la presencia de patógenos. Esta homeostasis es fundamental en el intestino 
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donde se recibe constantemente la llegada de antígenos exógenos. En la mucosa del 

intestino se encuentra el tejido linfoide asociado con el intestino (GALT del inglés gut-

associated lymphoid tissue) que es un componente del sistema inmune. Está compuesto 

de células del sistema innatas y adaptativas, que se encargan de mantener el control de la 

entrada de patógenos por la barrera intestinal. Estas células deben ser capaz de distinguir 

entre patógenos, los patógenos oportunistas y los comensales que mantienen una relación 

de simbiosis con el huésped. En consecuencia, el sistema inmune inducirá reacciones de 

inmunidad frente a los patógenos y mantendrá un estado de tolerancia inmunitaria frente 

a la microbiota comensal 103. Las bacterias del intestino producen SCFAs que podrían 

tener un papel importante en la modulación de las respuestas inmunes y en el 

mantenimiento de la homeostasis inmune en el intestino. Los SCFAs pueden actuar como 

señales para regular la respuesta inmune y promover la tolerancia a los comensales 

intestinales, lo que contribuye a evitar la inflamación y la enfermedad 104. 

La comunicación de la microbiota con el sistema inmune del huésped se realiza a través 

de PRR presentes en diferentes tipos celulares del sistema inmune innato. Dentro de los 

PRR figuran algunas familias como los receptores tipo Toll (TLR del inglés Toll-like 

receptor) o tipo NOD (NLR del inglés NOD-like receptor), entre otros, que detectan 

diferentes tipos de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs del inglés 

pathogen-associated molecular patterns). Dentro de los PAMPs se incluyen ácidos 

nucleicos, proteínas secretadas, polisacáridos capsulares y exopolisacáridos. El 

lipopolisacárido (LPS) es el PAMP más representativo de las bacterias gramnegativas, 

mientras que el ácido lipoteicoico se asocia a las grampositivas. La unión de los PAMPs 

a los PRRs activa ciertas vías de señalización implicadas en la defensa frente a patógenos 

o en el control de los comensales 105. En concreto, el mecanismo del LPS consiste en la 

unión con la proteína de unión a LPS (LBP del inglés lipopolysaccharide binding protein) 

y su transferencia al factor de diferenciación mieloide 2 (MD2 del inglés myeloid 

differentiation factor 2) y al grupo de diferenciación 14 (CD14). El complejo formado 

por estas 3 estructuras se une al receptor TLR4, el cual se activa y se produce una cascada 

de señalización de la vía del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 

las células B activadas (NF-kB del inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) 106. La activación de esta vía produce la liberación de una serie de 

citocinas proinflamatorias como son el TNF-α, la IL-1β , la IL-6, IL-12, IL-18 y el factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF del inglés granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor) 107.  Los patógenos tienen los mismos PAMPs 
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que la microbiota comensal por lo que el sistema inmune va a producir inflamación o 

tolerancia dependiendo del microambiente. En el intestino, donde se tiende a la tolerancia 

inmunitaria frente a la microbiota comensal, la activación de los TLRs por parte de estos 

microorganismos beneficiosos puede llevar a la liberación de citocinas antiinflamatorias 

como el TGF-β y el IL-10. Además, las células epiteliales del intestino presentan 

principalmente los TLRs en su lado basolateral, lo que podría ayudar a limitar la respuesta 

proinflamatoria frente a patógenos que consiguen atravesar la barrera intestinal. Esta 

disposición de los TLRs evita que se produzca de forma continua una respuesta 

inflamatoria frente a la microbiota comensal y a otros antígenos no peligrosos presentes 

en el lumen intestinal. Esto podría contribuir a mantener la homeostasis inmune en el 

intestino y evitar la inflamación innecesaria. 

La microbiota es fundamental en la maduración del sistema inmune desde el nacimiento, 

cuando el recién nacido presenta un sistema inmune que es completo pero inmaduro. Los 

microorganismos de la microbiota comensal constituyen los primeros estímulos 

inmunogénicos a los que se exponga el neonato 108. Este proceso es fundamental y se 

necesita una microbiota sana para una correcta maduración del sistema inmune 109.  

 

La microbiota podría participar en la tolerancia hepática.  

El hígado recibe sangre directamente desde el intestino por la vena porta hepática, 

exponiéndose constantemente a componentes microbianos que han podido atravesar la 

barrear intestinal. La microbiota comensal del intestino puede contribuir a mantener la 

homeostasis inmune en el hígado y a prevenir la inflamación innecesaria de este órgano. 

Se plantea que principalmente la regulación de los receptores TLR en el hígado es uno de 

los principales mecanismos mediante el cual la microbiota podría promover la tolerancia 

inmune en el hígado. Se ha demostrado un bajo nivel de expresión de TLR4 en las células 

hepáticas en condiciones sanas, con aumentos significativos durante ciertas condiciones 

inflamatorias del hígado como son la cirrosis biliar primaria y esteatohepatitis no 

alcohólica (NASH del inglés non-alcoholic steatohepatitis) 110. Las KC y las células 

endoteliales sinusoidales hepáticas (LSECs del inglés liver sinusoidal endotelial cell) que 

forman el revestimiento de los vasos sanguíneos del hígado, se encargan de limpiar la 

sangre de los productos microbianos derivados del intestino como el LPS sin generar una 

respuesta inmune. Se ha visto que las KC del hígado pueden generar tolerancia inmune 

secretando IL-10 y TGF-β en respuesta al LPS controlando pues la expresión de 

mediadores proinflamatorios en los sinusoides hepáticos 111. Además, la exposición al 
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LPS en las LSECs produce una inhibición de la vía NF-kB y por lo tanto un descenso en 

la adhesión de los leucocitos a estas células 112. 

 

Hipótesis del papel de la microbiota en DILI 
Importancia eje intestino-hígado, disbiosis y enfermedades del hígado 

La microbiota intestinal, a través del eje intestino-hígado, podría tener un papel 

fundamental en el desarrollo de diferentes enfermedades hepáticas como en el DILI 113. 

Se plantea que en el DILI pueda estar produciéndose un proceso de disbiosis intestinal, 

debido al consumo de fármacos, lo cual podría conducir a una alteración de las funciones 

de la microbiota comensal y afectar al huésped. Además, los fármacos antibióticos, que 

son uno de los principales fármacos asociados al DILI, son los que más pueden modificar 

la microbiota. Aunque esto por sí solo es difícil que pueda generar una enfermedad 

hepática 

 

Papel del LPS en el DILI 

El estado de disbiosis puede producir un proceso inflamatorio intestinal, un aumento de 

la permeabilidad intestinal y un incremento de la translocación de productos de PAMPs.  

La mayor entrada a través de la barrear intestinal de componentes microbianos, como el 

LPS, se denomina endotoxemia y se caracteriza por la presencia de una inflamación 

sistémica en el huésped. Este fenómeno se ha planteado que podría estar relacionado con 

el desarrollo de DILI. La mayor llegada de LPS al hígado podría participar en la 

inflamación local promoviendo la liberación de citocinas proinflamatorias 107.  

Diferentes estudios soportan está hipótesis en relación al DILI. Por ejemplo, en modelos 

animales se ha observado como el LPS incrementa el efecto hepatotóxico de algunos 

fármacos. En ratones tratados con dosis no hepatotóxicas de diclofenaco y de LPS 

mostraron un daño hepático únicamente si se les administraba ambos compuestos a la vez 
114. Además, utilizando el LPS en dosis subletales junto a la D-galactosamina (D-GaIN), 

que es un compuesto que se ha asociado con el desarrollo de hepatotoxicidad, se ha 

conseguido reproducir en modelos experimentales de forma muy similar las 

características del FHF observado en la clínica 115. En otro estudio donde los fármacos 

anti-tiroideos como el metimazol y propiltiouracilo alteraban la microbiota intestinal 

tanto en pacientes en un ensayo clínico como en ratas, se observó que los niveles de LPS 
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aumentaban en heces y suero durante el tratamiento. Estos resultados apoyan la hipótesis 

de la endotoxemia y el posible papel del LPS en el DILI 116.   

 

Aumento del efecto hepatotóxico de los fármacos 

Diferentes estudios han puesto de manifiesto que el efecto de la microbiota sobre los 

fármacos podría también ser un factor de riesgo en el desarrollo de DILI. En el daño 

intrínseco por APAP la susceptibilidad puede variar por los niveles de p-cresol endógeno 

presente en el intestino. Este compuesto es producido por bacterias como Clostridioides 

difficile y llega al hígado donde se transforma en sulfato de p-cresol por las 

sulfurotranferasas del hepatocito. El p-cresol compite con el APAP por la o-sulfonación 

en voluntarios sanos. Por ello, las variaciones en la microbiota podría explicar las 

diferencias en la capacidad metabólica en el hígado del APAP por estos individuos 117. 

En el daño hepático por tacrina, un fármaco para el alzhéimer que se retiró del mercado 

con un alto potencial hepatotóxico, la actividad de la β-glucuronidasa bacteriana intestinal 

podría condicionar la susceptibilidad del daño. En un estudio con ratas se observó que los 

animales con mayor porcentaje de bacterias que producían esta enzima tenían un mayor 

tiempo de exposición a la tacrina y por lo tanto mayor daño hepático 118.  

En resumen, se plantean diferentes mecanismos mediante los cuales la microbiota podría 

incrementar la susceptibilidad de desarrollar DILI (Figura 4). Por un lado, los fármacos 

podrían generar una disbiosis afectado a las funciones que desempeñan la microbiota y 

de las cuales se beneficia el huésped. Además, acompañado a la disbiosis puede 

producirse un incremento de la permeabilidad intestinal y una mayor llegada de 

componentes microbianos como el LPS al hígado. La microbiota también puede afectar 

a la farmacodinámica de los fármacos actuando directamente sobre ellos o estimulando 

ciertos genes del huésped. Todas estas vías pueden afectar la susceptibilidad de 

desarrollar el daño hepático. El conocimiento en profundidad del mecanismo detrás del 

DILI, como la participación del sistema inmune y/o la microbiota, proporciona la 

posibilidad de identificar nuevos biomarcadores que puedan ayudar en el diagnóstico del 

DILI. Este estudio doctoral se ha enfocado en analizar diferentes biomarcadores 

candidatos para el DILI. En las siguientes secciones se presentan diferentes estrategias en 

la búsqueda de nuevos métodos diagnósticos. 
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Figura 4. El mecanismo hipotético del papel de la microbiota en DILI.  La microbiota puede 
modificar el metabolismo de los fármacos afectando a la farmacodinámica, por ejemplo, la 
actividad de la β-glucuronidasa microbiana puede producir la recirculación enterohepática de los 
fármacos y puede incrementar el estrés celular. Los fármacos pueden producir una disbiosis de la 
microbiota alterando su función. Esta disbiosis puede incrementar la permeabilidad intestinal y 
aumentar la llegada de LPS al hígado, lo que puede activar el sistema inmune y romper la 
tolerancia inmune. La relación de los fármacos con la microbiota podría incrementar la 
susceptibilidad en el DILI. DILI: Daño hepático inducido por fármacos; LPS: Lipopolisacárido; 
PAMPs, Patrones moleculares asociados a patógenos. 
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Nuevos horizontes en el diagnóstico de DILI 

Búsqueda de biomarcadores candidatos  
Hasta ahora, no se han identificado biomarcadores específicos para diagnosticar el DILI. 

En su lugar, se utilizan parámetros bioquímicos convencionales para detectar esta 

enfermedad, como los niveles en suero de la ALT, AST, FA y GGT, que suelen indicar 

una alteración en el tejido hepático y daño celular. Sin embargo, diferentes estudios han 

evaluado el potencial de nuevos biomarcadores para DILI. En 2014, Thulin et al 

evaluaron el potencial de la queratina 18 total (K18 del inglés cytokeratin 18) y escindida 

por caspasas (ccK18 del inglés caspase-cleaved cytokeratin 18), miR-122, glutamato 

deshidrogenasa (GDH) y Alfa-fetoproteina, de distinguir pacientes con elevaciones de 

aminotransferasas en dos cohortes de sujetos, una con pacientes tratados con APAP y otra 

con pacientes tratados para la coinfección de tuberculosis y/o el virus de la 

inmunodeficiencia humana 119. En ambos grupos de estudio K18 y miR-122 se detectaron 

antes que la ALT en sangre por lo que se plantean como indicadores de lesión hepática 

más tempranos. El estudio también midió estos biomarcadores junto con los 

convencionales en pacientes antes y después de realizar ejercicio extenuante. Se encontró 

que los niveles de ALT aumentaron después del ejercicio, pero no en los biomarcadores, 

lo que sugiere que los biomarcadores candidatos tienen una mayor especificidad para el 

hígado que la ALT. En 2019, se publicó un estudio a nivel internacional en el cual se 

evaluaron 14 diferentes biomarcadores candidatos 120. Los biomarcadores seleccionados 

fueron miR-122, GDH, K18, ccK18, α-GST, α-fetoproteina, arginasa 1, osteopontina 

(OPN), sorbitol deshidrogenasa, FABP1 (Fatty Acid-Binding Protein 1: proteína de unión 

a ácidos grasos 1), cadherina-5, el receptor del factor estimulante de colonias de 

macrófagos (MCSF1R del inglés macrophage colony-stimulating factor 1 receptor), 

paraoxonasa 1 y la quimiotaxina-2 derivada de células leucocitarias (LECT2 del inglés 

leucocyte cell-derived chemotaxin 2). La mayoría de los biomarcadores que se evaluaron 

mostraron niveles más elevados en los casos DILI que en los controles sanos. En concreto, 

K18, ccK18, FABP1 y GDH mostraron los mejores resultados en la distinción de los 

casos DILI 120. Otros de estos biomarcadores presentaron un gran potencial pronóstico 

distinguiendo los casos de DILI grave (casos que se sometieron a trasplante hepático o 

que fallecieron). Por ejemplo, la K18 y la OPN se encontraron en niveles elevados en los 

casos graves.  
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Aunque todos estos estudios sugieren el potencial de los biomarcadores para el 

diagnóstico de DILI, es necesario validar la efectividad de estos biomarcadores 

candidatos en otros grupos de daño hepático agudo para confirmar su utilidad en la 

práctica clínica. En este estudio se abordará esta necesidad mediante la evaluación de 

varios biomarcadores diferentes en varios grupos de pacientes. A continuación, se 

describirán los biomarcadores específicos que se estudiarán en este estudio doctoral. 

 

MicroRNA-122 

Un microRNA o miRNA es un RNA pequeño no codificante que tiene la capacidad de 

regular la expresión génica a nivel post-transcripcional produciendo el silenciamiento o 

degradación de los RNA mensajeros. Están implicados en diferentes procesos biológicos 

como la diferenciación celular, la proliferación, la apoptosis y el desarrollo embrionario 
121 Además, participan en la comunicación intercelular liberándose tanto libres como en 

microvesículas o exosomas. 

Los miRNAs se han propuesto como biomarcadores útiles en el diagnóstico de diferentes 

patologías ya que presentan una serie de características que los hacen idóneos para ello. 

Son muy estables y se detectan en diferentes fluidos corporales, como sangre y orina, por 

lo que la toma de muestras es muy sencilla. Además, son muy específicos del tejido del 

que provienen y son muy sensibles 122, pudiendo incrementar sus niveles ante un estado 

patológico detectable 123 . Se han identificado diferentes miRNAs asociados a diferentes 

patologías hepáticas. En concreto, el miR-122 tiene gran importancia ya que es específico 

del hígado y constituye el 70 % de todos los miRNAs producidos por este órgano 124. Por 

lo que se ha planteado su potencial como biomarcador en el DILI. 

 

Citoqueratina-18  

Las citoqueratinas son péptidos que forman parte de los filamentos intermedios del 

citoesqueleto de diversos tipos celulares. La citoqueratina-18 es una de los tipos de 

queratina más expresadas dentro de la familia de genes de los filamentos intermedios del 

hígado. Su utilidad como biomarcador se basa en la información del mecanismo que 

ofrece esta proteína cuando se detecta extracelularmente, debido a procesos de apoptosis 

y necrosis. De hecho, para la detección de esta proteína se pueden utilizar dos antígenos 

diferentes sobre esta proteína, que son M30 y M65 125. Durante la apoptosis las caspasas 

escinden a la citoqueratina-18 en fragmentos séricos (ccK18) que muestran el antígeno 
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M30. Sin embargo, el M65 es un antígeno que se detecta tanto en la forma escindida por 

caspasas, como en el fragmento completo liberado (K18) en el proceso de necrosis. 

 

Alfa-glutatión S-transferasa 

Las enzimas GST participan en los procesos de detoxificación de los fármacos y 

xenobióticos. Para ello, catalizan la conjugación del glutatión reducido a los metabolitos 

reactivos formando compuestos que son más fáciles de eliminar 126. Estas enzimas tienen 

ciertas características que las hacen muy interesantes como biomarcadores de daño. Se 

encuentran en concentraciones intracelulares elevadas y presentan una distribución 

celular específica. Por ejemplo, α-GST se detecta en grandes concentraciones en el 

citoplasma de los hepatocitos, y se libera cuando se rompe la membrana celular, 

permitiendo su detección en una etapa temprana 127. Es una proteína que presenta una 

gran especificidad del hígado, ya que, aunque también se exprese en niveles altos en 

riñones, su nivel se incrementa en orina y no en sangre 128. 

 

Osteopontina 

La osteopontina (OPN) es una glicoproteína de la matriz extracelular que es sintetizada 

por una gran variedad de tipos celulares. Se localiza en la matriz ósea, donde desempeña 

una actividad estructural y participa en la remodelación de los huesos, ayudando a los 

osteoclastos en el inicio de la resorción ósea 129. Además, es producida por células del 

sistema inmune como las células dendríticas o macrófagos, actuando como citocina 

proinflamatoria y participando en la modulación del sistema inmune 130. También actúa 

como quimiocina, atrayendo a otras células del sistema inmune hacia una zona dañada 
131. El papel de la OPN como citocina proinflamatoria podría tener un papel importante 

en diferentes patologías hepáticas como son la esteatosis, la AIH, la VH y el carcinoma 

hepatocelular (HCC del inglés hepatocellular carcinoma) 132,133. A pesar de ellos, su 

papel en estas patologías no está del todo claro. Por ejemplo, en casos de hepatitis viral 

B (VHB) se observó un mayor nivel de OPN en suero de los pacientes con insuficiencia 

hepática aguda sobre crónica (ACLF del inglés acute-on-chronic liver failure) asociado 

a VHB frente a los que tenían VHB crónica 134. Sin embargo, en un estudio se observó 

que los casos de ALF que llegaban a recuperarse mostraban niveles más elevados de OPN 

que aquellos que necesitaron un trasplante hepático o no sobrevivieron 135.  Por lo que, si 

la OPN participa en la progresión del daño, o protege, en el contexto de una lesión 

hepática aguda necesita más investigación.  
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Búsqueda de una huella inmunológica en DILI 
La búsqueda de una “huella” inmunológica o inmunofenotipado podría ayudar a realizar 

diagnósticos más precisos en patologías como el DILI. Esta técnica consiste en la 

caracterización de las diferentes células inmunes presentes en una determinada muestra, 

lo cual aporta información del estado inmunitario del paciente. Se puede realizar mediante 

diferentes técnicas sin embargo actualmente, la citometría de flujo es la más utilizada. 

Para su realización, se utilizan anticuerpos específicos marcados con diferentes 

fluorocromos que se unen a marcadores presentes en las células 136. Una vez marcadas las 

células se introducen en el citómetro, donde se van a clasificar según su tamaño, 

complejidad y según la presencia o ausencia de un determinado marcador detectado por 

fluorescencia. La combinación de diferentes anticuerpos permite realizar un análisis 

multiparamétrico e identificar diferentes poblaciones celulares a la vez 137. 

Es una herramienta utilizada en el diagnóstico y seguimiento de diferentes patologías 

debido a que no es una técnica invasiva, ya que normalmente se realiza en muestras de 

sangre. No obstante, se pueden utilizar otro tipo de muestras como médula ósea, biopsias 

u otros fluidos biológicos 138–140.  

El uso del inmunofenotipado tiene potencial en el estudio de las patologías hepáticas, ya 

que todas comparten un trasfondo inflamatorio. Conocer las diferentes poblaciones de 

células inmunes presentes en el momento agudo del daño ayudará a ampliar el 

conocimiento del mecanismo patológico de la enfermedad. De hecho, la comunicación 

entre las células inmunitarias residentes en el hígado, los hepatocitos y las células 

inmunitarias infiltrantes puede condicionar la progresión de la enfermedad.  

En un estudio que examinó el tejido hepático de pacientes con DILI, se observó 

diferencias en la infiltración de células inmunes en comparación con otras enfermedades 

hepáticas. Los pacientes con DILI tenían niveles más altos de ciertas células inmunes, 

como las células T citotóxicas CD8+ y los macrófagos, pero menores niveles de otras 

células inmunes, como las células B y las células NK, en comparación con los pacientes 

con otras enfermedades hepáticas 141.  

Sin embargo, los estudios histológicos son limitados en el diagnóstico del DILI, ya que 

las biopsias del hígado no son una práctica común en esta enfermedad. Una alternativa a 

las biopsias es el uso del inmunofenotipado en sangre periférica, ya que esta técnica 

podría reflejar los eventos inflamatorios que ocurren en el hígado y permitir la 

identificación de un patrón único de células inmune periférica. Esta técnica proporciona 
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información sobre el mecanismo de la enfermedad y puede ayudar a encontrar un patrón 

único de poblaciones linfocitarias que pueda utilizarse en el diagnóstico de DILI 

 

Búsqueda de un perfil de citocinas en DILI 
Se ha sugerido que la identificación de patrones específicos de citocinas y quimiocinas, 

podrían ser utilizados como biomarcadores en patologías hepáticas como el DILI 142. En 

el hígado, las células inmunitarias residentes normalmente producen una pequeña 

cantidad de citocinas y quimiocinas, pero durante un daño o infección aumentan 

significativamente su expresión. Se liberan constantemente al torrente sanguíneo 

citocinas producidas tanto por las células presentes en la sangre como por células de los 

diferentes tejidos. Por tanto, su identificación en la sangre podría proporcionar 

información sobre el estado del sistema inmunitario en un órgano determinado. El perfil 

de citocinas permitió diferenciar los casos de HCC, de hepatitis vírica (infección por el 

virus VHB o el virus de la hepatitis C (VHC)), así como los casos con ambas patologías 
143. También se ha destacado el potencial pronóstico de las citocinas en algunas 

enfermedades. Recientemente, en un estudio que evaluó el efecto del NAFLD en 94 

pacientes infectados por COVID-19 grave, se observó que los pacientes con NAFLD 

concomitante que progresaron a COVID-19 grave tenían un perfil de citocina distinto. En 

estos pacientes se observó niveles más altos de IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-β. Además, se 

descubrió que la IL-8 y la IL-10 tenían un potencial pronóstico con respecto al tiempo de 

recuperación 144.  Además, los casos de DILI con mejor resultado han sido asociados a 

niveles más altos de IL-22, lo que sugiere que la IL-22 puede desempeñar un aparente 

papel hepatoprotector 145. 

Por ello, la caracterización de los perfiles inmunitarios proporciona información 

novedosa que podría ayudar a comprender el papel mecánico que desempeñan las 

citocinas y quimiocinas en la patogénesis de la DILI.  

 

Búsqueda de un patrón de microbiota en DILI 
La implicación de la microbiota intestinal en el desarrollo de diferentes patologías en el 

ser humano es cada vez más evidente. Por ello, tanto la búsqueda de un perfil de 

composición específico que sirva como diagnóstico, como la manipulación terapéutica de 

la microbiota, son campos de investigación que están generando gran interés. Además, se 

han producido grandes avances en las técnicas de secuenciación y en la biología 
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computacional de los últimos años que permiten avanzar en el estudio de la microbiota. 

Actualmente existen diferentes métodos para analizar la microbiota, y las técnicas de 

secuenciación del ARN ribosómico 16S son las más comúnmente utilizadas 146. La 

secuenciación permite la detección de taxones específicos de forma directa y aporta 

información de la abundancia relativa de los mismos.  

La microbiota se puede evaluar en términos de su diversidad, que podría definirse como 

el número de especies diferentes que presenta un determinado ecosistema. Se clasifica en 

varios tipos que son alfa, que se refiere a la diversidad individual, y beta, que se refiere a 

la diversidad entre dos comunidades diferentes. Existen varios índices que son utilizados 

para evaluar la diversidad, como la riqueza, que es un índice de la alfa diversidad que 

indica el número total de especies presente en una determinada muestra. Normalmente 

una alta diversidad se asocia con un estado de salud mejor 147. Sin embargo, es difícil 

definir una composición de la microbiota saludable ya que está directamente 

condicionada por factores como la dieta o el consumo de fármacos, y es muy cambiante 

en el tiempo. No obstante, cambios en la microbiota o disbiosis producen una serie de 

consecuencias en el ser humano que se asocia directamente con el desarrollo de diferentes 

patologías 148. 

El análisis de la microbiota, especialmente a través de la identificación de perfiles 

característicos, ha sido utilizado como una herramienta valiosa para el estudio de 

diferentes patologías hepáticas. Esto ha permitido obtener una mayor comprensión de la 

relación entre la microbiota y la salud hepática, y podría llegar a ser útil en el diagnóstico 

y el tratamiento de estas enfermedades. Por ejemplo, un estudio que evaluó la microbiota 

intestinal en pacientes de HCC con cirrosis y NAFLD, mostró que el descenso de 

bacterias como Akkermansia y Bifidobacterium podría estar correlacionado con la 

inflamación sistémica y condicionar el desarrollo de la hepatocarcinogénesis 149. En otro 

estudio, se observó como en los casos avanzados de NAFLD la presencia del género 

Bacteroides fue mayor 150. Por lo que la microbiota podría estar implicada o ser una 

consecuencia en el proceso de fibrosis observados en los estados avanzados de esta 

patología.  

Por ello, el análisis de la composición de la microbiota en el DILI podría permitir 

encontrar un patrón diferencial diagnóstico frente a otras patologías hepáticas, y ampliar 

el conocimiento sobre el posible papel de la microbiota en la patogénesis de la 

enfermedad. En la siguiente figura se esquematizan los siguientes puntos en los cuales se 

enfoca este estudio doctoral: 
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Figura 5. Nuevos horizontes en el diagnóstico y estudio del mecanismo de DILI. El 
inmunofenotipado se analiza mediante citometría de flujo. Los biomarcadores candidatos 
osteopontina (OPN), citoqueratina-18 (K18), α-glutatión-S-transferasa (α-GST) y microARN-
122 (miR-122) se analizan mediante ensayo ELISA y SIMOA. El perfil de la microbiota se 
analizará mediante la secuenciación del ARN 16S. EL perfil de citocinas se evalúa mediante 
ensayo Luminex Multiplex. DILI: Daño hepático inducido por fármacos. 
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En base a los antecedentes tratados se plantean la siguientes HIPÓTESIS:  

1. Los biomarcadores candidatos séricos miR-122, OPN, α-GST, K18 y ccK18, 

podrían tener potencial diagnóstico y pronóstico en el daño hepático inducido 

por fármacos (DILI). 

2. El sistema inmunitario adaptativo podría estar involucrado en el desarrollo de 

DILI y presentar un patrón característico de perdida de la tolerancia inmune que 

contribuiría a su gravedad y evolución.  

3. Los pacientes con DILI podrían presentar una composición de la microbiota 

intestinal diferente a la de los pacientes con daño hepático agudo no DILI y 

controles con el hígado sano, y en consecuencia tener un aumento potencial de la 

permeabilidad intestinal y de la translocación bacteriana, lo que podría aumentar 

su susceptibilidad al desarrollo de DILI.  

 

Con objeto de contrastar estas hipótesis, se proponen los siguientes OBJETIVOS 

fundamentales: 

Objetivos 

1. Validar y cualificar biomarcadores candidatos de daño hepático en muestras 

seriadas de DILI, daño hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano. 

1.1. Validar los biomarcadores OPN, α-GST, K18 y ccK18 mediante ELISA.  

1.2. Validar miR-122 mediante la plataforma SIMOA (Quanterix). 

 

2. Estudiar el papel del sistema inmune adaptativo en casos de DILI en comparación 

con casos de daño hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano. 

2.1. Realizar un análisis comparativo de los perfiles de poblaciones 

linfocitarias funcionales, mediante citometría de flujo, en muestras seriadas de 

sangre periférica desde la detección de DILI hasta la normalización del perfil 

hepático, entre pacientes con DILI, daño hepático agudo no DILI y sujetos control 
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con el hígado sano y perfiles hepáticos normales en el momento de la recogida de 

muestras. 

2.2. Comparar el nivel de los puntos de control inmunitarios (receptores 

linfocitarios y ligandos monocitarios, "immune-checkpoints") para analizar su 

contribución a la inmunotolerancia/pérdida en el DILI, su gravedad y evolución. 

2.3. Comparar los niveles de citocinas pro y antiinflamatorias, y quimiocinas, 

entre los tres grupos de estudio, utilizando el inmunoensayo múltiple Affymetrix 

procartaplex, con el objetivo de identificar un perfil diferencial en pacientes con 

DILI. 

 

3. Estudiar el papel de la microbiota intestinal en casos de DILI, en casos con daño 

hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano. 

3.1. Comparar los patrones de la microbiota (distribución bacteriana) entre 

las tres poblaciones de estudio mediante pirosecuenciación. 
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INTRODUCCIÓN 

Los resultados del estudio de colaboración a nivel internacional del Consorcio Safer and 

Faster Evidence-based Translation mostraron que la OPN, K18, ccK18, la α-GST y el 

miR-122, entre otros, son biomarcadores candidatos prometedores en la evaluación del 

DILI 120. 

La OPN parece desempeñar un papel importante en una serie de trastornos hepáticos 132. 

Aunque la función exacta de la OPN en las enfermedades hepáticas no se ha dilucidado 

por completo, se han detectado niveles elevados en la sangre periférica de pacientes con 

DILI, en particular en aquellos con un mal pronóstico 120. 

La citoqueratina-18, en particular la ccK18, es un posible biomarcador para la detección 

de fibrosis en niños con enfermedad del hígado graso no alcohólico y esteatohepatitis no 

alcohólica en poblaciones adultas 151–153. También se ha comunicado que los pacientes 

con lesión hepática relacionada con el alcohol presentan niveles séricos de citoqueratina-

18 más elevados que los controles sanos 154. En cuanto al DILI, existen pruebas de que 

los niveles séricos de citoqueratina-18 aumentan tanto en pacientes con DILI intrínseco 

(sobredosis de paracetamol) 155 como en pacientes con DILI idiosincrásico120. Además, 

se ha descrito que la magnitud de K18 y ccK18 en suero se correlaciona con la gravedad 

clínica en afecciones hepáticas como la descompensación aguda y ACLF 156. 

La α-GST es otro biomarcador que se ha asociado con elevaciones plasmáticas en 

pacientes que presentan daño hepático tanto agudo como crónico. La α-GST muestra una 

correlación positiva con la ALT y la AST 127, y debido a su vida media más corta, podría 

ser un biomarcador más sensible para detectar la mejoría o el empeoramiento del daño 

hepático 157. 

Los miRNAs pueden liberarse activamente de la célula en una fase temprana del daño 

celular, antes de que mediante un análisis bioquímico convencional pueda detectar la 

lesión. Esto se ha observado para miR-122 en el daño hepático inducido por APAP, donde 

se observó un gran aumento de sus niveles antes de la detección de síntomas de daño 

hepático o incluso de elevaciones de aminotransferasas 155.  

La aparición de nuevos biomarcadores diagnósticos y pronósticos específicos de DILI no 

sólo influirá en la atención de los pacientes en la clínica, sino que también podría 

beneficiar a la industria farmacéutica en el desarrollo de nuevos fármacos más seguros. 

Por lo tanto, el objetivo principal fue evaluar la utilidad de miR-122, K18, ccK18, α-GST 

y OPN como biomarcadores diagnósticos y pronósticos, comparando los niveles de los 
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mismos en DILI frente a pacientes con daño hepático agudo no DILI (ALI del inglés 

acute liver injury) y controles con el hígado sano (HLC del inglés healthy liver controls). 

En este estudio se evaluó la especificidad de los biomarcadores incluyendo el grupo ALI, 

con daño hepático agudo de otras etiologías, lo cual ha sido pasado por alto en muchos 

estudios anteriores que evaluaron biomarcadores potenciales para el DILI. El objetivo 

planteado en este apartado se corresponde con el objetivo 1 de esta tesis doctoral: 

“Validación y cualificación de biomarcadores candidatos de daño hepático en muestras 

seriadas de DILI, daño hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano”. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS  

Sujetos y protocolo de estudio 

Los casos de DILI fueron seleccionados de entre los presentados al Registro Español de 

DILI; una red de colaboración establecida en 1994 para identificar prospectivamente 

casos de DILI de forma estandarizada. Los criterios de DILI en el momento de la 

inclusión de los sujetos en el estudio fueron: ALT ≥ 5x LSN o ALT ≥ 3x LSN + BT ≥ 2x 

LSN o FA ≥ 2x LSN. Se realizaron pruebas serológicas y bioquímicas para descartar 

lesiones hepáticas por VH (virus de la hepatitis A (VHA), VHB, VHC, virus de la 

hepatitis E (VHE), citomegalovirus (CMV) y virus de Epstein-Barr (VEB)) y pruebas de 

imagen para descartar trastornos de las vías biliares, enfermedades vasculares y tumores. 

También se descartaron causas alternativas de lesión hepática, como la AIH y las 

enfermedades metabólicas. Se evaluó la causalidad de todos los casos presentados, 

inicialmente mediante una evaluación clínica por parte del médico responsable y 

mediante la adjudicación realizada por un panel de tres expertos y, posteriormente, 

aplicando la escala de causalidad RUCAM. El patrón de daño hepático se definió como 

hepatocelular, colestásico o mixto basándose en el valor R, valor cociente de ALT y FA, 

ambos expresados como múltiplo del LSN según Aithal et al. El grupo ALI utilizado en 

este estudio cumplía los mismos criterios bioquímicos de inclusión que los casos DILI 

pero, tras una evaluación completa, se les diagnosticó una enfermedad hepática aguda 

diferente a DILI. Los HLC presentaban un perfil hepático normal en el momento de la 

recogida de muestras y no habían sufrido ningún episodio de DILI previamente. Este 

grupo estaba formado por empleados de la Universidad de Málaga que se sometieron a 

su reconocimiento médico anual. El protocolo del estudio, que se ajusta a las directrices 

éticas de la Declaración de Helsinki, fue aprobado por el Comité Ético Local del Hospital 
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Universitario Virgen de la Victoria de Málaga, España. Todos los pacientes y controles 

firmaron un consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio. 

 

Recogida y preparación de muestras 

Se recogieron muestras seriadas de los pacientes con DILI y ALI los días 1 

(reconocimiento), 7 y ≥ 30 días hasta la normalización del perfil hepático, siempre y 

cuando fue posible. En el caso de HLC, sólo se recogió una muestra de sangre en una 

única visita. Tras la extracción, se realizaron alícuotas de plasma y suero y se almacenaron 

a -80 ºC hasta la realización de los análisis. 

 

Análisis de los biomarcadores candidatos 

La OPN, K18, ccK18 y α-GST se analizaron utilizando kits ELISA comerciales. La OPN 

se analizó en muestras de plasma de 29 DILI, 34 ALI y 31 HLC utilizando el kit Enzo 

ADI-900-142 Osteopontin (human) (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY). La 

citoqueratina-18 se analizó en muestras de suero de 32 DILI, 33 ALI y 43 HLC utilizando 

PEVIVA M65 EpiDeath ELISA (VLVbio, Nacka, Suecia) que mide el total de K18 

soluble liberado por las células muertas (necróticas y apoptóticas), mientras que el kit 

PEVIVA M30 Apoptosense ELISA (VLVbio, Nacka, Suecia) se utilizó para detectar 

ccK18 (sólo apoptosis). La alfa-GST se midió en muestras de plasma de 30 DILI, 31 ALI 

y 33 HLC utilizando el kit TE 1056 Human alpha GST ELISA (TECO medical group, 

Sissach, Suiza). Los niveles de miR-122 se analizaron en colaboración con la empresa 

DestiNA Genomics, que ha desarrollado un método de sonda única para detectar 

microARN del suero humano utilizando matrices de una única molécula, como se ha 

descrito previamente 158. Este análisis se realizó en un subconjunto de la cohorte total, 

que constaba de 13 sujetos con DILI, 20 con ALI y 25 con HLC. Los niveles de los 

biomarcadores candidatos se estandarizaron dividiendo las concentraciones de los 

pacientes por el valor medio correspondiente del grupo HLC. Los valores de los 

biomarcadores convencionales (ALT, AST, FA, BT, INR y creatinina) se obtuvieron a 

partir de análisis de sangre realizados, como parte de la evaluación clínica, el mismo día 

de las extracciones de las muestras. 
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Análisis estadístico 

El rendimiento diagnóstico potencial de los biomarcadores se determinó mediante el 

análisis de la curva (AUC del inglés area under the curve) característica del operador 

(ROC del inglés receiver operator characteristic) comparando el AUC entre los tres 

grupos, mientras que el rendimiento pronóstico potencial se analizó comparando las AUC 

entre los pacientes (DILI y ALI) que fallecieron o requirieron un trasplante de hígado 

frente a los pacientes que se recuperaron espontáneamente. Las asociaciones entre los 

biomarcadores candidatos y los parámetros bioquímicos convencionales se determinaron 

mediante un análisis de correlación de Spearman. Todas las pruebas estadísticas fueron 

hipótesis de 2 colas realizadas al nivel de significación de 0.05 y se llevaron a cabo 

utilizando GraphPad Prism (9.3.1) y RStudio (4.0.5). 

 

RESULTADOS 

Descripción de la cohorte del estudio 

En este estudio se analizaron muestras de sangre de 32 pacientes de DILI, 34 de ALI y 

43 de HLC. La edad media de los pacientes con DILI fue de 50 años y el 34% eran 

mujeres. La mayoría de los casos de DILI fueron causados por medicamentos 

convencionales, principalmente antibióticos. Sólo 7 pacientes desarrollaron DILI debido 

al uso de HDS, incluyendo esteroides anabólicos androgénicos, solos o en combinación 

con medicamentos convencionales. En el grupo ALI, la edad media fue de 49 años y el 

50% eran mujeres. Las etiologías del grupo ALI fueron principalmente la VH (59%) y la 

AIH (26%). El 44% de los casos presentaban fibrosis en diversos estadios. El grupo HLC 

tenía una edad media de 50 años, y el 56% eran mujeres. Las características clínicas y 

demográficas de la población total del estudio se muestran en la Tabla 2. 

 

Rendimiento de los biomarcadores 

Los resultados normalizados de los biomarcadores candidatos en la visita 1 se compararon 

mediante análisis de curvas ROC (Tabla 3). Todos los biomarcadores fueron capaces de 

distinguir entre DILI y HLC con un AUC >0.75. El miR-122 presentó el valor de AUC 

más alto (1.0) debido a una detección muy limitada en el grupo HLC, seguido de ccK18 

(0.97), K18 (0.96), OPN (0.77) y α-GST (0.75). Del mismo modo, todos los 

biomarcadores fueron capaces de distinguir entre ALI y HLC con un AUC >0.75. Sin 
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embargo, todos los biomarcadores candidatos presentaron una capacidad menor de 

distinguir entre DILI y ALI. Los mayores valores de AUC se detectaron para cck18 (0.79) 

y K18 (0.77), seguidos de ALT (0.76). La subdivisión de los casos de ALI en VH (n=20) 

y AIH (n=9) mejoró sustancialmente la capacidad de ccK18 (0.98) y K18 (0.97) para 

distinguir entre DILI y AIH, mientras que DILI frente a VH mostró valores de AUC de 

0.71 y 0,69, respectivamente. No se detectaron diferencias llamativas para los demás 

biomarcadores candidatos (Tabla 4).  
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Tabla 2. Comparación de datos demográficos y características clínicas entre pacientes con daño 
hepático inducido por fármacos (DILI), daño hepático agudo no DILI (ALI) y pacientes control 
con el hígado sano sin antecedentes de DILI (HLC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; DE: desviación estándar; FA: 
fosfatasa alcalina; IMC: índice de masa corporal; INR: tiempo de protombina normalizado; NA: no aplica; 
SD: sin datos. 
 
 
 
 
 
 

 DILI 
N=32 

ALI 
N=34 

HLC 
N=43 

Edad (años), media ±DE 50 ±16 49 ± 21 50 ±10 

Mujeres, % 34 50 56 

IMC (kg/m2), media ±DE 26 ±3.2 25 ±4.5 25 ±4.1 

Diabetes mellitus, % 13 18 4.7 

Hipertensión, % 25 26 2.3 
Características del 
episodio hepático, %    

Ictericia 59 85 NA 

Hospitalización 66 84 NA 

Tipo de daño, %    

Hepatocelular 52 79 NA 

Colestásico 19 8.8 NA 

Mixto 29 12 NA 

Parámetros de laboratorio 
en la visita 1 (media ±DE)    

BT, mg/dL 9.8 ± 13 12 ± 8.9 0.6 ± 0.3 

AST, UI/L 182± 165 784 ± 756 23 ± 4.6 

ALT, UI/L 379 ± 324 1093 ± 1119 22 ± 7.1 

FA, UI/L 287 ± 286 232 ± 139 54 ± 16 

INR 1.08 ±0.2 1.3 ±0.4 SD 

Gravedad, %    

Leve 38 2.9 NA 

Moderado 59 47 NA 

Grave 0 29 NA 

Fatal o trasplante 3.1 21 NA 
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Tabla 3. Rendimiento de los biomarcadores analizados. Se indican los valores de curva ROC 
obtenidos en muestras de la visita 1 de pacientes con daño hepático inducido por fármacos (DILI) 
y daño hepático agudo no DILI (ALI), además de controles con el hígado sano sin antecedentes 
de DILI (HLC). 

  

*En el punto de corte óptimo 
#ALT se utilizó para definir la lesión hepática (DILI y ALI) 
## Resultado de la detección limitada en HLC  
 
ALT: alanina aminotransferasa; α-GST: α-glutatión-S-transferasa; AUC: área bajo la curva ROC; ccK18: 
citoqueratina-18 escindida por caspasa; IC: intervalo de confianza; K18: citoqueratina-18 total; miR-122: 
microARN-122; OPN: osteopontina. 

E
specificidad*

Sensibilidad*
Índice de 
Y

ouden
95%

 IC
A

U
C

G
rupos (n)

B
iom

arcador

1
#

1
#

52.5
#

1.000 –
1.000

#
1.000

#
D

ILI (32) vs H
LC (40)

1
#

1
#

54
#

1.000 –
1.000

#
1.000

#
A

LI (34) vs H
LC (40)

A
L

T

0.625
0.824

280.5
0.643 –

0.877
0.760

D
ILI (32) vs A

LI (34)

0.793
0.774

1.2
0.645 –

0.897
0.771

D
ILI (29) vs H

LC (31)

0.606
0.806

1.3
0.641 –

0.874
0.758

A
LI (33) vs H

LC (31)
O
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0.759
0.394

1.2
0.360 –

0.654
0.507

D
ILI (29) vs A

LI (33)

1.000
0.814

1.2
0.939 –

1.000
0.970

D
ILI (32) vs H

LC (43)

0.939
0.977

2.4
0.980 –

1.000
0.992

A
LI (33) vs H

LC (43)
ccK

18

0.844
0.667

12.6
0.684 –

0.904
0.794

D
ILI (32) vs A

LI (33)

0.813
1

4.7
0.914 –

1.000
0.958

D
ILI (32) vs H

LC (43)

0.909
0.976

4.2
0.953 –

1.000
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A
LI (33) vs H

LC (43)
K
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0.545

32.7
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0.887
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D
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0.633
0.939

1.7
0.623 –

0.881
0.752

D
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0.871
0.818

1.2
0.812 –

0.974
0.893

A
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2.9
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D
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1.000
##
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##

0.5
##

1.000 –
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##
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##
D
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##

1.000
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1.000

##
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##
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LI (20) vs H
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m
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-122
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0.400

9.3
0.332 –
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Tabla 4. Rendimiento de los biomarcadores analizados. Se indican los valores de curva ROC 
obtenidos en muestras de la visita 1 de pacientes con daño hepático inducido por fármacos (DILI), 
hepatitis autoinmune (AIH) y hepatitis vírica (VH). 

Biomarcadores Grupos (n) AUC 95% IC 

ALT 
DILI (32) vs AIH (9) 0.875 0.766-0.984 

DILI (32) vs VH (20) 0.764 0.630-0.898 

OPN 
DILI (29) vs AIH (9) 0.540 0.327-0.753 

DILI (29) vs VH (20) 0.591 0.419-0.764 

ccK18 
DILI (32) vs AIH (8) 0.977 0.933-1.000 

DILI (32) vs VH (20) 0.705 0.556-0.855 

K18 
DILI (32) vs AIH (8) 0.969 0.906-1.000 

DILI (32) vs VH (20) 0.686 0.525-0.847 

α-GST 
DILI (30) vs AIH (8) 0.633 0.460-0.807 

DILI (30) vs VH (18) 0.640 0.481-0.800 

miR-122 
DILI (13) vs AIH (3) 0.641 0.123-1.000 

DILI (13) vs VH (18) 0.526 0.318-0.733 
 
ALT: alanina aminotransferasa; α-GST: α-glutatión-S-transferasa; AUC: área bajo la curva ROC; ccK18: 
citoqueratina-18 escindida por caspasa; IC: intervalo de confianza; K18: citoqueratina-18 total; miR-122: 
microARN-122; OPN: osteopontina. 
 
 

Progresión de los biomarcadores durante el episodio hepático 

La progresión de los biomarcadores a lo largo del tiempo, es decir, en las visitas 1, 2 y 3, 

se representa en la Figura 6. Los niveles de todos los biomarcadores candidatos 

disminuyeron notablemente después de la primera visita en paralelo con la disminución 

de los biomarcadores convencionales (ALT, AST, FA y BT), reflejando la normalización 

del perfil hepático acercándose a los niveles observados en el grupo HLC. La 

citoqueratina-18 (K18 y ccK18) presentó los mayores incrementos en comparación con 

HLC tanto en DILI como en ALI, que de hecho fueron mayores que los de ALT y la AST 

en los grupos correspondientes. Por el contrario, la OPN presentó un aumento moderado 

en comparación con los HLC, pero de igual forma tanto en DILI como en ALI. Todas las 

elevaciones de los biomarcadores candidatos en las tres visitas fueron mayores en los ALI 

que en los DILI. Sin embargo, se encontró la misma tendencia para el nivel de los 

biomarcadores convencionales. 
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Figura 6. Progresión de los biomarcadores a lo largo del tiempo. (A) Valores relativos de los 
biomarcadores candidatos osteopontina (OPN), citoqueratina-18 total (K18), citoqueratina-18 
escindida por caspasa (ccK18), α-glutatión-S-transferasa (α-GST) y microARN-122 (miR-122) 
en la visita 1 (día de detección), 2 (7 días después de la detección) y 3 (>30 días después de la 
detección) en 32 pacientes con daño hepático inducido por fármacos (DILI). (B) Valores relativos 
de (OPN, K18, ccK18, α-GST y miR-122 en las visitas 1, 2 y 3 en 34 pacientes con daño hepático 
agudo no DILI (ALI). (C) Valores relativos de los biomarcadores hepáticos tradicionales aspartato 
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA) y bilirrubina 
total (BT) en las visitas 1, 2 y 3 en 32 pacientes con DILI. (D) Valores relativos de los 
biomarcadores hepáticos tradicionales AST, ALT, FA y BT en las visitas 1, 2 y 3 en 34 pacientes 
con ALI. 
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Potencial pronóstico  

Para determinar el potencial pronóstico de los biomarcadores se compararon las AUC en 

la visita 1 entre los pacientes con DILI y ALI, que fallecieron o necesitaron un trasplante 

hepático (n=8, 1 paciente con DILI y 7 pacientes con ALI), y los que se recuperaron 

espontáneamente (n=58, 31 pacientes con DILI y 27 pacientes con ALI). El miR-122 no 

se incluyó en este estudio, ya que este biomarcador se analizó en una subpoblación más 

pequeña, la cual sólo incluía pacientes que se recuperaron espontáneamente. Además de 

K18, ccK18, OPN y α-GST, también se analizó el rendimiento de los biomarcadores 

convencionales de daño hepático como AST, ALT, BT e INR (Figura 7). El valor AUC 

más alto se observó para el INR (0.96), mientras que la ALT (0.49) y la α-GST (0.55) 

presentaron los potenciales pronósticos más bajos. Entre los biomarcadores candidatos, 

la OPN obtuvo el AUC más alto (0.86). Al comparar los AUC de la OPN e INR no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas, lo que sugiere que la OPN es un 

biomarcador pronóstico prometedor para evaluar la gravedad del daño hepático. 

 

Correlación entre los biomarcadores candidatos y los parámetros bioquímicos 

convencionales 

El análisis de correlación entre los biomarcadores candidatos y los biomarcadores 

bioquímicos convencionales (AST, ALT, FA, BT, creatinina e INR) se determinó 

mediante el coeficiente de correlación de rangos de Spearman (Figura 3). Los 

biomarcadores miR-122, K18 y ccK18 mostraron una fuerte correlación con AST 

(ρ=0.86-0.92, p<0.0001) y ALT (ρ=0.83-0.88, p<0.0001). Del mismo modo, α-GST se 

correlacionó significativamente con AST y ALT, aunque la fuerza de las correlaciones 

fue más débil (ρ=0.72-0.74, p<0.0001) que la observada para miR-122, K18 y ccK18. 

Ninguno de los biomarcadores candidatos se correlacionó fuertemente con la FA. La 

correlación más alta se observó para miR-122 (ρ=0.67, p<0.0001). También se detectaron 

correlaciones significativas entre miR-122, K18, ccK18 y α-GST. Se detectaron 

correlaciones muy fuertes entre K18 y ccK18 (ρ=0.94, p<0.0001), así como entre miR-

122 y K18 (ρ=0.88, p<0.0001) y ccK18 (ρ=0.86, p<0.0001). Las correlaciones entre α-

GST y miR-122, K18 y ccK18 fueron ligeramente más débiles, pero aún significativas 

(ρ=0.66-0.73, p<0.0001). La OPN se diferenció de los demás biomarcadores candidatos 
en que no mostró correlaciones muy fuertes con ninguno de los demás biomarcadores, ni 
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candidatos ni convencionales. La correlación más fuerte se observó con el INR (ρ=0.46, 

p<0.001). 

Figura 7. Evaluación del potencial pronóstico de los biomarcadores. Análisis de curva ROC para 
determinar el potencial de la osteopontina (OPN), citoqueratina-18 total (K18), citoqueratina-18 
escindida por caspasa (ccK18) y α-glutatión-S-transferasa (α-GST); biomarcadores hepáticos 
tradicionales aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa 
alcalina (FA) y bilirrubina total (BT) y tiempo de protombina normalizado (INR). Los valores de 
los biomarcadores en el momento de la detección de la lesión hepática se compararon entre 8 
pacientes con daño hepático inducido por fármacos (DILI) y daño hepático agudo no DILI (ALI) 
que fallecieron o precisaron un trasplante de hígado y 58 pacientes con DILI y ALI que se 
recuperaron espontáneamente, y se calcularon las áreas bajo la curva ROC (AUC) y 95% de 
intervalo de confianza (IC) para determinar el potencial pronóstico de cada biomarcador.   
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 Figura 8. Mapa de calor de correlación de Spearman. Se muestran los resultados de los 
biomarcadores candidatos osteopontina (OPN), citoqueratina-18 total (K18), citoqueratina-18 
escindida por caspasas (ccK18), α-glutatión-S-transferasa (α-GST) y microARN-122 (miR-122) 
y los biomarcadores convencionales, incluidos la aspartato aminotransferasa (AST), alanina 
aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA) y bilirrubina total (BT), creatinina y el tiempo 
de protombina normalizado (INR) en la visita 1. El color rojo indica correlación positiva y el azul 
correlación negativa. Las correlaciones no significativas se indican en color blanco. 
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DISCUSIÓN 

Este estudio evaluó el rendimiento de un panel de biomarcadores candidatos previamente 

identificados 120, para determinar su potencial diagnóstico y pronóstico en el DILI. Los 

biomarcadores utilizados convencionalmente para analizar el perfil hepático son capaces 

de identificar diferentes afecciones hepáticas, incluido el DILI, pero no son capaces de 

distinguirlo específicamente. Por lo tanto, es muy importante incluir otros grupos con 

lesiones hepáticas agudas no relacionadas con DILI a la hora de probar nuevos 

biomarcadores candidatos, pudiendo así determinar la detección de DILI de forma más 

específica. Este aspecto se ha abordado en este estudio, ya que se ha comparado el 

rendimiento de los biomarcadores tanto en DILI como en otras etiologías hepáticas y 

controles sin alteraciones del perfil hepático. Esto ha permitido determinar perfiles 

específicos de estos biomarcadores según la etiología. Esta comparación es un aspecto 

importante que hasta la fecha se ha pasado por alto en muchos estudios en los cuales se 

han evaluado biomarcadores. 

Los resultados confirman los hallazgos de Church et al ya que todos los biomarcadores 

candidatos analizados fueron capaces de distinguir entre DILI y HLC (AUC >0.75). Sin 

embargo, mientras en este estudio se encontró que la mayor AUC fue para miR-122, 

seguido de ccK18 y K18, en el estudio de Church et al se obtuvo el mayor valor de AUC 

para la ccK18, seguido de K18 y miR-122. Es posible que las diferencias en los resultados 

de los estudios se deban a variaciones en la cohorte, los agentes causales del DILI y la 

proporción de lesiones hepáticas de tipo hepatocelular, colestásico y mixto. Además, 

miR-122 se analizó en una subpoblación más pequeña en este estudio y para su análisis 

se utilizó una técnica diferente a la empleada por Church et al 120. 

En cuanto a la diferenciación entre DILI y otras lesiones hepáticas, los biomarcadores 

candidatos evaluados mostraron una limitada capacidad discriminatoria. Las dos formas 

de la citoqueratina-18, ccK18 y K18, presentaron los mayores valores de AUC, siendo 

similares al obtenido para la ALT. La similitud con la ALT en los análisis ROC puede 

explicarse por la fuerte correlación positiva que se observó entre ccK18, y K18, con ALT. 

La K18 y la ccK18 se liberan al torrente sanguíneo durante la necrosis y la apoptosis, 

respectivamente, y pueden acumularse con el tiempo resultando en niveles incrementados 

en el torrente sanguíneo, de forma similar a lo que ocurre con la ALT cuando se rompe la 

membrana celular 159. El hecho de que ccK18, K18 y ALT fueran capaces de distinguir 

entre DILI y ALI con un valor de AUC de alrededor de 0.75 debe interpretarse con 
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precaución, ya que esto puede deberse a que los pacientes con ALI tenían en general 

valores de ALT más altos al inicio del episodio. Sin embargo, esto no es inusual cuando 

se comparan los valores tempranos de ALT durante otros tipos de daño hepático agudo 

como VH y AIH con los de pacientes con DILI.  

El potencial diagnóstico de ccK18, que presentó el valor AUC más alto al comparar DILI 

y ALI, se ilustra en el siguiente ejemplo. Donaghy et al informaron de que el 15% de los 

881 pacientes con ictericia hepatocelular que acudieron a la clínica Jaundice Hotline tras 

ser remitidos por médicos de atención primaria eran casos de DILI 160 . Considerando una 

prevalencia de DILI del 15% en el entorno clínico de atención especializada junto con la 

especificidad y sensibilidad en el punto de corte óptimo para ccK18 basado en nuestro 

análisis, los valores predictivos positivo y negativo para DILI serían 0.430 y 0.935, 

respectivamente. Por lo tanto, en pacientes con ictericia y una prueba ccK18 positiva, la 

probabilidad previa a la prueba de un diagnóstico de DILI del 15% aumenta a una 

probabilidad posterior a la prueba del 43%. Curiosamente, se observó que la K18 y ccK18 

distinguían mejor la AIH de la DILI que la VH de DILI. Esto podría estar relacionado 

con el hecho de que la diferencia en el valor medio de ALT era mayor entre la AIH y 

DILI que entre la VH y DILI. Otra explicación podría ser una mayor proporción de 

fibrosis en los pacientes con AIH que en los pacientes con VH. Aunque se consideró que 

todos los pacientes con AIH tenían un debut de la enfermedad, algunos pudieron haber 

tenido AIH no diagnosticada durante un periodo de tiempo indeterminado, lo que podría 

haber llevado a la aparición de fibrosis. Por lo que la proporción de casos con fibrosis 

puede haber sido mayor en los pacientes con AIH en comparación con los pacientes con 

VH aguda. La citoqueratina-18 sérica (tanto K18 como ccK18) se ha descrito en la 

progresión de la fibrosis hepática en pacientes con NASH 161. En la cohorte actual, el 44% 

de los pacientes con AIH presentaban fibrosis de diferentes grados comprobada mediante 

biopsia.  

Los hallazgos de Church et al sugieren que la K18 y ccK18 podrían ser útiles para predecir 

el pronóstico de los pacientes con enfermedad hepática. Los niveles elevados de estas 

proteínas en una etapa temprana de la enfermedad pueden indicar un mayor riesgo de 

muerte o necesidad de trasplante de hígado en los pacientes 120. Los resultados en el 

estudio actual fueron menos prometedores, con valores de AUC más bajos respecto al 

estudio de Church et al. Sin embargo, es posible que esto se deba a que la cohorte del 

estudio actual incluyó un número notablemente menor de pacientes con un peor 
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pronóstico, lo que podría haber llevado a que el "verdadero" potencial pronóstico de K18 

y ccK18 no se reflejara con exactitud en el análisis.  

Cabe señalar que las proteínas K18 y ccK18 no son específicas del hígado y que, por lo 

tanto, sus niveles séricos aumentan con afecciones que afectan a otros órganos, así como 

con diversos adenocarcinomas 162. A pesar de ello, K18 y ccK18 podrían ser 

potencialmente útiles para la detección temprana de DILI, especialmente durante el 

desarrollo de fármacos, basándose en el hecho de que las elevaciones séricas de la 

citoqueratina-18, en particular la proteína total, aparecen antes que la ALT en la lesión 

hepática inducida por acetaminofeno y, en consecuencia, es más sensible 163. Estos 

biomarcadores candidatos también pueden proporcionar información sobre del 

mecanismo subyacente del DILI, ya que reflejan la muerte celular necrótica y apoptótica. 

Por lo tanto, estos biomarcadores candidatos, así como la OPN y los microARN, han sido 

aceptados en el Programa de Calificación de Biomarcadores de la Food and Drug 

Administration (FDA) de EEUU como parte del paquete de trabajo DILI del Consorcio 

Translational Safety Biomarker Pipline (TransBioLine) 164. 

La α -GST y miR-122 presentaron un potencial menor para distinguir entre pacientes con 

DILI y ALI. Tal vez esto no sea demasiado sorprendente si se tiene en cuenta que se ha 

descrito que ambos aumentan en diferentes enfermedades hepáticas 157,165. Sin embargo, 

es interesante señalar que también se ha descrito que ambos son más sensibles que ALT 

y AST y, por lo tanto, detectables en muestras de suero antes de las elevaciones de 

transaminasas. Además, proporcionan indicaciones más precisas de la progresión del 

daño hepático debido a que ambos tienen una vida media más corta 157,166. El diseño del 

presente estudio no permitió determinar si α-GST y miR-122 aparecen antes de las 

elevaciones de transaminasas en pacientes con DILI y ALI.  Sin embargo, esto podría ser 

una característica valiosa durante los ensayos clínicos en los que se realiza un estrecho 

seguimiento de los pacientes mientras están sometidos a nuevos tratamientos 

farmacológicos.  

La OPN difería de los demás biomarcadores candidatos en este estudio en que tenía el 

menor potencial para diferenciar entre pacientes con DILI y ALI. Además, se observó 

que estaba débilmente correlacionada con las transaminasas ALT y AST, mientras que 

estaba más fuertemente correlacionada con el INR. Esto está en consonancia con 

propuestas anteriores de que la OPN tiene un potencial pronóstico en DILI y otras 

afecciones hepáticas 120,167, lo cual también ha respaldado el análisis ROC realizado en 
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este estudio entre pacientes que se recuperaron espontáneamente y pacientes con 

desenlace fatal/trasplante hepático. 

Aunque se ha demostrado que la OPN se detecta durante muchas enfermedades hepáticas, 

su función no se conoce del todo. Se cree que cuando se produce un daño hepático, las 

KC, y los linfocitos T, liberan OPN y otras citocinas que van a atraer neutrófilos y 

macrófagos. Esto genera un entorno inflamatorio que puede causar necrosis tisular y 

desempeña un papel importante en el desarrollo de la fibrosis hepática 168. Otros estudios 

sugieren que el OPN podría desempeñar un importante papel regenerativo durante las 

respuestas inmunitarias. Esto se ve respaldado por un estudio sobre los niveles séricos de 

OPN en pacientes con FHF de diferentes etiologías, en el que se observó que los pacientes 

que sobrevivieron tenían de hecho niveles de OPN más elevados que aquellos que 

fallecieron o necesitaron un trasplante de hígado 135. En cambio, en un estudio de 43 

pacientes con FHF (de los que 28 fallecieron) y 45 pacientes con hepatitis aguda 

autolimitada, se observó que los niveles séricos de OPN eran significativamente más 

elevados en los que no sobrevivieron y que los pacientes con niveles de OPN más 

elevados en suero tenían un peor pronóstico. Los autores sugirieron que los niveles 

elevados de OPN en la FHF aguda reflejaban una regeneración más activa de las células 

madre hepáticas en comparación con la lesión hepática subaguda, y que la OPN puede 

estar asociada tanto a la activación celular inflamatoria como a la regeneración hepática 
169. El hecho de que se detectaran diferencias limitadas en la OPN entre DILI y ALI en el 

estudio actual puede sugerir similitudes en los mecanismos inmunitarios subyacentes en 

ambos grupos. Se necesitan más estudios para determinar el papel exacto de la OPN en 

la lesión hepática. 

Una limitación de este estudio es el número relativamente pequeño de casos incluidos en 

los análisis. Para alcanzar la mayor potencia estadística posible, se optó por utilizar todos 

los casos en los análisis originales, a expensas de no disponer de una cohorte de validación 

independiente. Esto dio como resultado una buena potencia estadística (>90%) para 

ccK18, K18 así como ALT al comparar DILI y ALI en el análisis del rendimiento de los 

biomarcadores, pero una potencia estadística limitada para los resultados de los 

biomarcadores restantes (<80%). Además, el análisis de los subgrupos de ALI en 

comparación con DILI sólo mostró una elevada potencia estadística (>90%) para ccK18, 

K18 así como ALT cuando se comparó con AIH. Todos los biomarcadores candidatos 

comparados entre HV y DILI mostraron una potencia estadística menor (<80%). Del 

mismo modo, el potencial pronóstico que se ha obtenido de los biomarcadores candidatos 
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se basa en pocos casos con resultado de muerte/trasplante hepático, por lo que los 

resultados deben considerarse preliminares. No obstante, la potencia estadística fue 

notable (>90%) para BT, OPN, ccK18, K18 e INR, mientras que fue <80% para AST, 

ALT y α-GST. Por lo tanto, es importante tener en cuenta estas limitaciones al interpretar 

los resultados del estudio y se requiere de futuras investigaciones con un mayor número 

de pacientes para confirmar estos hallazgos. 

Otra limitación de este estudio fue la heterogeneidad de la cohorte de ALI, que incluía 

diversas etiologías. Además, el grupo de ALI se asoció a una mayor gravedad que la 

detectada en los DILI (menor proporción de casos leves y moderados, y mayor proporción 

de casos graves y mortales/trasplante hepático). No obstante, estas diferencias también se 

han observado en un análisis reciente del registro ProEuroDILI. Este registro incluye 

actualmente más de 200 casos de DILI y 100 casos de ALI, con una tendencia similar de 

una mayor gravedad observada entre los casos de ALI 170.    

En resumen, este estudio evaluó el comportamiento de varios biomarcadores candidatos 

previamente identificados como nuevas herramientas potenciales en el diagnóstico y 

pronóstico del DILI. La inclusión de un grupo de daño hepático agudo no DILI ha 

permitido caracterizar mejor la especificidad de los biomarcadores candidatos. Los cinco 

biomarcadores evaluados (K18, ccK18, OPN, α-GST y miR-122) permitieron distinguir 

claramente a los pacientes con daño hepático de aquellos sin lesión. Sin embargo, tuvieron 

menos éxito a la hora de diferenciar entre DILI y ALI. La ccK18 fue el biomarcador con 

la mayor capacidad para distinguir entre DILI y ALI. Además, tanto ccK18 como K18 

mostraron una alta capacidad para distinguir entre DILI y AIH, resultados prometedores 

que requieren confirmación en futuros estudios. Este estudio también corrobora los 

hallazgos previos de que la OPN tiene el mayor potencial pronóstico de los 

biomarcadores. No obstante, todos los biomarcadores candidatos evaluados en este 

estudio requieren de una mayor validación en grandes estudios independientes para 

determinar su verdadero potencial. Nuevos biomarcadores que permitan una detección y 

un pronóstico más eficientes de DILI no sólo facilitarán el manejo clínico de los casos, 

sino que también podrían mejorar la forma en que se supervisa la seguridad hepática 

durante el desarrollo de nuevos fármacos. 
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Perfil linfocitario y expresión de los immune-checkpoints en el 

daño hepático inducido por fármacos: Un estudio del 

inmunofenotipado  
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INTRODUCCIÓN 

El sistema inmunológico es importante en el DILI 58, ya que los metabolitos del fármaco 

pueden actuar como haptenos y desencadenar la activación de linfocitos T. Aunque el 

hígado está diseñado para generar tolerancia inmunológica, la pérdida de esta tolerancia 

podría ser un factor clave en el desarrollo del DILI 57 . De hecho, se han relacionado otras 

enfermedades hepáticas que también tienen problemas de tolerancia inmunológica como 

la AIH, la cirrosis biliar primaria y la colangitis esclerosante primaria 171–173. 

Además de la presentación del antígeno a través de los complejos HLA, la generación de 

la activación de los linfocitos T depende igualmente de otras señales procedentes de los 

immune-checkpoints estimuladores e inhibidores que se unen a sus correspondientes 

ligandos (Figura 9). El CD28 es el receptor de membrana coestimulador más importante 

para la activación de los linfocitos T, que se une a los ligandos CD80 y CD86 presentes 

en las APC. Otro receptor coestimulador es ICOS (CD278) que, cuando se une a su 

ligando ICOS-L (CD275), proporciona señales estimulantes para la activación de los 

linfocitos T. A diferencia de CD28, ICOS es un receptor inducible y su efecto parece 

menos potente que el del CD28, aunque se cree que desempeña un papel complejo en la 

producción de anticuerpos con cambio de isotipo 174. 

Los receptores CTLA-4 (CD152) y PD-1 (CD279) ejercen efectos inhibidores sobre la 

activación de los linfocitos T. El CTLA-4 compite con el CD28 por los mismos ligandos 

(CD80 y CD86) y se une con mayor afinidad, limitando la actividad de los linfocitos T. 

En cambio, PD-1 limita la actividad de los linfocitos T en los tejidos periféricos cuando 

se une a su ligando PD-L1. Los receptores CTLA-4 y PD-1 tienen efectos inhibitorios 

sobre la activación de los linfocitos T, pero CTLA-4 limita la actividad de los linfocitos 

T en una fase más temprana de la activación, mientras que PD-1 lo hace más tarde y en 

los tejidos periféricos.175. 

Las variaciones en las poblaciones de leucocitos periféricos pueden indicar una respuesta 

inflamatoria o infección en el cuerpo, ya que diferentes tipos de leucocitos son 

movilizados a tejidos y órganos específicos para combatir la inflamación y facilitar la 

reparación tisular176. La tasa de reclutamiento de leucocitos y la naturaleza de las células 

reclutadas en respuesta a las señales inflamatorias pueden determinar la gravedad de una 

enfermedad 177. 

En este estudio, se propuso determinar la “huella inmunológica” de DILI mediante el 

análisis por citometría de flujo de la sangre periférica y compararla con la de otras formas 
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de daño hepático y con la de HLC. También se propuso determinar el nivel de leucocitos 

que presentan tanto receptores como ligandos de los immune-checkpoints, para 

corroborar que una respuesta inmunitaria adaptativa es fundamental en el desarrollo de 

DILI. Este estudio se corresponde con el objetivo 2 de este estudio doctoral: “Estudio del 

papel del sistema inmune adaptativo en casos de DILI en comparación con casos de daño 

hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano”. 

  
Figura 9. Presentación esquemática de los immune-checkpoints. Los antígenos unidos a las 
moléculas del antígeno leucocitario humano (HLA) en las células presentadoras de antígenos son 
reconocidos por los receptores de los linfocitos T. Los receptores de los immune-checkpoints 
CD28 e ICOS (CD278), cuando se unen a sus ligandos CD80/CD86 e ICOS-L (CD275), 
proporcionan una señal coestimuladora para la activación de las células T. Por el contrario, 
CTLA-4 (CD152) y PD-1 (CD279) se unen a los ligandos CD80/86 y PD-L1 para ejercer una 
señal inhibidora, que limita la activación de los linfocitos T. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Sujetos y protocolo de estudio 

Los casos de DILI agudo idiosincrásico se obtuvieron de los enviados al Registro Español 

de DILI; una red de colaboración establecida en 1994 para identificar prospectivamente 

los casos de DILI de forma estandarizada. Todos los pacientes con DILI cumplían al 

menos uno de los siguientes 3 criterios bioquímicos de DILI en el momento del 

reclutamiento del estudio: (i) ALT ≥ 5x LSN, (ii) ALT ≥ 3x LSN + BT ≥ 2x LSN, y (iii) 

FA ≥ 2x LSN 25. Se realizaron pruebas serológicas y bioquímicas para descartar lesiones 
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hepáticas por hepatitis víricas (VHA, VHB, VHC, VHE, CMV y VEB) y pruebas de 

imagen para descartar trastornos de la vía biliar. También se descartaron causas 

alternativas de lesión hepática, como AIH. Todos los casos presentados se evaluaron para 

determinar la causalidad inicialmente mediante una evaluación clínica y posteriormente 

aplicando la causalidad RUCAM. Los grupos de control de lesión hepática aguda VH, 

AIH y daño hepático agudo de etiología desconocida (UKE del inglés unknown etiology) 

utilizados en este estudio cumplían los mismos criterios bioquímicos de inclusión que los 

casos de DILI, mientras que los pacientes con NAFLD, con menores elevaciones del 

perfil hepático, se identificaron a partir de la detección de esteatosis en biopsias hepáticas 

y/o ecografías abdominales. El grupo VH estaba formado por pacientes infectados por 

VHA (46%), VHB (23%), VHC (7.7%), VHE (7.7%), CMV (7.7%) y VEB (7.7%). El 

grupo UKE estaba formado por casos de daño hepático agudo con sospecha inicial de 

DILI, pero que no pudieron ser diagnosticados con suficiente certeza en base a la 

información disponible. Los HLC presentaban un perfil hepático normal en el momento 

de la recogida de muestras y no habían sufrido previamente ningún episodio conocido de 

DILI. Este grupo estaba formado por empleados universitarios voluntarios que se 

sometieron a su examen médico anual en el Área de medicina del trabajo de la 

Universidad de Málaga en la Universidad de Málaga. El protocolo del estudio fue 

aprobado por el Comité Ético local del Hospital Universitario Virgen de la Victoria de 

Málaga, España, y todos los sujetos aportaron su consentimiento informado. 

 

Recogida y preparación de muestras 

Se recogieron prospectivamente muestras de sangre seriadas de pacientes con DILI, VH, 

AIH y UKE a los días 1, 7 y ≥ 30 de la detección del daño hepático. En el caso de los 

pacientes con NAFLD y HLC, las muestras de sangre se extrajeron en una única visita. 

Tras la extracción, las muestras de sangre se marcaron inmediatamente con diferentes 

combinaciones de anticuerpos monoclonales conjugados con fluoróforos específicos, y 

se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, 

las muestras se trataron con tampón de lisis (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) para 

eliminar los eritrocitos. Tras el lisado, las muestras se lavaron y se suspendieron en 

tampón fosfato salino (PBS del inglés phosphate buffered saline) antes del análisis 

mediante citometría de flujo. Debido a las dificultades para detectar las células que 

presentan receptores de membrana CTLA-4 extracelulares, la presencia de este immune-
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checkpoint se determinó de forma intracelular. Por lo tanto, las células se trataron con 

una solución permeabilizante (Becton Dickinson), según las instrucciones del fabricante, 

antes de la tinción con anticuerpos monoclonales, de forma similar a Matsubara et al 178. 

 

Citometría de flujo multiparamétrica 

La citometría de flujo se realizó utilizando un citómetro BD FACSVerse Universal 

Loader. Los datos obtenidos de las mediciones se recogieron y analizaron mediante el uso 

del software de análisis de citometría de flujo Kaluza (Beckman Coulter, Indianápolis, 

IN). Se realizaron “gatings” (o selecciones), basados en el tamaño y la complejidad 

celular,  para seleccionar e identificar poblaciones específicas de linfocitos y monocitos. 

Posteriormente, las diferentes poblaciones de leucocitos se detectaron en función de la 

expresión de diferentes receptores de membrana específicos, como se indica en la Tabla 

5. 
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Tabla 5. Combinación de marcadores utilizados para analizar diferentes poblaciones de 
linfocitos. También se indican los marcadores utilizados para analizar las células que expresan 
los diferentes immune-checkpoints (receptores y ligandos) tanto en los linfocitos como en los 
monocitos. 

 
a Intracelularmente tras la permeabilización. 
 

 

 

 

 

Poblaciones linfocitarias 
Linfocitos T 

colaboradores CD4+/CD45+ 

Naive CD4+/CD45RO-/CD45+ 
Memoria CD4+/CD45RO+/CD45+ 
Activados CD4+/HLA-DR+/CD45+ 

Linfocitos T citotóxicos CD8+/CD45+ 
Naive CD8+/CD45RO-/CD45+ 

Memoria CD8+/CD45RO+/CD45+ 
Activados CD8+/HLA-DR+/CD45+ 
Células B CD4-/CD20 + /CD45+ 

Linfocitos T reguladores CD4+/CD25bright/CD127dim/CD45+ 
Células NK CD3-/CD16+/CD56+/CD45+ 

Células NKT CD3+/CD16+/CD56+/CD45+ 
Th1 CD4+/CD183+ 
Th2 CD4+/CD194+/CD196- 
Th9 CD4+/CD194-/CD196+ 
Th17 CD4+/CD194+/CD196+ 
Th22 CD4+/CD194+/CD196+/CCR10+ 

CD28+ CD4+/CD28+ 
CTLA-4 (CD152)+* CD4+/CD152+ 

ICOS (CD278)+ CD4+/CD278+ 
PD-1 (CD279)+ CD4+/CD279+ 

Poblaciones monocitarias 

CD80+ CD11b/Mac-1+/CD80+ 
CD86+ CD11b/Mac-1+/CD86+ 

ICOS-L (CD275)+ CD11b/Mac-1+/CD275+ 
PD-1L (CD274) + CD11b/Mac-1+/CD274+ 
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Análisis estadístico 

Se compararon los tamaños de las diferentes poblaciones de leucocitos entre los grupos 

de pacientes y de control mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, seguidas 

de un análisis post hoc mediante un test de Mann-Whitney. Todas las pruebas estadísticas 

fueron de hipótesis de dos colas con un nivel de significancia de 0.05. Debido a la 

naturaleza exploratoria del estudio, los valores p presentados no están corregidos y se 

consideró un error tipo I (α) de 0.05 para rechazar la prueba de hipótesis 179. Los análisis 

estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.0.2 (GraphPad 

Software, San Diego, CA). 

 

 

RESULTADOS 

Descripción de la cohorte del estudio 

En este estudio, se analizaron muestras de sangre seriadas de 12 pacientes con DILI, 13 

con VH, 9 con AIH y 15 con UKE y una única muestra de sangre de 20 pacientes con 

NAFLD. Además, se incluyeron 54 HLC sin ninguna afección hepática como grupo de 

control. La Tabla 6 muestra las características demográficas y clínicas de las poblaciones 

del estudio. La edad media variaba entre los 44 años del grupo de HV y los 58 años del 

grupo de AIH. Las mujeres predominaban entre los pacientes con DILI, AIH y HLC, 

mientras que los hombres eran más frecuentes entre los pacientes con VH, NAFLD y 

UKE. De los pacientes con DILI, el 83% desarrolló DILI debido a medicamentos 

convencionales y el 17% se asoció al uso de HDS. Con respecto a las elevaciones del 

perfil hepático, se observaron elevaciones importantes de ALT en los grupos VH, AIH y 

UKE, algo menores en el grupo DILI, y relativamente bajas en el grupo NAFLD. Del 

mismo modo, se detectaron elevaciones sustanciales de la BT en los grupos de AIH y 

UKE, mientras que las de los pacientes con DILI y HV eran menores, pero a su vez fuero 

mayores que las observadas en los pacientes con NAFLD. De los pacientes con NAFLD, 

se consideró que el 33% tenía un estadio de fibrosis F0, el 13% un estadio F1, el 6.7% un 

estadio F2, el 20% un estadio F3 y el 27% un estadio F4. La mayor proporción de casos 

de muerte/trasplante hepático se produjo entre los casos de AIH, seguidos por los de UKE, 

DILI y HV (Tabla 6). 
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Tabla 6. Comparación de los datos demográficos y las características clínicas entre los pacientes 
con DILI, VH, AIH, UKE, NAFLD y HLC. 

 
ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; BT: bilirrubina total; DILI: daño 
hepático inducido por fármacos; FA: fosfatasa alcalina; HLC: controles con el hígado sano sin 
antecedentes de DILI; IMC: índice de masa corporal; N/A: aplica; NAFLD: enfermedad de hígado graso 
no alcohólico; UKE: daño hepático agudo de etiología desconocida; VH: hepatitis viral. 
 

 

 

 DILI 
N=12 

VH 
N=13 

AIH 
N=9 

UKE 
N=15 

NAFLD 
N=20 

HLC 
N=54 

Edad (años), media 
±DE 55 ±15 44 ±20 57±19 55±24 53 ±13 50 ±11 

Mujeres, % 58 31 67 40 40 59 
IMC (kg/m2), media 
±DE 23.8 ±5.6 24.5 ±4.0 26.9 ±5.2 24.9 ±2.8 30.4 ±3.8 24.6 ±4.3 

Diabetes mellitus, % 17 23 0 13 N/D 3.8 

Hipertensión, % 25 15 33 33 N/D 19 
Características del episodio hepático , % 
Ictericia 58 62 100 67 0 N/A 
Hospitalización 67 77 100 87 0 N/A 
Tipo de daño, %       
Hepatocelular 55 62 100 53 N/A N/A 
Colestásico 36 15 0 20 N/A N/A 
Mixto 9.1 23 0 27 N/A N/A 

Parámetros de laboratorio en la visita 1 (media ± DE) 

BT, mg/dL 6.3 ± 7.1 7.4 ± 5.7 17 ± 9.1 9.5 ± 9.6 0.7 ± 0.6 ± 0.3 

AST, UI/L 240 ± 217 671 ± 935 846 ± 534 638 ± 678 48 ± 24 ± 4.3 

ALT, UI/L 417 ± 375 1279 ± 
1615 906 ± 616 783 ± 734 79 22 ± 9.1 

FA, UI/L 257 ± 197 240 ± 127 233 ± 169 237 ± 134 88 59 ± 12 

Gravedad, % 
Leve 33 7.7 0 13 N/A N/A 
Moderado 58 85 67 60 N/A N/A 
Grave 0 0 11 6.7 N/A N/A 

Fatal o trasplante 8.3 7.7 22 20 N/A N/A 
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Variaciones en las poblaciones de leucocitos 

Se encontraron diferencias significativas en los recuentos de leucocitos (p=0.0047), 

neutrófilos (p=0.004) y monocitos (p<0.0001), pero no en los recuentos de linfocitos, 

entre los grupos (Tabla 7). Sin embargo, el grupo de DILI sólo se diferenció de los HLC 

(p=0.037) y de AIH (p=0.023) en el recuento de monocitos y de AIH (p=0.0404) en el 

recuento de leucocitos. La cohorte con resultados más llamativos fue la de la AIH, que 

tenía recuentos de leucocitos (p=0.0027), neutrófilos (p=0.0006) y monocitos (p<0.0001) 

significativamente mayores que los de los HLC. 

Se comparó la proporción de poblaciones específicas de linfocitos entre los diferentes 

grupos de daño hepático y los HLC mediante citometría de flujo, y se evaluó la presencia 

de receptores y ligandos específicos de los immune-checkpoints, tanto en los linfocitos 

como en los monocitos de los diferentes grupos (Figura 10). En la Tabla 7 se presentan 

los porcentajes medios de cada una de las poblaciones celulares en los diferentes grupos 

de estudio en el día 1. Se encontraron proporciones similares de linfocitos T 

colaboradores (CD4+) en el día 1 en los diferentes grupos de estudio. Sin embargo, se 

detectaron diferencias en la proporción de linfocitos T colaboradores activados 

(p=0.0003), presentando el DILI una proporción significativamente mayor que los HLC 

(14% frente al 6.3%, p<0.0001) y el NAFLD (14% frente al 8.2%, p=0.0150). Además, 

los grupos VH (14% frente al 6.3%, p=0.0031) y NAFLD (8.2% frente al 6.3%, p= 0.031) 

también presentaron una proporción de linfocitos T colaboradores activados 

significativamente mayor que los HLC. Sólo el grupo VH difería significativamente de 

los HLC (29% frente a 21%, p=0.001) en la proporción de linfocitos T citotóxicos totales 

(CD8+). Por el contrario, varios grupos presentaban un mayor nivel de linfocitos T 

citotóxicos activados en comparación con los HLC, entre los que se encontraba el DILI 

(31% frente al 15%, p=0.0003), VH (39% frente al 15%, p<0.0001) y AIH (32% frente 

al 15%, p=0.0105). Con respecto a las subpoblaciones de linfocitos T colaboradores, las 

distribuciones de células Th1 (p=0.0311) y Th9 (p=0.0026) mostraron diferencias 

significativas. Se detectó un mayor nivel de células Th1 en DILI (52% frente a 42%, 

p=0.0358) y NAFLD (53% frente a 42%, p=0.0062) en comparación con los HLC. El 

grupo NAFLD también demostró un mayor nivel de Th9 (25% frente a 18%, p=0.0267), 

mientras que los grupos UKE y VH presentaron niveles inferiores a los HLC (13% frente 

a 18%, p=0.0159 y 13% frente a 18%, p=0.0112, respectivamente). 

 



 75 

Tabla 7. Recuento absoluto y porcentaje de poblaciones de leucocitos en muestras de sangre 
periférica de pacientes con DILI, VH, AIH y UKE en el momento de la detección del daño 
hepático, en comparación con los pacientes con NAFLD y HLC, analizados por citometría de 
flujo. 

 DILI 
n=12 

VH 
n=13 

AIH 
n=9 

UKE 
n=15 

NAFLD 
n=20 

HLC 
n=54 p 

Recuento de células, media (x109/L) ±DE 

Leucocitos 6.5 ±3.0 7.0 ±2.9 9.2*§ 

±3.2 
8.9* 
±6.6 ND 5.9 

±1.8 0.0054 

Linfocitos 1.6 ±0.7 2.3 ±1.7 1.5 
±0.5 1.8 ±1.1 ND 1.8 

±0.7 0.4295 

Neutrofilos 4.2 ±2.2 3.7 ±2.2 6.5* 
±2.9 

6.1* 
±6.5 ND 3.4 

±1.4 0.004 

Monocitos 0.6* ±0.3 1.4* ±2.1 1.0*§ 
±0.3 

0.8* 
±0.4 ND 0.4 

±0.1 <0.0001 

Poblaciones linfocitarias 

Linfocitos T 
colaboradores (% 

CD45) 
43 ±11 42 ±13 44 ±6.0 43 ±11 43 ±8.6 46 ±7.2 0.8247 

Naive (% CD4) 25 ±13 40 ±13 31 ±12 33 ±16 27 ±12 35 ±13 0.0719 

Memoria (% CD4) 71 ±12 58 ±14 66 ±11 65 ±16 70 ±12 63 ±13 0.2851 

Activados (% CD4) 14* ±8.8 14* ±8.2 9.8 
±4.6 9.5 ±7.5 8.2*§ 

±3.7 
6.3 

±3.1 0.0003 

Linfocitos T citotóxicos 
(% CD45) 24 ±9.9 29* ±9.6 22 ±7.4 25 ±10 19 ±7.1 21 ±5.5 0.0277 

Naive (% CD8) 17 ±9.7 25 ±19 21 ±12 18 ±16 23 ±12 29 ±16 0.1015 

Memoria (% CD8) 49 ±12 57 ±19 53 ±15 49 ±9 48 ±14 46 ±16 0.6656 

Activados (% CD8) 31* ±14 39* ±24 32* 
±17 27 ±21 22 ±15 15 ±10 0.0002 

Linfocitos T reguladores 
(% CD4) 8.0 ±1.9 8.1 ±2.4 9.0 

±3.0 8.9 ±2.9 7.1 ±2.2 7.2 
±1.9 0.1275 

Th1 (% CD4) 52* ±13 44 ±11 44 ±7.9 41 ±13 53* ±14 42 ±11 0.0311  
Th2 (% CD4) 9.5 ±4.0 14 ±5.4 12 ±6.5 13 ±5.3 11 ±4.4 12 ±4.9 0.3997 

Th9 (% CD4) 20 ±7.5 13* ±6.1 19 ±7.1 13* ±5.1 25* ±11 18 ±5.5 0.0026 

Th17 (% CD4) 13 ±5.6 14 ±5.3 19 ±9.5 14 ±4.9 16 ±6.6 13 ±4.4 0.5051 

Th22 (% CD4) 3.2 ±1.6 3.3 ±2.2 4.4 
±2.8 4.3 ±2.4 4.0 ±1.4 4.4 

±1.8 0.4178 

Células B (% CD45) 11 ±6.8 7.7 ±3.6 11 ±7.0 6.5* 

±4.8 11 ±4.6 9.8 
±4.3 0.0197 

Células NK (% CD45) 14 ±11 8.8 ±6.6 9.6 
±3.9 12 ±6.2 12 ±5.4 12 ±5.9 0.2834 

Células NKT(% CD45) 0.5 ±0.5 1.4 ±1.5 0.6 
±0.3 0.6 ±1.0 0.5 ±0.8 0.6 

±0.8 0.1585 
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AIH: hepatitis autoinmune; DILI: daño hepático inducido por fármacos; HLC: controles con el hígado 
sano sin antecedentes de DILI; NAFLD: enfermedad de hígado graso no alcohólico; UKE: daño hepático 
agudo de etiología desconocida; VH: hepatitis viral. 
*Diferencias estadísticamente significativas con HLC (p<0.05). 
 §Diferencias estadísticamente significativas con DILI (p<0.05). 
 
 
 
 
También se encontraron variaciones en la proporción de linfocitos B, pero sólo los UKE 

mostraron diferencias significativas frente a los HLC (6.5% frente a 9.8%, p=0.0014). No 

se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio para 

ninguna de las demás poblaciones de linfocitos. Las niveles observados en las diferentes 

poblaciones leucocitarias que se ha mencionado se aproximaron a los niveles detectados 

en el grupo HLC, en las visitas posteriores a los días 7 y ≥ 30 como se ilustra en la Figura 

11. Únicamente los linfocitos Th1 en el DILI mostraron un descenso medio menos 

evidente en la última visita. No obstante, la diferencia de las células Th1 en la última 

visita, entre los DILI y los HLC, no fue estadísticamente significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CD28+ (% CD4) 91 ±9.3 91 ±8.0 92 ±5.4 93 ±11 96 ±5.9 96 ±4.8 0.2230 

ICOS+ (% CD4) 5.1 ±4.2 8.7* ±5.7 3.9* 
±1.1 2.7 ±1.8 1.8 ±0.7 2.3 

±0.9 <0.0001 

CTLA-4+ (% CD4) 28* ±8.0 30* ±15 38* 
±8.7 24* ±11 18§ ±4.6 18 ±6.2 <0.0001 

PD-1+ (% CD4) 13 ±8.5 23* ±11 15 ±7.2 12 ±7.7 10 ±5.9 9.3 
±5.2 0.0131 

Poblaciones monocitarias 

CD80+ (% CD11b) 7.9 ±3.3 10 ±6.3 12 ±8.6 13 ±8.5 10 ±5.8 9.2 
±4.4 0.6693 

CD86+ (% CD11b) 9.5 ±5.1 9.5 ±2.3 9.1 
±5.3 11 ±3.9 12 ±3.5 11 ±3.5 0.2561 

ICOS-L+ (% CD11b) 15 ±6.2 15 ±6.8 12 ±8.6 15 ±7.4 16 ±3.9 13 ±4.2 0.0797 

PD-L1+ (% CD11b) 5.3* ±1.8 9.1* ±4.4 10*§ 
±5.2 

8.1* 
±5.6 

5.0* 
±1.3 

3.9 
±1.8 <0.0001 
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Figura 10. Comparación de los resultados de la citometría de flujo de un caso representativo de 
daño hepático inducido por fármacos (DILI) y de un control con el hígado sano sin antecedentes 
de DILI (HLC).  Las poblaciones de linfocitos T colaboradores activados, linfocitos T citotóxicos 
activados, Th1, linfocitos T colaboradores que presentan CTLA-4 y monocitos que presentan PD-
1L, resultaron ser significativamente mayores en la cohorte de DILI. 
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Figura 11. Estudio longitudinal de las poblaciones leucocitarias que mostraron diferencias 
significativas. Se muestran los resultados para los grupos de daño hepático inducido por fármacos 
(DILI), hepatitis viral (VH), hepatitis autoinmune (AIH) y daño hepático agudo de etiología 
desconocida (UKE). La mediana se representa como la línea horizontal dentro del diagrama de 
caja y la media como el signo +. La parte superior y la inferior del diagrama representan los 
percentiles 75 y 25, respectivamente. 
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Variaciones en los immune-checkpoints 

También se determinó el nivel de receptores y ligandos de los immune-checkpoints en 

los linfocitos T colaboradores y en los monocitos activados, respectivamente, para 

demostrar una posible respuesta inmunitaria adaptativa (Tabla 7). En cuanto a los 

immune-checkpoints coestimuladores, para las células CD28+, no se detectaron 

diferencias entre ninguno de los grupos de pacientes y los HLC, lo que es coherente con 

la expresión constitutiva de este receptor. Sin embargo, se detectaron niveles 

significativamente mayores de linfocitos T ICOS+ en el grupo VH (8.7% frente a 2.3%, 

p<0.0001) y en AIH (3.9% frente a 2.3%, p=0.0001). El nivel de linfocitos T ICOS+ en 

el DILI fue superior al de los HLC (5.1% frente a 2.3%), pero no llegó a mostrar 

diferencias estadísticamente significativas. En lo que respecta a los immune-checkpoints 

coinhibidores, se encontraron diferencias significativas en el nivel intracelular de CTLA-

4 entre los grupos de estudio (p<0.0001). El nivel de CTLA-4 fue significativamente 

mayor en DILI que en HLC (28% frente a 18%, p=0.0192), y que en NAFLD (28% frente 

a 18%, p=0.0227). Del mismo modo, los grupos VH (30% frente al 18%, p=0.0068), AIH 

(38% frente al 18%, p<0.0001) y UKE (24% frente al 18%, p=0.0120) mostraron un 

mayor nivel de CTLA-4 en comparación con los HLC. No se detectaron diferencias 

significativas en el nivel del receptor PD-1 entre los DILI y los HLC. Sólo los VH 

presentaron un nivel de PD-1 significativamente mayor que los HLC (23% frente a 9.3%, 

p=0.0005). 

En cuanto a los immune-checkpoints evaluados que se detectan en los monocitos 

activados, sólo el nivel de PD-L1 difería entre los grupos (p<0.0001). Todos los 

subgrupos presentaron un mayor nivel de expresión de PD-L1 que los HLC (DILI: 5.3% 

frente a 3.9%, p=0.0452; HV: 9.1% frente a 3.9%, p<0.0001; AIH: 10% frente a 3.9%, 

p=0.0004; UKE: 8.1% frente a 3.9%, p<0.0001; y NAFLD: 5.0% frente a 3.9%, 

p=0.0104). Además, el aumento de la expresión en los casos de AIH fue ligeramente 

significativo en comparación con los DILI (10% frente al 5.3%, p= 0.0418). 
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DISCUSIÓN 

La citometría de flujo permite caracterizar las poblaciones de linfocitos 

(inmunofenotipado) en muestras celulares complejas, como la sangre periférica. Dado 

que la infiltración de linfocitos en el hígado se produce durante muchas enfermedades, el 

inmunofenotipado de la sangre periférica podría reflejar los cambios relacionados con la 

inmunidad asociados a una condición específica. En este estudio, se analizaron las 

poblaciones generales de linfocitos (principales subconjuntos celulares de linfocitos 

funcionales), y la expresión de marcadores celulares implicados en la regulación de la 

respuesta inmunitaria (immune-checkpoints), en el DILI en comparación con otras 

afecciones hepáticas no inducidas por fármacos y con controles sanos, para apoyar la 

implicación de una respuesta inmunitaria adaptativa en el desarrollo de la enfermedad. 

La proporción de linfocitos T colaboradores activados (CD4+/HLA-DR+) y de linfocitos 

T citotóxicos activados (CD8+/HLA-DR+) aumentó significativamente en una fase 

temprana del DILI, y aún más en los casos de VH en comparación con los HLC. A 

diferencia de otros marcadores de activación, el HLA-DR+ se considera un marcador de 

activación tardía 180. Esto sugiere el inicio de la activación de los linfocitos T en el DILI 

antes de la detección de la enfermedad, lo cual está en consonancia con una respuesta 

inmunitaria adaptativa. Las moléculas HLA-DR+ se expresan de forma constitutiva en 

los linfocitos B y en las APCs, pero también se ha demostrado que lo pueden expresar los 

linfocitos T activados 181. Además, también se ha observado la expresión de HLA-DR+ 

en diferentes subpoblaciones de linfocitos T reguladores (Treg) con actividad supresora, 

los cuales desempeñan una función importante en el mantenimiento de la autotolerancia 

y en la prevención de la autoinmunidad 182. En el presente estudio, aunque no se determinó 

la presencia de HLA-DR en los linfocitos Treg, es poco probable que el aumento 

significativo de células CD4+/HLA-DR+ hallado corresponda a los linfocitos Treg 

inmunosupresores, ya que el nivel de Treg no difirió del observado en el grupo HLC. 

Además, los niveles de células CD4+/HLA-DR+ fueron notablemente superiores a la 

proporción de Treg. Esto apunta a un papel activo tanto de los linfocitos T CD4+ como 

de los CD8+ en el desarrollo de DILI, y está en consonancia con hallazgos anteriores de 

ensayos basados modelos celulares 59,183. Sorprendentemente, se detectó un aumento de 

los linfocitos Th1, un linaje de linfocitos T CD4+ efectores, en los pacientes con DILI en 

comparación con los pacientes con VH. La razón detrás de esto no está clara, pero podría 
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incluir diferencias en la liberación de citocinas entre las dos condiciones y la posterior 

polarización de las células T. 

Se podría plantear la hipótesis de que la tendencia a un menor recuento de linfocitos y un 

menor nivel de activación de los linfocitos T en el DILI en comparación con la VH 

(aunque no alcance significación estadística), podría indicar que la respuesta de los 

linfocitos T en DILI es oligoclonal, mientras que las infecciones virales con diversos 

antígenos inmunógenos suelen dar lugar a una respuesta policlonal de los linfocitos T. Si 

el fármaco causante forma un neoantígeno mediante haptenización con un péptido 

endógeno único, es probable que se produzca una respuesta de células T 

monoclonal/oligoclonal. Sin embargo, actualmente no se dispone de información sobre 

los repertorios de receptores de células T Vbeta implicados en DILI. 

También se observó un aumento de la proporción de linfocitos T colaboradoras que 

expresan el receptor costimulador ICOS en DILI, aunque el aumento no fue 

estadísticamente significativo. ICOS se expresa débilmente en las células T naive y se 

regula rápidamente en los linfocitos T colaboradores y citotóxicos activados 174. Por lo 

tanto, el aumento del nivel de ICOS en DILI está en consonancia con la activación de las 

células T y con una respuesta inmunitaria adaptativa, similar a la que se produce en el 

grupo de VH. 

Se detectó un aumento del nivel de PD-L1 en los monocitos en todos los grupos de 

pacientes, incluido el DILI, mientras que el aumento de PD-1 en los linfocitos T fue más 

evidente en los pacientes con VH. El nivel de PD-1 aumenta durante la fase sintomática 

de la hepatitis vírica aguda y disminuye después de la recuperación 184. La regulación 

transitoria de PD-1 y PD-L1 también se produce durante otras formas de infecciones 

agudas y se cree que es una forma de regular la tolerancia periférica 185. Es probable que 

esto sea lo que está ocurriendo en el DILI. El aumento del nivel de PD-1 detectado 

también se asocia con el agotamiento de los linfocitos T (deterioro de la proliferación y 

la función efectora), pero esto ocurre generalmente durante la infección/inflamación 

persistente. Sin embargo, la disminución de los niveles de PD-1 a lo largo del tiempo 

observada en este estudio sugiere que esta regulación se relaciona con la tolerancia 

periférica en lugar del agotamiento de los linfocitos T. 

El CTLA-4 se cuantificó intracelularmente, ya que sufre una rápida internalización. De 

hecho, Qureshi et al demostraron que el 80% del CTLA-4 unido a la membrana se 

internalizaba en 5 minutos y que este proceso no cambia durante la activación de las 

células T, como se creía inicialmente 186. Sin embargo, se sabe que la expresión transitoria 
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de CTLA-4 en la superficie celular aumenta en los linfocitos T CD4+ durante la fase 

temprana de las respuestas de los linfocitos T. El aumento de CTLA-4 intracelular 

detectado en los DILI (así como en los grupos HV, AIH y UKE) podría indicar una 

acumulación de la expresión de CTLA-4 desde el inicio de la respuesta inmunitaria, 

asumiendo que la expresión del receptor es superior a la degradación intracelular 187. Por 

lo tanto, la disminución de los niveles intracelulares de CTLA-4 mientras el paciente se 

recupera del episodio de daño hepático podría reflejar la reducción de la presentación del 

antígeno y la subsiguiente activación de las células T, basándose en los hallazgos de los 

estudios in vitro de la estimulación del receptor de las células T 188. 

Este estudio ha proporcionado nueva información sobre el papel del sistema inmune en 

el DILI, pero no está exento de limitaciones. Es posible que el uso de muestras de sangre 

periférica no refleje plenamente las reacciones inmunitarias que tienen lugar en el hígado. 

El uso de tejido hepático sería sin duda más informativo, pero es menos factible de 

obtener, ya que raramente se realizan biopsias en pacientes con DILI que se recuperan sin 

mayores problemas. Además, las poblaciones utilizadas en este estudio son relativamente 

pequeñas y los resultados requieren una confirmación adicional en cohortes 

independientes. 

En conclusión, este es, hasta donde se sabe, el primer estudio longitudinal que presenta 

datos sobre diferentes poblaciones de leucocitos en pacientes con DILI agudo 

idiosincrásico y pacientes con afecciones hepáticas adicionales. Los datos indican un 

aumento de los linfocitos T CD4+ y CD8+ activados durante la fase aguda de DILI, que 

se aproximan a los valores normales a medida que se produce la normalización del perfil 

hepático. Estos datos apoyan la implicación de una respuesta inmune adaptativa en el 

DILI, en línea con las hipótesis previas. Una mejor comprensión del mecanismo 

subyacente del DILI permitirá el desarrollo de biomarcadores diagnósticos y pronósticos 

específicos, lo que facilitará la evaluación clínica y el manejo de esta enfermedad. 
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Análisis de los niveles séricos de citocinas y quimiocinas en el 

daño hepático inducido por fármacos y otras variedades de 

daño hepático agudo 
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INTRODUCCIÓN 

Las citocinas son proteínas de pequeño tamaño que se encargan principalmente de la 

comunicación intercelular. Para llevar a cabo su función se liberan de forma extracelular, 

se unen en receptores localizados en otras células y producen una respuesta. Tienen un 

papel fundamental en la regulación de la respuesta inmunitaria y pueden tener actividad 

tanto proinflamatorias como antiinflamatorias. Además, participan en otros procesos 

como por ejemplo la embriogénesis o en el desarrollo del cáncer. 

Las citocinas se denominan quimiocinas cuando desarrollan quimiotaxis celular, 

activando y atrayendo diferentes tipos celulares leucocitarios hacia zonas donde se les 

necesitan. Las células detectan un gradiente de concentración de estas quimiocinas y son 

atraídas hacia la zona donde la concentración es mayor. Los receptores celulares para 

estas quimiocinas están acoplados a proteínas G en la membrana celular de los leucocitos.  

El papel de las citocinas en el DILI se plantea por la importancia de estas moléculas en la 

regulación de las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Un estudio 

exploratorio realizado por Li et al analizó el perfil de citocinas en diferentes etiologías de 

que cursaron ALF, entre las cuales se encontraba DILI. Detectaron citocinas como IL-17 

e IL-21 en los pacientes de DILI, aunque no encontraron diferencias significativas en los 

niveles entre los diferentes grupos analizados 189. En otros estudios con DILI, han 

mostrado que existen aparentemente cambios en el perfil de citocinas periféricas, que 

podrían indicar su posible papel como biomarcadores del daño hepático 145,190. La 

investigación de los niveles de citocinas podría contribuir a caracterizar los mecanismos 

iniciales de daño hepático e identificar si existe un patrón o “huella de señalización 

inmunitaria” característico en DILI frente a otras patologías hepáticas. 

Por ello, el objetivo de este estudio fue analizar la utilidad como biomarcador los niveles 

de citocinas/quimiocinas pro y antiinflamatorias circulantes en pacientes DILI, frente 

tanto a otras patologías hepáticas como a HLC, y evaluar el papel que desempeñan en el 

mecanismo de DILI. Este estudio, junto con la realización del inmunofenotipado, ha 

servido para alcanzar la realización del objetivo 2 de este estudio doctoral: “Estudio del 

papel del sistema inmune adaptativo en casos de DILI en comparación con casos de daño 

hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano”. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Sujetos y protocolo de estudio 

Los casos de DILI agudo idiosincrásico se obtuvieron a partir de los remitidos al Registro 

Español de DILI, una red de colaboración establecida en 1994 para identificar 

prospectivamente los casos de DILI de forma estandarizada. Los criterios bioquímicos de 

DILI en el momento de la inclusión de los pacientes en el estudio fueron: ALT ≥5 x LSN 

o ALT ≥3x LSN + BT ≥2x LSN o FA ≥2x LSN 25. Se realizaron pruebas serológicas y 

bioquímicas para descartar lesiones hepáticas por hepatitis víricas (VHA, VHB, VHC, 

VHE, VMC y VEB) y pruebas de imagen para descartar trastornos de la vía biliar. 

También se descartaron causas alternativas de lesión hepática, como la AIH. Todos los 

casos presentados fueron evaluados para determinar la causalidad, inicialmente mediante 

una evaluación clínica y posteriormente aplicando la escala de causalidad RUCAM. Los 

grupos de control de la lesión hepática, VH y AIH utilizados en este estudio cumplía los 

mismos criterios bioquímicos de inclusión que los casos de DILI. La gravedad de la lesión 

hepática en los dos grupos de pacientes se evaluó utilizando el índice de gravedad 

definido por Aithal et al 25. Los HLC presentaban un perfil hepático normal en el 

momento de la recogida de muestras y no habían sufrido previamente ningún episodio 

conocido de DILI. Este grupo estaba formado por empleados universitarios voluntarios 

que se sometieron a su examen médico anual en el "Área de medicina del trabajo de la 

Universidad de Málaga", en la Universidad de Málaga. El protocolo del estudio fue 

aprobado por el Comité Ético local del Hospital Universitario Virgen de la Victoria de 

Málaga, España, y todos los sujetos dieron su consentimiento informado. 

 

Recogida de muestras  

Se recogió una muestra de sangre de los pacientes con DILI, VH y AIH en el momento 

de la detección del daño. De igual forma, se recogió una muestra de sangre en una única 

visita de los HLC. Tras la extracción de la muestra de sangre en tubos BD Vacutainer de 

suero con gel separador, se centrifugó a 2000 g durante 15 minutos a 4ºC, se prepararon 

alícuotas en criotubos y se almacenaron a -80 ºC, hasta la realización de los análisis. 
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Ensayo Luminex 

La evaluación de las citocinas se realizó mediante inmunoensayo multiplex con la 

tecnología de Luminex xMAP Procartaplex (ThermoFisher, Waltham, MA). Se diseñó 

un panel compuesto de 17 citocinas y quimiocinas diferentes: GM-CSF, INF-gamma, IL-

1 beta, IL-12p70, IL-13, IL-18, IL-4, TNF-alfa, IL-10, Eotaxina, GRO-alfa, IL-8, MCP-

1, MIP-1 alfa, MIP-1beta, RANTES y SDF-1alfa. Todos los valores obtenidos se 

normalizaron con respecto a los controles HLC. 

 

Análisis estadístico 

Para realizar los análisis únicamente se consideraron aquellas citocinas/quimiocinas que 

se detectaron en >60% de las muestras. Los niveles obtenidos de las diferentes citocinas 

y quimiocinas se compararon entre los grupos de pacientes y control mediante pruebas 

no paramétricas de Kruskal-Wallis, seguidas de un análisis post-hoc de comparaciones 

múltiples de Dunn. Todas las pruebas estadísticas fueron de hipótesis de dos colas con un 

nivel de significancia de 0.05. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software 

GraphPad Prism 9.0.2 (GraphPad Software, San Diego, CA). 

 

RESULTADOS 

Descripción de la cohorte del estudio 

En este estudio se analizaron muestras de sangre de 25 pacientes de DILI, 20 de VH, 8 

de AIH y 27 HLC. La edad media de los pacientes con DILI fue de 48 años y el 40% eran 

mujeres. La mayoría de los casos de DILI fueron causados por medicamentos 

convencionales (88%), principalmente antibióticos. Los grupos VH y AIH tenían una 

edad media de 46 y 54 años, y el 42 y 75%. eran mujeres, respectivamente. Además, los 

grupos VH y AIH mostraron mayores niveles de AST y ALT que los DILI. En los tres 

grupos DILI, VH y AIH el tipo de patrón de daño predominante fue el hepatocelular 

(61%, 71% y 100%, respectivamente). Las características clínicas y demográficas de la 

población total del estudio se muestran en la Tabla 10.  
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Cambios en los perfiles de citocinas y quimiocinas 

En este estudio, se analizaron los niveles de 17 citocinas y quimiocinas en pacientes DILI, 

VH, AIH y HLC. Solo 6 de las 17 citocinas/quimiocinas (MIP-1beta, RANTES, SDF-

1alfa, IL-18, Eotaxina y MCP-1) mostraron niveles detectables en >60% de las muestras. 

De estos MIP-1beta, RANTES, SDF-1alfa e IL-18, mostraron niveles significativamente 

diferentes entre los grupos de pacientes (Figura 17). Los niveles de MIP-1beta y RANTES 

fueron más altos en los DILI en comparación con los HLC (1.55 veces frente a 1, 

p=0.0011; 1.97 veces frente a 1, p=0.0001, respectivamente), y los niveles de MIP-1beta 

fueron también más altos en los pacientes VH y AIH en comparación con los controles 

(2.04 veces frente a 1; p<0.0001; 2.48 veces frente a 1; p<0.0001). Sin embargo, los 

niveles de MIP-1beta fueron más bajos en los pacientes con DILI en comparación con 

aquellos con VH o AIH, pero solo siendo significativo frente a AIH (1.55 veces frente a 

2.48 ; p=0.0476). No hubo diferencias significativas en los niveles de RANTES entre los 

pacientes con DILI, VH y AIH. Los niveles de SDF-1alfa fueron más altos en los 

pacientes con DILI, VH y AIH en comparación con los controles (1.35 veces frente a 1, 

p=0.0210; 1.97 veces frente a 1; p<0.0001; 1.76 veces frente a 1; p=0.0002, 

respectivamente), y también fueron más altos en los pacientes con VH en comparación 

con los pacientes con DILI (1.97 veces frente a 1.35; p=0.0048). Los niveles de IL-18 

fueron más altos en los pacientes con DILI, VH y AIH en comparación con los controles 

(148.1 veces frente a 1, p=0.0032; 121.1 vs 1; p<0.0001; 193.2 vs 1; p=0.0001, 

respectivamente). No se encontraron diferencias significativas en los niveles de Eotaxina 

y MCP-1 entre los grupos analizados.  
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Tabla 8. Comparación de datos demográficos y características clínicas entre pacientes con DILI, 
VH, AIH y HLC. 

 
AIH: hepatitis autoinmune; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; BT: 
bilirrubina total; DILI: daño hepático inducido por fármacos; FA: fosfatasa alcalina; HLC, controles con 
hígado sano; IMC: índice de masa corporal; N/A: aplica; VH: hepatitis viral. 

 DILI 
N=25 

VH 
N=20 

AIH 
N=8 

HLC 
N=27 

Edad (años), media ±DE 48 ±16 46 ±19 54 ±20 49 ±11 

Mujeres, % 40 42 75 52 
IMC (kg/m2),  media 
±DE 25.3 ±4.6 23.8 ±3.4 25.1 ±3.4 23.9 ±3.7 

Diabetes mellitus, % 16 17 0 4 

Hipertensión, % 20 18 38 0 

Características del episodio hepático, % 

Ictericia 57 53 75 N/A 

Hospitalización 68 73 100 N/A 

Tipo de daño, %     

Hepatocelular 61 71 100 N/A 

Colestásico 30 12 0 N/A 

Mixto 9 18 0 N/A 

Parámetros de laboratorio en la visita 1 ( media ±DE) 

BT, mg/dL 8.0 ±12 9.3 ±8.22 17 ±11 0.6 ±0.3 

AST, UI/L 192 ±186 889 ±1259 879 ±432 24 ±4.4 

ALT, UI/L 411 ±340 1320 ±1518 1071 ± 475 23 ±8.6 

FA, UI/L 214 ±186 210 ±101 152 ±31 52 ±13.7 

Gravedad, % 

Leve 44 5 12 N/A 

Moderado 48 65 25 N/A 

Grave 4 20 38 N/A 

Fatal o trasplante 4 10 25 N/A 
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Figura 12. Niveles de las citocinas/quimiocinas MIP-1beta, RANTES, SDF-1alfa, IL-18, MCP-
1 y Eotaxina detectadas en suero de pacientes con daño hepático inducido por fármacos (DILI), 
hepatitis viral (VH), hepatitis autoinmune (AIH) y controles con el hígado sano (HLC). Análisis 
estadístico: Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparación múltiple de Dunn, 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
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DISCUSIÓN 

La implicación del sistema inmune innato y adaptativo en el DILI es cada vez más 

evidente. Las citocinas son moléculas que participan en la regulación de la respuesta 

inmune y son de gran importancia en el desarrollo de diferentes patologías. En el DILI, 

el perfil de citocinas en sangre periférica podría reflejar el estado inmunitario del hígado 

durante la lesión, aportando información del mecanismo fisiopatológico. Además, la 

búsqueda de un perfil específico de citocinas en sangre se ha planteado como posible 

biomarcador diagnóstico y pronóstico de DILI.  

En este estudio se encontró que cuatro citocinas/quimiocinas (MIP-1beta, RANTES, 

SDF-1alfa e IL-18) mostraron niveles significativamente diferentes entre los grupos de 

pacientes. Los niveles de MIP-1beta fueron más altos en los pacientes con DILI en 

comparación con los HLC, pero más bajos en comparación con aquellos con VH o AIH. 

Estos resultados van en consonancia con los obtenidos en un estudio realizado por 

Bonkovsky et al en el cual se detectó un aumento de los niveles de MIP-1beta en los DILI 

frente a los controles, y también en un subgrupo de AIH y VH. MIP-1 beta, también 

conocida como CCL4, es una proteína inflamatoria que es liberada por células inmunes 

como macrófagos, células dendríticas y linfocitos. Tiene dos funciones principales que 

son atraer a células inmunes hacia zonas con infección microbiana y promover la 

inflamación. Además, puede activar células NK y promover la liberación de otras 

citocinas proinflamatorias 191.  

En este estudio se detectó un aumento en el nivel de RANTES en la sangre periférica en 

los casos de DILI en comparación con HLC, pero no en comparación con VH y AIH. 

Estos resultados difieren del estudio de Bonkovsky et al donde se observaron niveles más 

bajos de RANTES en todos los grupos con daño hepático en comparación con los 

controles sanos 192. Sin embargo, en otro estudio se mostró un aumento de los niveles 

séricos de RANTES tanto en pacientes DILI como en modelo de ratón de daño hepático 

agudo por APAP 193. Las diferencias observadas entre el estudio actual y el de Bonkovsky 

et al podría deberse a las diferencias observadas entre los grupos de estudio. Los grupos 

de DILI analizados en el estudio de Bonkovsky et al tenían un mayor grado de daño 

celular, reflejado en los niveles más elevados de transaminasas, respecto al grupo DILI 

utilizado en este estudio actual. Además, cabe destacar que los autores vieron que los 

casos de DILI que tenían peor desenlace tenían los niveles más bajos de RANTES 192. 

Sin embargo, en el estudio presente no se ha podido hacer dicha comprobación por el 
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limitado número de casos con un desenlace grave. La quimiocina RANTES, en el hígado, 

cumple la función de reclutar y activar linfocitos T y NK cuando se produce un daño 
194,195. Los niveles de SDF-1alfa también fueron más altos en los pacientes con DILI, VH 

y AIH en comparación con los HLC, y también fueron más altos en los pacientes con VH 

en comparación con los pacientes con DILI. Esta quimiocina no se analizó en el estudio 

de Bonkovsky et al y hay pocos estudios donde hayan evaluado su nivel en patologías 

hepáticas. En modelos de ratón de daño hepático agudo por tetracloruro de carbono 

cuando se inyectaba una dosis de este compuesto se producía un incremento de los niveles 

de SDF-1alfa, la cual parece que va a participar en la regeneración hepática uniéndose a 

receptores presentes en las LSECs del hígado, y las cuales van a coordinar dicha 

regeneración 196. Por lo que parece que SDF-1alfa podría desempeñar un papel 

regenerador en el DILI. Sin embargo, también se ha visto que está implicada en procesos 

de inflamación crónica y fibrosis, como se observa en la infección crónica de VHC y 

VHB 197. Por lo que SDF-1alfa podría estar implicada tanto en la regeneración del tejido 

como en el desarrollo de diferentes condiciones patológicas 198. Las elevaciones de estas 

tres quimiocinas en el DILI, al igual que en los otros grupos de daño, parecen indicar que 

desde el tejido hepático dañado se produce su liberación en la sangre, y reclutarán 

diferentes tipos celulares que serán decisivos en el desenlace de la enfermedad.  

Además, se observó un incremento de los niveles de la citocina IL-18 en los pacientes 

con DILI, VH y AIH en comparación con HLC. Su papel en el daño hepático por fármacos 

se ha evaluado en modelos por APAP. Parece que la IL-18 podría desempeñar un papel 

perjudicial en el desarrollo del daño promoviendo la inflamación, ya que su neutralización 

produjo una mejora del daño. Además, los autores destacan un posible mecanismo de IL-

18 incrementando la expresión de INF-gamma y FasL que son factores que empeoran el 

daño por APAP 199. 

A pesar de la gran sensibilidad de la técnica utilizada únicamente 6 citocinas/quimiocinas 

fueron detectadas en >60% de las muestras. Por lo que probablemente otras de las 

citocinas y quimiocinas analizadas en el panel pueden estar aumentadas en los casos de 

DILI pero no se ha podido detectar su presencia en este estudio. Esto es debido a que 

probablemente los niveles de estas citocinas y quimiocinas estén a muy bajas 

concentraciones en la sangre periférica dificultando en gran medida su detección. Cabe 

destacar también que las poblaciones utilizadas en este estudio son relativamente 
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pequeñas y los resultados requieren una confirmación adicional en cohortes 

independientes. 

En conclusión, los niveles incrementados detectados de citocinas y quimiocinas en sangre 

periférica de los casos DILI en la fase aguda del daño, podrían reflejar un reclutamiento 

de células inmune de la periferia que participan en la progresión del daño. Sin embargo, 

en este estudio no se logró identificar un patrón específico de DILI que permita su 

utilización como biomarcador en la distinción frente a otras patologías hepáticas. A pesar 

de ello, los resultados obtenidos permiten esclarecer aún más el mecanismo patológico 

detrás de la enfermedad en la fase aguda del daño.  
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INTRODUCCIÓN 

Las reacciones inmunitarias y el metabolismo de los fármacos son dos procesos que se 

consideran de fundamentales en el desarrollo del DILI 200,201. La composición de la 

microbiota intestinal puede afectar a ambos procesos y, por lo tanto, podría tener un 

impacto en la susceptibilidad al DILI. La microbiota comensal es esencial para mantener 

el sistema inmunitario activo y de que éste tenga la capacidad de distinguir entre 

microorganismos "beneficiosos" y "perjudiciales". Es decir, es fundamental para el 

mantenimiento de la tolerancia a los antígenos inocuos al mismo tiempo que induce 

respuestas protectoras frente a los patógenos 202. Además, varios estudios han demostrado 

que la microbiota puede modificar el metabolismo de los fármacos, ya sea actuando 

directamente sobre ellos o a través de la modulación de los mecanismos del huésped, 

como puede ser la alteración del nivel de expresión génica 94 . 

Se cree que las variaciones en la composición de la microbiota intestinal contribuyen al 

desarrollo de diversas enfermedades, incluyendo las relacionadas con el hígado 83. El 

desequilibrio en la composición de la microbiota intestinal, conocido como disbiosis, 

puede provocar permeabilidad intestinal y aumentar la translocación de productos 

microbianos al hígado a través de la vena porta, lo que puede conducir a un mayor estado 

inflamatorio del hígado y, en consecuencia, a una mayor susceptibilidad a DILI 

idiosincrásico 114. 

A pesar de las observaciones que apoyan el papel importante de la microbiota intestinal 

en muchas afecciones hepáticas, las pruebas experimentales sobre su papel en el DILI 

idiosincrásico son limitadas. En este estudio se propuso realizar un análisis exploratorio 

sobre la composición de la microbiota en pacientes con DILI en comparación con 

pacientes ALI y con HLC. Correspondiendo con el objetivo 3 de este estudio doctoral: 

“Estudio del papel de la microbiota intestinal en casos de DILI, en casos con daño 

hepático agudo no DILI y controles con el hígado sano”. 

 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 

Sujetos y protocolo de estudio 

Los casos de DILI agudo idiosincrásico se obtuvieron a partir de presentados al Registro 

Español de DILI, una red de colaboración establecida en 1994 para identificar 

prospectivamente los casos de DILI de forma estandarizada. Los criterios bioquímicos de 
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DILI en el momento de la inclusión de los pacientes en el estudio fueron: ALT≥5x LSN 

o ALT ≥3x LSN + BT ≥2x LSN o FA ≥2x LSN 25. Se realizaron pruebas serológicas y 

bioquímicas para descartar lesiones hepáticas por hepatitis víricas (VHA, VHB, VHC, 

VHE, VMC y VEB) y pruebas de imagen para descartar trastornos de la vía biliar. 

También se descartaron causas alternativas de lesión hepática, como la AIH. Todos los 

casos presentados fueron evaluados para determinar la causalidad, inicialmente mediante 

una evaluación clínica y posteriormente aplicando la escala de causalidad RUCAM. El 

grupo de control ALI utilizado en este estudio cumplía los mismos criterios bioquímicos 

de inclusión que los casos de DILI. Este grupo corresponde a pacientes con una 

enfermedad hepática aguda no relacionada con los fármacos, incluyendo un 50% de VH, 

un 23% de AIH y un 27% de otras formas de lesión hepática aguda. La gravedad de la 

lesión hepática en los dos grupos de pacientes se evaluó utilizando el índice de gravedad 

definido por Aithal et al. Los HLC presentaban un perfil hepático normal en el momento 

de la recogida de muestras y no habían sufrido previamente ningún episodio conocido de 

DILI. Este grupo estaba formado por empleados universitarios voluntarios que se 

sometieron a su examen médico anual en el "Área de medicina del trabajo de la 

Universidad de Málaga", en la Universidad de Málaga. El protocolo del estudio fue 

aprobado por el Comité Ético local del Hospital Universitario Virgen de la Victoria de 

Málaga, España, y todos los sujetos dieron su consentimiento informado. 

 

Recogida y preparación de muestras  

Las muestras fecales de DILI y ALI se obtuvieron al inicio del daño (en el plazo de una 

semana desde la detección del daño hepático). Además, se recogió una segunda muestra 

fecal en una fase posterior de la progresión de la enfermedad (>30 días desde la detección 

del daño hepático) de 10 pacientes con DILI y 9 con ALI. Las muestras fecales de HLC 

se recogieron en una única visita. Todos los participantes del estudio proporcionaron las 

muestras fecales en los tubos de muestra suministrados, que se mantuvieron a 4°C no más 

de 24 horas antes de ser enviadas a los investigadores del estudio en el hospital. 

Posteriormente, se almacenaron a -80°C hasta la extracción de ADN.  

 

Extracción de ADN 

El ADN bacteriano total se extrajo y aisló utilizando el kit QIAamp DNA Stool Mini 

(Qiagen, Hilden, Alemania) según las instrucciones del fabricante. Sin embargo, se 
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incluyeron algunas modificaciones en el proceso para mejorar la extracción de ADN de 

bacterias difíciles de lisar según Nistal et al  203 . Estas modificaciones incluyeron un paso 

inicial de homogeneización con perlas de granate de 0.7 mm y un aumento de la 

temperatura de lisis a 90ºC. La concentración final de ADN se cuantificó mediante 

NanoDrop. Las muestras de ADN se almacenaron a -20ºC hasta su secuenciación. 

 
 
Preparación de librerías y secuenciación 

La amplificación de la región hipervariable del ARNr 16S V3-V4 se llevó a cabo 

mediante el uso del oligonucleótido directo 16S V3 314F (5′-

TCGTCGCAGCGTCAGATGTGTAAGACAGCCTACGGNGGCWGCAG- 3′) y el 

oligonucleótido reverso V4 805R 

(5′GTCTCGTGGCTCGAGATGTGTAAGAGAGACGACTACHVGGTATCTAATCC3′) 

con secuencias de nucleótidos del adaptador de Illumina añadidas. Las condiciones de 

PCR utilizadas fueron: 3 min a 95 °C, seguidos de 25 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55 °C 

y 30 s a 72 °C, y una extensión final a 72 °C durante 5 min. Cada mezcla de reacción (25 

μl) contenía 5 ng de ADN genómico, 0.5 μl de cebador directo de PCR de amplicón (0.2 

µM), 0.5 μl de cebador inverso de PCR de amplicón (0.2 µM) y 12.5 μl de 2× KAPA Hifi 

HotStart Ready Mix (Roche, Basilea, Suiza). Seguidamente, se llevó a cabo la 

purificación de los productos de PCR mediante el uso de perlas AgencourtAMPure XP 

(Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del 

fabricante para eliminar el exceso de cebadores y dímeros de cebadores. Posteriormente, 

se realizó una segunda PCR de índice, utilizando 5 µl de cada amplicón como molde y se 

añadieron índices duales y adaptadores de secuenciación de Illumina a cada amplicón 

utilizando el kit Nextera XT Index v2 (Illumina Inc., San Diego, CA). Durante este paso, 

la amplificación se realizó en las siguientes condiciones: 3 min a 95 °C, seguido de 8 

ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55 °C y 30 s a 72 °C, y una extensión final a 72 °C durante 

5 min. Para continuar, las librerías metagenómicas 16S construidas se purificaron con 

perlas AMPure XP de Agencourt. La cuantificación de la librería, el control de calidad y 

la distribución del tamaño medio se determinaron con el Agilent Tapestation 4200. Las 

librerías se normalizaron y se agruparon a 40 nM basándose en los valores cuantificados. 

Las muestras agrupadas se desnaturalizaron y se diluyeron hasta una concentración final 

de 6pM con un control del 30% de PhiX (Illumina Inc., San Diego, CA). Finalmente, los 
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amplicones se sometieron a la secuenciación utilizando el kit de reactivos MiSeq V3 en 

el sistema MiSeq de Illumina. 

 
Análisis bioinformático  

Las muestras se analizaron utilizando la aplicación Illumina BaseSpace 16S 

Metagenomics v1.0.1.0 (https://basespace.illumina.com/home/index) para filtrar y 

ensamblar las secuencias brutas. Una vez filtradas, se agruparon en unidades taxonómicas 

operativas (OTU) utilizando el algoritmo UCLUST, con un umbral de similitud de 0.97. 

Con el fin de determinar la posición taxonómica bacteriana de cada OTU, las secuencias 

se alinearon con la base de datos de referencia 16S Greengenes (versión 13.8) utilizando 

parámetros predeterminados. Esta plataforma utiliza la versión curada por Illumina de la 

base de datos taxonómica GreenGenes y el clasificador RDP (Ribosomal Database 

Project) descrito por Wang et al 204. Además, se utilizó el software Quantitative Insights 

into Microbial Ecology (QIIME versión 1.9.0) para verificar los resultados205. Las 

secuencias limpiadas se normalizaron a 10000 lecturas por muestra antes de ser 

analizadas. 

 
Análisis estadístico 

Las comparaciones estadísticas de las variaciones en la composición de la microbiota 

entre los diferentes grupos de estudio se realizaron utilizando el software STAMP v2.1.3 
206 y el software GraphPad Prism 9.0.2. Las diferencias en la composición bacteriana a 

distintos niveles taxonómicos entre los diferentes grupos de estudio se compararon 

mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, seguidas de análisis post-hoc 

utilizando el método de Tukey-Kramer con una corrección mediante el método FDR de 

Storey para comparaciones múltiples. La diversidad alfa se midió mediante el índice de 

riqueza de Chao1, el índice de diversidad de Simpson inverso y el índice de uniformidad 

de Simpson utilizando Mothur v1.44 207. Los índices de riqueza, diversidad y uniformidad 

también se compararon entre los 3 grupos de estudio utilizando las pruebas de Kruskal-

Wallis, seguidas de un análisis post-hoc utilizando la prueba de comparaciones múltiples 

de Dunn. En cuanto a la β-diversidad, el análisis de componentes principales (PCA del 

inglés principal component analysis) se realizó utilizando la versión 4.0.5 de R (R Core 

Team 2021). Todas las pruebas estadísticas fueron de hipótesis de dos colas realizadas al 

nivel de significación de 0.05. 
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RESULTADOS 

Descripción de la cohorte del estudio 

En este estudio se analizaron muestras fecales de 13 pacientes con DILI, 22 pacientes con 

ALI y 58 HLC. La Tabla 8 presenta las características demográficas y clínicas de las 

poblaciones del estudio. La edad media varió entre los 49 años del grupo de HLC y los 

52 años del grupo de DILI y ALI. Las mujeres predominaban en el grupo de HLC, 

mientras que los hombres eran más frecuentes entre los pacientes con DILI y ALI. En 

cuanto a las elevaciones del perfil hepático, se observaron mayores elevaciones de ALT 

en el grupo de ALI que en el de DILI, pero con elevaciones de BT similares en los dos 

grupos. La mayoría de los pacientes con DILI y ALI sufrieron una lesión hepática leve o 

moderada con una recuperación completa, mientras que una pequeña proporción de 

pacientes de ambos grupos murió o requirió un trasplante de hígado como consecuencia 

directa del episodio hepático. De los pacientes con DILI, el 73% desarrolló la enfermedad 

debido al uso de medicamentos convencionales, mientras que el 27% se relacionó con el 

uso de HDS. Además, el 69% de los pacientes con DILI, el 50% de los pacientes con ALI 

y el 8.8% de los HLC habían recibido al menos un tratamiento con antibióticos en los 3 

meses anteriores a la recogida de muestras.  
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Tabla 9. Comparación de datos demográficos y características clínicas entre pacientes con daño 
hepático inducido por fármacos (DILI), daño hepático agudo no DILI (ALI) y controles con el 
hígado sano sin antecedentes de DILI(HLC). 

 
 
 

 
ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; BT: bilirrubina total; DE: desviación 
estándar; FA: fosfatasa alcalina; IMC: índice de masa corporal;  
 
 
 
 

 DILI 
N=13 

ALI 
N=22 

HLC 
N=58 

Edad (años), media ±DE 52 ±15 52 ±20 49 ±11 

Mujeres, % 38 45 59 

IMC (kg/m2), media ±DE 26.4 ±4.9 24.5 ±4.0 24.6 ±4.2 

Diabetes mellitus, % 15 14 3.6 

Hipertensión, % 23 23 18 

Características del episodio hepático, % 

Ictericia 62 68 N/A 

Hospitalización 85 82 N/A 

Tipo de daño, %    

Hepatocelular 69 73 N/A 

Colestásico 15 9.1 N/A 

Mixto 15 18 N/A 

Parámetros de laboratorio en la visita 1 (media ±DE) 

BT, mg/dL (media ±DE) 10 ±10 12 ±9.7 0.7 ±0.3 

AST, UI/L (media ±DE) 287 ±248 674 ±669 25.7 ±4.4 

ALT, UI/L (media ±DE) 503 ±354 1061 ±1191 21.8 ±6.4 

FA, UI/L (media ±DE) 181 ±87 235 ±135 53.4 ±10.7 

Gravedad, % 

Leve 38 14 N/A 

Moderado 54 50 N/A 

Grave 0 32 N/A 

Fatal o trasplante 7.7 4.5 N/A 
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Análisis de la microbiota fecal 

Se analizaron 112 muestras fecales mediante secuenciación del ADN bacteriano. De las 

23 muestras de DILI, 13 se recogieron en una fase temprana del episodio hepático y 10 

correspondieron a una segunda muestra recogida de los mismos pacientes en un momento 

posterior de la progresión de la enfermedad. Del mismo modo, 22 muestras 

correspondieron a pacientes con ALI en una fase temprana y 9 en una fase posterior. Se 

obtuvo una media de 164172 lecturas (rango: 44083 - 297766) por muestra. 

 
 

Diversidad α 

Los tres grupos diferían significativamente en la riqueza bacteriana fecal determinada 

mediante el índice de riqueza de Chao 1 (p=0.0048). Se observó una riqueza 

significativamente menor en el grupo DILI, en el momento del inicio del daño hepático, 

en comparación con el grupo HLC (122 frente a 154, p=0.0072). Del mismo modo, el 

grupo ALI presentó una riqueza menor que los HLC (128 frente a 154), aunque la 

diferencia no alcanzó significación estadística. La diversidad bacteriana (índice de 

diversidad de Simpson inverso) también presentó diferencias entre los tres grupos 

(p=0.0112). Se detectó una menor diversidad tanto en DILI como en ALI, pero sólo ALI 

mostró diferencias significativas en comparación con HLC (7.14 vs 9.61, p=0.0281). No 

se detectaron diferencias en la uniformidad (índice de uniformidad de Simpson) entre los 

tres grupos. En el caso de DILI, tanto la riqueza como la diversidad aumentaron en la 

segunda muestra, acercándose a los valores observados en HLC (Figura 12). 
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Figura 13. Comparación de la α-diversidad entre pacientes con daño hepático inducido por 
fármacos (DILI), daño hepático agudo no DILI (ALI) y controles con hígado sano sin 
antecedentes de DILI (HLC). A. Índice de riqueza de Chao 1 en DILI y ALI en la visita 1 y HLC. 
B. Índice de riqueza de Chao 1 en DILI visita 1 y 2. C. Índice de diversidad Simpson inverso en 
DILI y ALI en la visita 1 y HLC. D. Índice de diversidad de Simpson inverso en DILI visita 1 y 
2.  E. Índice de uniformidad de Simpson en DILI y ALI en la visita 1 y HLC. F. Índice de 
uniformidad de Simpson en DILI en las visitas 1 y 2. Análisis estadístico: Prueba de Kruskal-
Wallis seguida de la prueba de comparación múltiple de Dunn, *p<0.05, **p<0.01. 

 
 
Para examinar los posibles efectos del tratamiento reciente con antibióticos, se 

compararon el índice de riqueza de Chao 1 y el índice de diversidad de Simpson inverso 

entre las muestras de la primera visita de 9 pacientes con DILI, que habían tomado 

antibióticos, y 4 pacientes con DILI que no los habían tomado. No se detectaron 

diferencias significativas ni en la riqueza ni en la diversidad, probablemente debido al 

limitado número de muestras. No obstante, los pacientes de DILI que tuvieron un 

tratamiento antibiótico reciente presentaron un índice de riqueza de Chao 1 ligeramente 



 105 

inferior (122 frente a 125), así como un índice de diversidad de Simpson inverso más bajo 

(6.4 frente a 8.9).  

La riqueza bacteriana también se analizó mediante diagramas de Venn a nivel de familias 

y géneros (Figura 13). Se encontró, que la primera muestra fecal de los pacientes con 

DILI contenía 103 familias, en comparación con 136 en los ALI y 181 en los HLC. Se 

identificó un conjunto de 84 familias que constituían la microbiota compartida entre los 

tres grupos. Se detectaron familias únicas en cada uno de los grupos, 7 en los DILI, 14 en 

los ALI y 51 en HLC. Además, se observó una tendencia similar a nivel de género, con 

un número total de 248 géneros en DILI, 346 en ALI y 524 en HLC, de los cuales 192 se 

detectaron en todos los grupos.   

 

 
 

Figura 14. Diagrama de Venn que compara la microbiota fecal en pacientes con daño hepático 
inducido por fármacos (DILI), daño hepático agudo no DILI (ALI) y controles con el hígado sano 
sin antecedentes de DILI (HLC) a nivel de familia (A) y género (B). 

 
 

Diversidad β 

Un análisis de PCA de las principales 112 familias bacterianas (presentes en al menos el 

10% de las tres cohortes del estudio) mostró que la diversidad total captada por los dos 

componentes superiores era del 11% y del 5.6%. Los tres grupos se solapaban de manera 

significativa y no se apreciaba una clara diferencia entre las comunidades bacterianas de 

los grupos DILI, ALI y HLC en ninguno de los ejes PC1 ni PC2 (Figura 14). 
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Figura 15. Gráfico de un análisis de componentes principales (PCA) del grupo de daño hepático 
inducido por fármacos (DILI), daño hepático aguda no DILI (ALI) y controles con el hígado sano 
sin antecedentes de DILI (HLC). 

 
 

En la Figura 15 se muestra una representación gráfica de la abundancia relativa de las 

principales familias bacterianas en los tres grupos de estudio. Se detectó una menor 

abundancia de Ruminococcaceae y Eubacteriaceae en DILI en comparación con HLC. 

Por el contrario, el grupo de DILI presentó una mayor abundancia de Veillonellaceae, 

Acidaminococcaceae y Streptococcaceae que el grupo de HLC. En los 10 pacientes con 

DILI de los que se recogieron dos muestras fecales, la abundancia de Ruminococcaceae 

y Eubacteriaceae aumentó en la segunda muestra, mientras que la de Veillonellaceae 

disminuyó.  
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Figura 16. Abundancia relativa a nivel de familia. A. Composición de la microbiota que muestra 
las 12 familias más abundantes en muestras fecales de pacientes con daño hepático inducido por 
fármacos (DILI) y daño hepático agudo no DILI (ALI) en la visita 1 y controles con el hígado 
sano sin antecedentes de DILI (HLC). B. DILI en las visitas 1 y 2. C. ALI en las visitas 1 y 2. 

 

A nivel de género, Dialister, Gemmiger y Eubacterium fueron menos abundantes en DILI 

en comparación con HLC. En cambio, Bacteroides, Phascolarctobacterium, Veillonella 

y Roseburia se detectaron con mayor frecuencia en DILI que en HLC (Figura 16). En las 

segundas muestras fecales de los pacientes con DILI, Veillonella y Eubacterium 

disminuyeron y aumentaron, respectivamente, acercándose a los niveles detectados en 

HLC. 
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Figura 17. Abundancia relativa a nivel de género. A. Composición de la microbiota que muestra 
los 13 géneros más abundantes en las muestras fecales de pacientes con daño hepático inducido 
por fármacos (DILI) y daño hepático agudo no DILI (ALI) en la visita 1 y controles con el hígado 
sano sin antecedentes de DILI (HLC). B. DILI  en las visitas 1 y 2. C. ALI en las visitas 1 y 2. 

 
 
Al analizar la composición de la microbiota estadísticamente, se encontró que sólo dos 

de las principales familias detectadas en DILI diferían significativamente de las 

observadas en los HLC (Tabla 9). La familia Ruminococcaceae fue significativamente 

menos frecuente entre los pacientes con DILI (11% frente a 17%, p<0.02), mientras que 

Steptococcaceae fue significativamente más frecuente en DILI (2.85% frente a 0.51%, 

p<0.01). Además, se encontró que varias familias bacterianas menos abundantes (< 1% 
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de la frecuencia relativa) fueron significativamente diferentes en el grupo de DILI. 

Campylobacteraceae fue significativamente más abundante en DILI en comparación con 

HLC (0.015% frente a 0.001%, p<0.001) y ALI (0.015% frente a  0.002%, p<0.01). 

Además, las familias Christensenellaceae (0.022% frente a 0.122%, p<0.05) y 

Clostridiaceae_3 (0% frente a 0.012%, p<0.05) fueron significativamente más 

abundantes en el grupo DILI que en el HLC. 

A nivel de género, Veillonella (7.69% frente a 0.98%, p<0,001), Streptococcus (2.85% 

frente a 0.49%, p<0.01) y Campylobacter (0.016% frente a 0.001%, p<0.001) fueron 

significativamente más abundantes en DILI en comparación con HLC. Campylobacter 

fue significativamente también más frecuente en los pacientes DILI que en ALI (0.016% 

frente a 0.003%, p<0.01). Por el contrario, Christensenella (0.023% frente a 0.134%, 

p<0.05) y Coprococcus (0.19% frente a 0.82%, p<0.01) fueron significativamente menos 

abundantes en el grupo DILI que en el grupo HLC.  

 
 
 
Tabla 10. Abundancia relativa media de familias y géneros bacterianos en muestras fecales de 
pacientes con daño hepático inducido por fármacos (DILI), daño hepático agudo no DILI (ALI) 
y controles con el hígado sano sin antecedentes de DILI (HLC). 

 

 DILI ALI HLC p 

Familia (%)     

Acidaminococcaceae 7.322 4.050 4.725 0.390 

Bacteroidaceae 26.41 25.65 23.20 0.369 

Campylobacteraceae 0.015ab 0.002 0.001 0.024 

Christensenellaceae 0.022a 0.059 0.122 0.013 

Clostridiaceae_2 0.171 0.143 0.635 0.013 

Clostridiaceae_3 0a 0.008 0.012 0.021 

Clostridiales_Incertae_Sedis_XIV 0.030 0.05ª 0.378 0.004 

Enterobacteriaceae 1.031 2.116 1.113 0.459 

Enterococcaceae 0.115 0.026 0.001 0.013 

Eubacteriaceae 1.187 1.758 2.575 0.190 

Lachnospiraceae 12.04 10.73 12.97 0.252 

Porphyromonadaceae 6.896 7.673 7.660 0.390 

Prevotellaceae 6.540 7.729 6.179 0.390 
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Rikenellaceae 4.830 5.587 4.460 0.439 

Ruminococcaceae 11.01a 12.38 17.48 0.013 

Streptococcaceae 2.850a 2.630 0.508 0.004 

Veillonellaceae 9.560 8.790 6.383 0.390 

Verrucomicrobiaceae 3.430 4.690 3.920 0.252 

Género (%)     

Akkermansia 3.435 4.577 4 0.341 

Alistipes 4.795 5.690 4.58 0.408 

Alkaliphilus 0.151 0.142 0.658 0.039 

Bacteroides 26.86 25.88 23.62 0.351 

Barnesiella 2.38 2.36 2.36 0.378 

Campylobacter 0.016ab 0.003 0.001 0.040 

Christensenella 0.023a 0.056 0.134 0.027 

Clostridium_IV 1.021 1.181 2.306 0.027 

Coprococcus 0.190a 0.486 0.819 0.006 

Dialister 0.808 1.960 4.082 0.341 

Ethanoligenens 0.004 0.008 0.035 0.027 

Eubacterium 1.14 1.81 2.66 0.159 

Faecalibacterium 2.66 2.765 2.949 0.416 

Fusicatenibacter 0.458 0.358 1.062 0.039 

Gemmiger 1.626 1.128 3.452 0.039 

Parabacteroides 2.98 2.61 3.38 0.351 

Phascolarctobacterium 5.70 2.49 3.15 0.351 

Prevotella 5.545 6.791 5.02 0.359 

Roseburia 2.866 2.885 1.592 0.213 

Streptococcus 2.854a 2,692 0.490 0.006 

Turicibacter 0.002 0.003 0.080 0.014 

Veillonella 7.687a 5.327 0.980 0.027 
 
aDiferencias estadísticamente significativas comparado con HLC (p<0.05) 
bDiferencias estadísticamente significativas comparado con ALI (p<0.05) 
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DISCUSIÓN 

Existe una creciente evidencia de la relación entre la composición de la microbiota 

intestinal y diversas enfermedades hepáticas, incluyendo el DILI idiosincrásico 113. Sin 

embargo, aún existen pocos estudios para confirmar esta hipótesis. En este estudio se 

comparó la composición de la microbiota fecal de pacientes con DILI con ALI y HLC, 

con el objetivo de explorar su posible papel en esta enfermedad. Con respecto a la 

diversidad α, se observó una reducción significativa de la riqueza en el grupo DILI, con 

una tendencia similar para la diversidad, a pesar de que la uniformidad observada fue 

similar a la del grupo HLC. De hecho, el grupo DILI presentó más similitudes con el 

grupo ALI que con el grupo HLC. Los resultados observados en ALI coinciden con 

hallazgos anteriores sobre la disminución de la diversidad α en varias afecciones 

hepáticas, incluidas VH y AIH 208,209. Se ha observado una disminución en la diversidad 

de la microbiota intestinal como una característica común de la disbiosis relacionada con 

enfermedades, y cada vez hay más evidencia de su implicación en muchas afecciones 

hepáticas y autoinmunes 210. 

Las variaciones en la composición de la microbiota a nivel de familias y géneros 

específicos fueron menos evidentes en el grupo DILI. Esto podría deberse en cierta 

medida a la gran heterogeneidad en un grupo con un tamaño muestral relativamente 

pequeño. Además, en este estudio no se tuvieron en cuenta las diferencias que pueden 

estar asociadas a los hábitos alimentarios, lo cual se sabe que tienen un gran impacto en 

la composición de la microbiota. No obstante, se detectó una disminución significativa 

de Ruminococcaceae, que es una de las principales familias bacterianas implicadas en la 

producción de ácidos grasos de cadena corta (SCFA). Los SCFA están implicados en 

diferentes funciones que incluyen la regulación inmunitaria y la protección de los tejidos. 

Por lo tanto, cambios en las bacterias productoras de SCFA que conduzca a una alteración 

de su funcionalidad, podría favorecer la susceptibilidad a ciertas enfermedades. Respecto 

a esto, se ha observado una menor abundancia de esta familia en diversas patologías 

hepáticas incluyendo la enfermedad hepática alcohólica y el NAFLD, así como la 

progresión de la cirrosis 211–213. En este estudio también se detectó en DILI un aumento 

significativo en la abundancia de Streptococcaceae, así como de Veillonellaceae y 

Acidaminoccaceae. Estas familias bacterianas incluyen patógenos oportunistas y su 

enriquecimiento en la microbiota intestinal normal puede estar asociado a un mayor 

riesgo de enfermedades. Curiosamente, se ha observado un aumento en la abundancia de 
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Streptococcaceae, Veillonellaceae y Acidaminoccaceae asociado al consumo de IBP 214. 

El uso de esta clase de fármacos se ha asociado con un mayor riesgo de afecciones 

autoinmunes, pero aún no se comprende el mecanismo subyacente 215.  Aunque el estudio 

mencionado no se centró específicamente en el daño hepático, destaca el hecho de que el 

uso de ciertos fármacos que alteran la microbiota comensal se relaciona con un mayor 

riesgo de desarrollar distintas enfermedades. La microbiota y el sistema inmune 

mantienen una relación de homeostasis, en la que no mantener la integridad de la barrera 

intestinal puede aumentar las respuestas inmunitarias y generar un mayor estado 

inflamatorio.  

Además, varios estudios han demostrado que existe una relación bidireccional entre la 

microbiota y los fármacos. Por un lado, la microbiota puede modificar el metabolismo de 

los fármacos directa o indirectamente. Por otro lado, los fármacos pueden modificar la 

composición de la microbiota intestinal 216. Los antibióticos son probablemente la clase 

de fármacos que tiene el mayor impacto sobre la composición de la microbiota intestinal, 

aunque estos cambios suelen ser breves y revierten una vez que se suspende el 

tratamiento. En este estudio, una proporción considerable de los pacientes con DILI, y en 

menor medida con ALI, había recibido algún tipo de tratamiento antibiótico en los tres 

meses previos a la detección del daño hepático. Este hecho debe tenerse en cuenta en la 

interpretación de los resultados, ya que el tratamiento podría haber contribuido a algunos 

de los cambios en la composición de la microbiota que se han detectado. De hecho, 

algunos de los resultados obtenidos son similares a los observados en un estudio anterior 

donde se evaluó el efecto de la exposición a los antibióticos en la microbiota intestinal de 

adultos sanos. En ese estudio, Palleja et al encontraron que varias especies dentro de la 

familia Ruminococcaceae disminuyeron en cantidad, mientras que las especies de la 

familia Veillonellaceae aumentaron, las cuales pueden actuar como patógenos 

oportunistas 217. De manera similar a los hallazgos de este estudio, la mayoría de los 

cambios observados por Palleja et al volvieron con el tiempo a los valores de referencia 

que tenían previamente al tratamiento antibiótico. Por lo tanto, hay que considerar que 

algunos de los cambios en la composición de la microbiota de este estudio pueden no ser 

el resultado del DILI, sino más bien del tratamiento con antibióticos u otros tipos de 

medicamentos antes del episodio de DILI. No obstante, estos cambios podrían 

predisponer al paciente a una mayor susceptibilidad de sufrir la enfermedad. Se plantea 

si este podría explicar, en cierta medida, la alta frecuencia de casos identificados de DILI 

causados por antibióticos. 
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En conclusión, este fue un estudio exploratorio sobre la relación entre la composición de 

la microbiota intestinal y el DILI. Aunque el tamaño de las muestras fue pequeño se 

obtuvieron resultados prometedores que apuntan a un posible papel de la microbiota en 

el DILI. Sin embargo, los resultados hay que tomarlos con cautela y deben confirmarse 

en cohortes independientes. Se encontró una reducción general de la α-diversidad con una 

disminución prominente de la riqueza bacteriana en los pacientes con DILI, en 

comparación con ALI y HLC. Además, la disminución detectada en la abundancia de 

bacterias comensales, como Ruminococcaceae, junto con el aumento de la abundancia de 

patógenos oportunistas detectados en el grupo de DILI podría constituir un factor de 

riesgo para el desarrollo de DILI. Se espera que este estudio inspire nuevas 

investigaciones en este campo, ya que podría proporcionar nuevos conocimientos sobre 

el mecanismo de DILI idiosincrásico. 
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Este estudio doctoral se enfoca en dos líneas de investigación importantes en el DILI, que 

son la búsqueda de biomarcadores y el estudio del mecanismo de esta enfermedad. 

Respecto a la búsqueda de biomarcadores se evaluó el potencial diagnóstico y/o 

pronóstico en el DILI de los biomarcadores séricos candidatos miR-122, OPN, α-GST, 

K18 y ccK18.  Estos biomarcadores fueron seleccionados en base a resultados obtenidos 

en estudios previos que han destacado su potencial en detectar el DILI. Aunque estudios 

como el de Church et al han examinado varios biomarcadores potenciales en grandes 

grupos de pacientes con DILI, carecen de un grupo de control con otras causas de daño 

hepático 120. Sin embargo, este estudio doctoral supera esta limitación al incluir dicho 

grupo control, lo que representa una gran innovación y relevancia en el estudio de esta 

enfermedad. 

Todos los biomarcadores evaluados, al igual que en el estudio de Church et al, mostraron 

un buen rendimiento en la distinción de los grupos de DILI y ALI en comparación con 

los HLC, aunque resultaron menos eficientes para diferenciar DILI de ALI. La ccK18 y 

K18 fueron los biomarcadores que mejor permitieron diferenciar el DILI frente a ALI. 

Sin embargo, es posible que la heterogeneidad del grupo ALI tuviera un efecto en los 

resultados y que los biomarcadores tengan un rendimiento diferente según las diferentes 

patologías. De hecho, cuando se realizó una subdivisión del grupo ALI en AIH y VH, los 

resultados para la ccK18 mejoraron para la distinción entre DILI y AIH. Es posible que 

esta mejora en la capacidad de distinguir DILI de AIH se deba a que el grupo AIH 

presentó un nivel mayor de las transaminasas que DILI, enzimas las cuales 

correlacionaron fuertemente con la ccK18. Otra posible explicación es que los pacientes 

con AIH tienen una mayor cantidad de fibrosis en comparación con aquellos con VH, 

debido a que algunos pacientes con AIH pueden haber tenido la enfermedad no 

diagnosticada por un tiempo indeterminado, lo que puede llevar al desarrollo de fibrosis. 

Tanto K18 como ccK18 en la sangre se han evaluado como indicadores de la progresión 

de la fibrosis hepática en pacientes con NASH 161. Por otro lado, la OPN mostró potencial 

para distinguir a los pacientes con daño hepático que necesitaron trasplante hepático o 

tuvieron un desenlace fatal de aquellos que se recuperaron, similar a lo que se encontró 

para INR. Esto sugiere que la OPN podría ser un biomarcador útil para predecir el 

pronóstico en pacientes con daño hepático.  

Hasta la fecha otros estudios han realizado la evaluación de estos biomarcadores en otras 

patologías hepáticas no relacionadas con el consumo de fármacos. En muchos de estos 

estudios, mostraron elevaciones y potencial diagnóstico frente a los controles sanos. Sin 



 118 

embargo, era necesario la realización de un estudio comparativo como este estudio 

doctoral, que examina el comportamiento de los biomarcadores en el DILI frente a estas 

patologías para evaluar posibles diferencias y el verdadero potencial diagnóstico para el 

DILI. El hecho de que estos biomarcadores no tengan una buena capacidad de distinción 

de DILI frente a otras patologías hepáticas limita su utilidad diagnóstica en la clínica. Sin 

embargo, sí que podrían tener un gran potencial en ensayos clínicos debido a las 

características que presentan. Algunos de ellos como α-GST y miR-122 muestran una 

fuerte correlación con ALT, e incluso se propone que podrían tener una mayor 

sensibilidad que la ALT 157,166. Además, tanto la α-GST como el miR-122, son más 

específicos del hígado que la ALT, la cual sufre elevaciones en la sangre en diferentes 

condiciones que no son el daño hepático. El uso de este tipo de biomarcadores podría 

mejorar el tiempo de detección de hepatotoxicidad en los ensayos clínicos y ayudaría a 

identificar mejor el daño hepático. 

Otra gran novedad que presenta este estudio de tesis doctoral es la metodología utilizada 

para el análisis del miR-122 en muestras de pacientes. Los miRNAs se suelen cuantificar 

mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT q-PCR del inglés real time quantitative-

PCR), como fue realizado en el estudio de Church et al. Este método de PCR, a pesar de 

su simplicidad conceptual y práctica, carece de un consenso de cómo debe realizarse, lo 

que puede conducir a deficiencias técnicas que afectan el rendimiento del ensayo. 

Además, el uso de diferentes genes de referencia para la normalización puede dificultar 

la comparación de los resultados entre diferentes estudios. En este estudio doctoral el 

análisis del miR-122 se realizó en las instalaciones de DestiNA Genomics, una empresa 

colaboradora que ha desarrollado un método “single-molecule arrays” que utiliza la 

tecnología de Quanterix mediante la plataforma SIMOA. Con esta metodología se puede 

detectar una única molécula de miRNA en una determinada muestra, y no necesita la 

utilización de polimerasas para amplificar la secuencia 158. Su utilización supone un 

método novedoso y alternativo a la RT q-PCR en la identificación y detección de miRNAs 

como biomarcadores. Además, estos resultados, en colaboración con DestiNA Genomics, 

han permitido crear las bases para el desarrollo de un ensayo multiplex con el objetivo de 

establecer un panel de diferentes biomarcadores para DILI. Este nuevo panel presentará 

la gran novedad que, mediante la tecnología desarrollada por DestiNA Genomic, se 

podrán analizar varios biomarcadores de diferente naturaleza (miRNAs y proteínas) de 

forma simultánea en una misma muestra. La combinación de diferentes biomarcadores 
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podría tener un mayor potencial que el uso de biomarcador aislados en el diagnóstico de 

enfermedades como el DILI. 

La evaluación de los biomarcadores también aporta información sobre el mecanismo 

patológico del DILI. Alguno de ellos, como la K18, actúan como DAMPs, y por lo tanto 

pueden participar activando a las células del sistema inmune innato a través de los 

receptores PRR. Además, la K18 es sustrato de las caspasas durante la apoptosis del 

hepatocito generando la forma ccK18 la cual se libera de la célula. En cambio, cuando se 

produce la necrosis del hepatocito se libera la K18 en su forma completa al espacio 

extracelular. En las muestras de DILI se detectó un incremento de ambas formas de la 

citoqueratina 18 respecto a los controles sanos, lo cual parece indicar que en el DILI 

durante el daño hepático los hepatocitos pueden estar sufriendo tanto un proceso de 

muerte celular controlada (apoptosis) como descontrolada (necrosis). La elevación de α-

GST en sangre también indica un daño en el hepatocito, ya que se libera del citoplasma 

cuando se rompe la membrana celular. Además, se plantea que la α-GST podría tener un 

papel activo en controlar el proceso de proliferación celular y muerte celular a través de 

la vía JNK 218. La OPN es una proteína que participa en numerosas funciones, siendo 

importante en la regulación del sistema inmune. Puede actuar como quimiocina atrayendo 

diferentes tipos de células leucocitarias, como monocitos, a zonas inflamadas, 

desarrollando un ambiente proinflamatorio. La OPN también puede inducir la liberación 

de la proteína del cuadro 1 del grupo de alta movilidad (HMGB1 del inglés high-mobility 

group box-1) 219 que es un DAMP que se une a diferentes receptores, principalmente el 

TLR4, generando la activación de macrófagos, el reclutamiento de células periféricas 

como neutrófilos y la liberación de citocinas inflamatorias en la zona dañada del hígado 
220. Sin embargo, el rol de la OPN durante un daño hepático no está del todo claro, ya que 

también se ha visto que podría participar en la regeneración tisular en algunas patologías  
132. Los resultados de este estudio doctoral muestran un incremento de la OPN en todos 

los grupos de daño frente a los controles sanos. Si la OPN en estos casos refleja un mayor 

grado de daño, o si por el contrario la OPN es mayor en estos pacientes para combatir el 

mayor grado de daño, necesita de más comprobaciones. Para ello, se necesita la inclusión 

de casos de ALF que lleguen a recuperarse espontáneamente, un grupo control que no fue 

representado en este estudio doctoral. Sin embargo, lo que sí parece claro es que el mayor 

nivel de OPN durante el episodio de DILI, independientemente del grado de daño, indica 

una participación del sistema inmune dado un proceso inflamatorio hepático. En cuanto 

al miR-122, podría tener un papel activo modulando la respuesta inmune en patologías 
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hepáticas. En modelo celular de NAFLD se ha visto que cuando se inhibe el miR-122 se 

reduce tanto la acumulación lipídica como la inflamación en este modelo. Los autores 

han planteado que el miR-122 podría actuar sobre TLR4 y activar la vía NF-kb que 

conduce a la liberación de citocinas proinflamatorias promoviendo el daño 221. En base a 

estos hallazgos los mayores niveles de miR-122 liberados ante la muerte de los 

hepatocitos observados en el DILI, podrían indicar una mayor activación del sistema 

inmune, lo cual va en consonancia con la mayor activación observada del sistema inmune 

en el momento agudo del daño. 

La detección de estos biomarcadores en sangre de los pacientes DILI apoya la idea de que 

el sistema inmune participa en el desarrollo de la enfermedad. Aunque en el DILI la 

participación del sistema inmune innato se presupone, la implicación del sistema inmune 

adaptativo y la tolerancia inmune está más en entredicho. Los estudios que más sustentan 

el papel del sistema inmune adaptativo en DILI son los estudios genéticos que permitieron 

la identificación de variantes alélicas de HLA asociadas a un mayor riesgo de desarrollar 

DILI por el consumo de determinados fármacos 222. Se han propuesto varias hipótesis 

sobre cómo los fármacos podrían activar el sistema inmune adaptativo, siendo la teoría 

del hapteno una de las más aceptadas. 

Además, en cuanto a la búsqueda de biomarcadores, el conocer las diferentes poblaciones 

celulares leucocitarias que están presente en el hígado en el momento agudo del daño 

podría aportar información del mecanismo del daño y podría permitir la identificación de 

biomarcadores diagnósticos. Sin embargo, ya que en el DILI no se suelen realizar 

biopsias, hay pocos estudios que describan las poblaciones linfocitarias presentes en el 

hígado durante el momento agudo. Para evitar la falta de tejido hepático en la 

investigación del DILI, en este estudio doctoral se propuso la utilización de la técnica del 

inmunofenotipado mediante citometría de flujo en sangre periférica. Esta una técnica que 

permite la caracterización de múltiples poblaciones celulares a la vez en la sangre de los 

pacientes, y podría reflejar lo que está ocurriendo a nivel hepático en el DILI. Además, 

su aplicación en patologías inmunitarias, como la leucemia o el linfoma, ha permitido la 

identificación de perfiles celulares que pueden ser utilizados como diagnóstico. Es decir, 

el inmunofenotipado es una técnica útil tanto para obtener información sobre el 

mecanismo de una enfermedad, y el papel del sistema inmune en ella, como para describir 

un patrón específico de las células del sistema inmune que puede ser utilizado como 

biomarcador. En este estudio doctoral fue la primera vez que se realizó un análisis amplio 
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de diferentes poblaciones celulares del sistema inmune adaptativo, mediante la técnica 

del inmunnofenotipado en pacientes con DILI.  

Este estudio ha confirmado la implicación del sistema inmune adaptativo en el desarrollo 

del DILI, evidenciando un incremento de la activación de los linfocitos CD4+ y CD8+, 

lo cual es indicativo de una respuesta adaptativa en el momento agudo del daño. Sin 

embargo, el grupo VH mostró la misma tendencia que los casos de DILI, salvo que 

presentó mayores niveles de linfocitos CD8+ activados, posiblemente debido a que en el 

DILI la respuesta de las células T es oligoclonal. Esto significa que involucra un menor 

número de linfocitos y un bajo nivel de activación, mientras que las infecciones virales 

suelen tener una respuesta policlonal con un mayor número de linfocitos y un mayor nivel 

de activación. Esto podría deberse a que el fármaco causante crea un neoantígeno 

mediante la unión con un péptido endógeno, mientras que los virus suelen presentar varios 

antígenos. Sin embargo, actualmente no se tiene una comprensión completa de los 

mecanismos inmunológicos implicados en DILI. En un caso recientemente reportado de 

daño hepático por para-aminobenzoato de potasio, utilizado para tratar la enfermedad de 

Peyronie, se observó que el paciente mostraba niveles altos de linfocitos CD3+T 

activados (HLA-DR+). El marcador CD3+ es expresado por los linfocitos T CD4+ y 

CD8+, por lo que sus resultados coinciden con los encontrados en este estudio doctoral. 

Además, los autores realizaron la cinética de expresión del HLA-DR en los CD3+ y 

vieron que el nivel de activación de HLA-DR descendía conforme se producía la 

normalización del perfil hepático 223, al igual que en este estudio doctoral. Por otro lado, 

cabe destacar que las células Treg y algunas células CD8+ pueden expresar el complejo 

HLA-DR y tener actividad supresora en la respuesta inmune 224, 225. Por lo que, la 

activación de HLA-DR en células CD4+ y CD8+ puede estar relacionada tanto con una 

respuesta inmune agresiva como con la supresión de la respuesta inmune en pacientes con 

DILI. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en el porcentaje total de 

células Treg en los DILI en comparación con controles sanos, lo que sugiere que la 

activación puede estar ocurriendo en células CD4+ que promueven la respuesta inmune. 

Otro resultado llamativo fue el aumento significativo de la población Th que mostraron 

los DILI en el momento agudo del daño frente a controles sanos. Los linfocitos T 

colaboradores desde un precursor Th0 pueden diferenciarse, según la procedencia del 

antígeno que se le presente y de las citocinas del microambiente, tanto en Th1 o Th2. Los 

linfocitos T colaboradores Th1 impulsan una respuesta inmune adaptativa liderada por 

células, mientras que los linfocitos T auxiliares Th2 promueven una respuesta inmune 
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adaptativa basada en anticuerpos. Es común que las respuestas inmunes adaptativas sean 

una combinación equilibrada de ambas respuestas celulares e inmunes a anticuerpos. Sin 

embargo, en la hipótesis de DILI, debido a que la forma predominante en la que se 

presentan los neoantígenos producidos por los fármacos es a través del HLA-I, la 

respuesta inmune adaptativa más común suele ser de tipo celular 58. Los resultados 

obtenidos en esta tesis apoyan esta hipótesis ya que además de un incremento de los 

niveles de Th1 no se observaron cambios en el nivel de los linfocitos B que median la 

respuesta inmune humoral. Sería interesante comprobar en estudios siguientes si los Th1 

presentan el receptor HLA-DR+ e identificar si esa subpoblación es la mayoritariamente 

efectora de los CD4+ en los DILI.  

Para corroborar la posible pérdida de la tolerancia inmune en los DILI se planteó 

comparar el nivel de los "immune-checkpoints" (receptores linfocitarios y ligandos 

monocitarios) y analizar su contribución a la inmunotolerancia en el DILI, su gravedad y 

evolución. En el DILI la tolerancia inmune inherente al hígado se plantea como 

mecanismo de adaptación que normalmente ante un daño celular causado por el fármaco 

podría frenar el daño sin que se llegue a desarrollar la enfermedad. Sin embargo, la 

participación de otros factores, pueden conducir a que se altere esta tolerancia y se 

produzca un daño. La hipótesis de la pérdida de tolerancia en el DILI está respaldada por 

la detección de casos DILI debido al tratamiento con inmunoterapia contra el cáncer, en 

concreto con inhibidores de los immune-checkpoints, con los cuales se busca promover 

la respuesta inmune frente a las células cancerosas. Además, el tratamiento de ratones 

PD-1 -/- con amodiaquina combinado con anticuerpos anti-CTLA-4, que bloquean este 

immune-checkpoint, permitió generar un modelo murino de daño hepático similar al 

DILI. El tratamiento combinado mostró un mayor aumento de ALT en los ratones que 

cuando se les trató con el fármaco sólo 75. Por lo que el CTLA-4 parece llevar a cabo una 

función importante en el mantenimiento de la tolerancia inmune en el DILI.  

El aumento del nivel de PD-L1 en los monocitos periféricos parecen destacar el papel de 

esta población celular en el proceso de tolerancia a través de la unión de PD-L1 con PD-

1. La unión de PD-L1 con PD-1, expresado en los linfocitos, produce la inhibición de la 

activación de éstos. Sin embargo, cabe destacar que los monocitos no son la única 

población de leucocitos que expresan PD-L1, por lo que sería interesante comprobar la 

expresión de este marcador en otras poblaciones celulares que podrían estar participando 

en el mantenimiento de la tolerancia inmune. 
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Para reforzar los resultados obtenidos mediante la técnica del inmunofenotipado se 

propuso la realización los niveles de citocinas pro y antiinflamatorias junto a quimiocinas. 

Las citocinas y quimiocinas determinan la comunicación entre las diferentes células 

inmunes en el momento del daño y son claves en el trascurso de la enfermedad. Además, 

algunos autores han destacado el potencial de las citocinas como biomarcadores ya que 

se han identificado perfiles específicos en sangre asociados a ciertas patologías. El 

aumento de las quimiocinas MIP-1beta, RANTES y SDF-1alfa	en los DILI soporta los 

resultados obtenidos mediante el inmunofenotipado y la activación de los linfocitos T 

observada. Estas quimiocinas son moléculas que son liberadas por diferentes células del 

sistema inmune en respuesta a daños o inflamación en los tejidos. Tienen efectos 

proinflamatorios y quimiotácticos, lo que significa que atraen a otros tipos de células, 

como monocitos o linfocitos, hacia tejidos donde se produce daño celular. Se ha 

comprobado que las células residentes del hígado pueden liberar estas citocinas y atraer 

a células inmunes de la periferia las cuales presentan receptores específicos para dichas 

quimiocinas. Por ejemplo, se ha visto que los hepatocitos tienen la capacidad de liberar 

más nivel de RANTES ante un daño celular el cual se puede unir a varios receptores 194. 

Uno de ellos es el receptor CCR5 que se ha localizado en la membrana de los linfocitos 

CD4+ por lo que el mayor nivel de RANTES y podría estar reflejando una mayor 

atracción de los linfocitos CD4+ activados observados en los DILI 226. Los monocitos 

también pueden expresar el receptor CCR5. Se ha visto que la liberación de MIP-1beta, 

que también se une a CCR5, por las HSC puede conducir la quimiotaxis de monocitos 

durante el proceso de fibrosis hepática 227. Los resultados de este estudio doctoral parecen 

indicar que, debido al daño hepático, se liberan diferentes quimiocinas en la sangre, lo 

que lleva al reclutamiento de diferentes tipos celulares que son importantes en la 

evolución de la enfermedad. Por otro lado, la citocina IL-18 participa en ciertas 

condiciones, como puede ser asociado a IL-12, en la derivación de los linfocitos T 

colaboradores hacia Th1, lo cual va en consonancia con los mayores niveles de Th1 

observados en los DILI en este estudio doctoral 228. Sin embargo, no se observó un 

aumento de Th1 en otros grupos como VH, en los cuales también se observó un 

incremento de IL-18, lo cual no tiene una explicación clara. La actividad de estas 

quimiocinas y citocinas en el reclutamiento de linfocitos hacia zonas inflamadas parece 

ir en consonancia con el incremento de la activación de los linfocitos T en el momento 

agudo del daño observados mediante el inmunofenotipado. Por lo que, probablemente se 
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produzca el reclutamiento de los linfocitos T hacia el tejido dañado para que en primera 

instancia se produzca una respuesta inmune adaptativa.  

En este estudio doctoral se detectaron 6 citocinas/quimiocinas en más del 60% de las 

muestras analizadas. Sin embargo, muchas de las citocinas y quimiocinas incluidas en el 

panel no fueron detectadas de manera confiable, a pesar de que la metodología utilizada 

tiene una gran sensibilidad. Este resultado podría deberse a que las citocinas y 

quimiocinas son moléculas que la mayoría de las veces se encuentran en baja 

concentración en la sangre. Por ello, el hecho de no detectarlas en este estudio no descarta 

que en el DILI se produzca un aumento de ellas respecto a los controles sanos. Además, 

cabe destacar que las citocinas que se han evaluado no se liberan únicamente desde el 

hígado, sino que pueden ser producidas y liberadas por células del sistema inmune en 

distintos tejidos y órganos del cuerpo, al igual que por la presencia de enfermedades 

inflamatorias subyacentes. Por lo tanto, su detección en sangre podría no reflejar de 

manera precisa lo que está ocurriendo en el hígado, aunque es muy probable debido a las 

diferencias observadas en el DILI respecto a los controles sanos. Además, al comparar 

los resultados con los obtenidos por Bonkovsky et al, se observan diferencias que podrían 

explicarse por diferencias en las cohortes de estudio en cuando a las enfermedades 

subyacentes por ejemplo 192. Es decir, estos hallazgos destacan el uso limitado de las 

citocinas como biomarcadores en el DILI ya que es poco probable identificar un perfil 

único en el DILI de estas moléculas, debido a su participación en el control de la respuesta 

inmune en todo el organismo. Sin embargo, los hallazgos sí que confirman una 

implicación del sistema inmune en el DILI en el momento agudo. 

Considerando en conjunto los diferentes hallazgos obtenidos en el DILI, parecen indicar 

que en primera instancia se produce la activación del sistema inmune adaptativo con un 

aumento de los niveles de linfocitos T CD4+ como CD8+ activados. En paralelo se 

detecta un aumento del nivel de CTLA-4 y probablemente de PD-1, ambos coinhibidores 

en el momento agudo del episodio de DILI, que podría estar indicando que se está 

intentando frenar la respuesta inmune. Conforme transcurre el episodio, junto a la 

normalización del perfil hepático, se produce descenso tanto de la activación de los de los 

linfocitos T CD4+ y CD8+, como de estos immune-checkpoints inhibidores. Además, el 

aumento de la expresión de PD-1L en monocitos periféricos activados en el momento 

agudo del daño, podría contribuir a promover la tolerancia inmune. Las citocinas y 

quimiocinas probablemente participarían en la atracción de leucocitos al tejido dañado 

para participar en la respuesta inmune. Por lo que, los resultados obtenidos en este estudio 
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doctoral apoyan la hipótesis de que el sistema inmune adaptativo juega un papel 

fundamental en el desarrollo de DILI. 

El desarrollo de este estudio ha permitido esclarecer más el mecanismo patológico de 

DILI. No obstante, no se ha conseguido identificar un patrón ni celular ni de citocinas 

específicos que permitan el diagnóstico de DILI frente a otras patologías hepáticas. Esto 

parece indicar que el mecanismo, en cuanto al sistema inmune se refiere, podría presentar 

similitudes con otras patologías hepáticas. De hecho, a partir de los resultados obtenidos 

en este estudio, PB Watkins publicó un comentario donde plantea la hipótesis de que el 

mecanismo de DILI y hepatitis viral podrían ser similares en cuanto a los pasos antes de 

la aparición del daño 229. En este planteamiento, tanto el fármaco como los virus generan 

un daño en el hepatocito, que produce la liberación de DAMPs, y estos a su vez activan 

al sistema inmune innato, el cual se encarga de activar al sistema inmune adaptativo.  

Existen otros factores ambientales que pueden aumentar la susceptibilidad a DILI 

mediante diferentes mecanismos, siendo uno de ellos la alteración de la tolerancia inmune 

a nivel hepático. La microbiota es uno de estos factores que ya se ha demostrado su 

importancia en el desarrollo de diversas patologías hepáticas actuando a través de eje 

intestino-hígado 230. En el DILI se ha planteó su posible papel debido a que tiene una gran 

implicación en el metabolismo de los fármacos y en mantener el sistema inmune activo. 

Además, algunos estudios apuntan a que la identificación de patrones de la microbiota 

podrían ser utilizados para ayudar en el diagnóstico de enfermedades 231. Por ello, el 

estudio de la microbiota en el DILI además de mejorar el conocimiento del mecanismo 

también posibilita la identificación de un patrón de composición específico de la 

enfermedad.  

Los DILI y ALI muestran un descenso en la diversidad microbiana en comparación con 

HLC, tanto en la riqueza como la diversidad, además de un descenso en el número total 

de OTUs observado en ambos grupos. Cambios que revertieron conforme se produjo la 

normalización del perfil hepático. El análisis de la abundancia relativa media muestra 

cambios en la abundancia de ciertas familias y géneros de bacterias. Se observó un 

descenso en familias como Ruminococcaceae y aumentos en Streptococcaceae, 

Veillonellaceae y Acidaminococcaceae. A nivel de género, se observó un descenso de 

Coprococcus y aumentos en Streptococcus y Veillonella. Estos resultados sugieren un 

descenso en la presencia de bacterias beneficiosas para el huésped y un aumento en la 

presencia de grupos de bacterias que incluyen patógenas oportunistas. En otras patologías 

como AIH y PSC también se ha visto un aumento de la abundancia de Veillonella 232,233. 
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Además, en casos de hepatitis alcohólica aguda acompañado a la disbiosis se producía un 

descenso de la diversidad de la microbiota intestinal y un aumento de géneros como 

Veillonella 234. Sin embargo, considerar como “beneficiosas” o “perjudiciales” el 

aumento o disminución de determinadas baterías es difícil en términos generales, ya que 

todo depende de las bacterias en concreto y del contexto fisiológico en el que se 

encuentren.  

En definitiva, los resultados parecen mostrar que, en el DILI, los fármacos podrían alterar 

la composición de la microbiota causando una disminución en su diversidad. Este cambio 

en la composición de la microbiota no necesariamente es causado solo por el fármaco 

responsable del DILI, sino también puede ser una consecuencia de fármacos 

concomitantes. De hecho, la mayoría de los pacientes DILI tomaron antibióticos (69%) 

como fármaco culpable y/o concomitante en los últimos 3 meses, lo cual pudo reflejar los 

cambios en la microbiota de estos pacientes. Los ALI también mostraron cambios 

similares a los DILI, y en este grupo también el 50% tomó antibióticos en los últimos 3 

meses. Por lo que habría que valorar si los cambios observados podrían deberse al uso de 

este tipo de fármacos. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, no solo los 

antibióticos pueden causar cambios en la composición de la microbiota. Aunque la 

hipótesis planteada es que los fármacos son los causantes de los cambios en la 

composición y diversidad observados, no se puede confirmar si estos cambios son una 

consecuencia de DILI o si son un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad.  

Independientemente de que los cambios en la composición sean causa o efecto del DILI, 

este proceso de disbiosis podría tener una serie de consecuencias, como puede ser afectar 

a las funciones que desempeña la microbiota comensal y permitir el crecimiento de 

patógenos oportunistas. Un descenso en la diversidad de la microbiota intestinal se ha 

relacionado con un mayor riesgo de desarrollar patologías como enfermedades hepáticas, 

aumentando la susceptibilidad a ellas 235. Además, la disbiosis normalmente también 

conlleva la aparición de una inflamación a nivel intestinal que va a conducir a un 

incremento de la permeabilidad, y por lo tanto en un incremento de la traslocación de 

productos de origen bacteriano, como el LPS. Al llegar al hígado el LPS podría afectar a 

la tolerancia inmune de este órgano. Este estudio amplía el conocimiento que se tiene del 

mecanismo de DILI y sugiere un papel importante de la microbiota en su desarrollo. Los 

resultados obtenidos son valiosos y podrían ser complementados mediante el análisis 

metabolómico de la microbiota intestinal para identificar los metabolitos relacionados 

con el proceso de disbiosis en el DILI. Además, sería importante evaluar la permeabilidad 
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intestinal en estos pacientes ya que se plantea que podría estar contribuyendo al desarrollo 

de la enfermedad. Estas investigaciones adicionales podrían proporcionar una 

comprensión más completa del papel de la microbiota en el mecanismo del DILI. 

En cuanto al potencial de la microbiota en el diagnóstico de DILI, no se obtuvo un patrón 

específico en DILI frente a otros tipos de daño hepático. Además en ambos tipos de daño 

se han detectados cambios similares en cuanto al descenso en la diversidad. El hecho de 

que no se encuentren patrones específicos de microbiota en DILI podría deberse a 

diferentes hechos. Uno de ellos podría deberse en cuanto al tipo de fármaco causante del 

daño, ya que como se ha mostrado, algunos como los antibióticos van a producir cambios 

más grandes en la composición. Además, otros factores como la edad o la presencia de 

enfermedades subyacentes del paciente, como pueden ser diferentes tipos de 

enfermedades intestinales inflamatorias que conllevan un estado de disbiosis pueden tener 

un impacto fuerte sobre la microbiota. Sin embargo, debido al número reducido de 

muestras del estudio no ha sido posible considerarlas como variables en los análisis. Del 

mismo modo, otros factores no considerados en este estudio, como el ejercicio o la dieta, 

también pueden afectar en gran medida la composición de la microbiota. Es posible que 

estos factores contribuyan a los cambios observados y deben ser considerados en futuras 

investigaciones.  

En definitiva, se puede observar que los DILI presentan una microbiota intestinal alterada, 

probablemente por el consumo de fármacos, caracterizada por un descenso en la 

diversidad, con un menor nivel de bacterias que pertenecen a familias que desempeñan 

funciones en el huésped beneficiosas, y un incremento de grupos bacterianos que pueden 

tener el potencial de comportarse como patógenos oportunistas. Estos cambios en la 

diversidad podrían tener un efecto en las diferentes funciones llevadas a cabo por la 

microbiota intestinal que pueden afectar al huésped. Además, como consecuencia al 

proceso de disbiosis se podría estar dando un potencial incremento de la permeabilidad 

intestinal y de la traslocación de PAMPs como el LPS. La mayor llegada de estos PAMPs 

por el torrente sanguíneo al hígado podría participar en la rotura de la tolerancia hepática 

produciendo una amplificación del proceso inflamatorio. 

Finalmente, a partir de todos los resultados obtenidos tanto de los biomarcadores 

candidatos, sistema inmune y microbiota , se plantea la siguiente serie de eventos en los 

casos DILI en el momento agudo del daño (Figura 18). En primer lugar, parece ser que el 

fármaco podría dañar a los hepatocitos, los cuales van a sufrir muerte celular y la 

liberación de diferentes moléculas como son los biomarcadores candidatos analizados 
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(miR-122, K18, ccK18, alfa-GST y OPN). Estas moléculas pueden actuar como DAMPs 

activando a las activar a las células residentes del sistema inmune innato del hígado, a 

través de los receptores PRR. Esta activación se denomina estéril, ya que no se produce 

por infección de patógenos si no por el daño del fármaco, y condicionan el desarrollo de 

la enfermedad. Tras esto, se produce la liberación de diferentes citocinas y quimiocinas 

que van a participar en el reclutamiento de células de la periferia. Las diferentes 

citocinas/quimiocinas detectadas en el momento agudo en DILI (RANTES, SDF-1 alfa, 

MIP-1b e IL-18) respaldan este hecho. Además, la OPN también podría actuar como 

quimiocina reclutando linfocitos hacia el tejido dañado. Por otro lado, las células del 

sistema inmune adaptativo también se pueden activar directamente por la acción del 

fármaco, el cual se ha propuesto que mediante diferentes mecanismos puede activar a los 

linfocitos. El mecanismo más aceptado se basa en la teoría del hapteno, en la cual el 

fármaco se une a una proteína endógena y produce neoantígenos, los cuales son 

presentados en mediante el complejo HLA por las células APC. Esto podría producir la 

activación de los linfocitos T. El incremento de los niveles de HLA-DR indican 

probablemente una activación inicial tanto de CD4+ y CD8+ que van a condicionar el 

desenlace de la enfermedad. Además, un aumento de los Th1 que median la inmunidad 

por células y se encargan de la liberación de diferentes citocinas proinflamatorias que va 

a promover el daño. Sin embargo los resultados respecto al sistema inmune adaptativo 

también parecen indicar que, tras una activación inicial, se propicia la tolerancia inmune 

para frenar dicho daño a nivel hepático. Esto está respaldado por un aumento de CTLA-

4 y PD-1 en paralelo con los niveles de HLA-DR en el momento agudo del daño y un 

posterior descenso conforme se produjo la normalización del perfil hepático, lo cual 

concuerda con la regulación de la tolerancia periférica. Además, se observó que en sangre 

periférica los monocitos activados presentaban un aumento del ligando inhibidor PD-L1, 

lo cual podría indicar que estas poblaciones van a dirigirse al hígado y participar en el 

establecimiento de la tolerancia inmune. En la mayoría de los casos, el promover la 

tolerancia inmune supondrá la adaptación al daño y la recuperación del tejido sin llegar a 

desarrollar manifestaciones clínicas importantes. Sin embargo, otros factores como son 

la microbiota intestinal podría afectar a la susceptibilidad de DILI, actuando mediante 

diferentes mecanismos. En los casos DILI se observó una disbiosis, probablemente 

producida por el consumo de fármacos, caracterizada por un descenso en poblaciones 

beneficiosas y un aumento de bacterias que podrían actuar como patógenos oportunistas. 

Seguido al proceso de disbiosis, se podría producir un incremento de la permeabilidad 
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intestinal y un aumento de los niveles de LPS en sangre. La mayor cantidad de LPS en el 

hígado podría provocar una sobreactivación de TLR4, lo que podría aumentar el riesgo 

de romper la tolerancia inmune del hígado y promover el daño en el momento agudo del 

daño. Además, cambios en la composición de la microbiota intestinal pueden afectar a la 

farmacodinámica de los fármacos, lo que puede aumentar el efecto tóxico de éstos. Esto 

podría aumentar el estrés celular que se produce en los hepatocitos.  

Aunque esta serie de eventos intenta resumir lo observado en los casos DILI analizados, 

no todos los pacientes presentaron las mismas características en cuanto a los resultados 

obtenidos. La naturaleza de DILI es multifactorial, donde la susceptibilidad va a estar 

condicionada por diferentes factores del huésped, del fármaco y ambientales que van a 

coincidir en el espacio y tiempo para desarrollar el daño. Es posible que distintos factores 

tengan diferentes grados de influencia o importancia en el resultado de los casos para 

diferentes pacientes. Por ejemplo, en pacientes con un genotipo que les predispone a 

desarrollar daño, el factor genético puede ser más importante en el desarrollo de DILI. 

Sin embargo, la presencia de otros factores también puede ser necesaria, ya que no todos 

los pacientes con esa predisposición genética desarrollan el daño. En el caso de fármacos 

como los antibióticos, que alteran la microbiota, la microbiota puede tener un papel 

importante en la progresión del daño debido a la acción de estos fármacos en las bacterias. 

En definitiva es difícil llegar a unas características únicas de la enfermedad de DILI, lo 

cual va en consonancia con la idiosincrasia de la misma. Es por ello que la identificación 

de un biomarcador, o patrón específico, que permita su diagnóstico es una tarea difícil. 

Además, las similitudes observadas en los resultados con otros tipos de daño hepático 

sugieren la posibilidad de similitudes en el mecanismo, lo cual dificulta aún más esta 

tarea. Sin embargo, estudios como este estudio doctoral, que buscan ampliar el 

conocimiento sobre el mecanismo de la enfermedad, abren nuevas puertas en la búsqueda 

de biomarcadores en el DILI. La identificación de biomarcadores diagnósticos y 

pronósticos en el DILI es crucial para una evaluación clínica eficiente y diferenciación de 

otras enfermedades hepáticas. Un diagnóstico temprano y una mejor previsión del 

pronóstico podrían mejorar significativamente el seguimiento y el desenlace de los casos 

de DILI. 

Además, el encontrar posibles biomarcadores diagnósticos en el DILI es también de gran 

importancia para la industria farmacéutica, ya que se podrían detectar más fielmente casos 

de hepatotoxicidad durante el desarrollo de los fármacos, promoviendo su 

comercialización de forma más segura. El uso de biomarcadores diagnósticos por parte 
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de la industria farmacéutica permitirá identificar casos de hepatotoxicidad con más 

precisión, lo que podría permitir continuar el desarrollo de fármacos que podrían haber 

sido descartados durante el desarrollo, y que podrían beneficiar a pacientes con diferentes 

patologías. 

 

 
 
Figura 18. Figura esquemática del mecanismo de DILI en relación a los resultados obtenidos en 
este estudio doctoral. Los fármacos en el hígado producen un estrés celular y daño en el 
hepatocito. Los hepatocitos dañados liberan DAMPs que activan a las células del sistema inmune 
innato como las APC, lo cual provoca la liberación de diferentes citocinas y el reclutamiento de 
células inmunes periféricas. Las células APC pueden presentar los neoantígenos generados por 
los fármacos a los linfocitos T. A nivel periférico se observa una activación de linfocitos CD4+ y 
CD8+ que probablemente se dirijan al hígado a regular la respuesta inmune. La elevación de 
CTLA-4 y PD-1L parecen indicar que el sistema inmune adaptativo promueve la tolerancia 
inmune para frenar el daño. Los fármacos en el intestino alteran la microbiota intestinal, lo cual 
puede afectar a las funciones de la microbiota comensal y conducir a un incremento de la llegada 
de componentes bacterianos al hígado (PAMPs, como por ejemplo el LPS), y alterar la tolerancia 
inmune. Las células residentes del hígado pueden amplificar la inflamación o participar en la 
regeneración hepática. La tolerancia inmune es un mecanismo de adaptación que permite resolver 
el episodio. APC: células presentadoras de antígenos, DAMPs: patrones moleculares asociados a 
daño, LPS: lipopolisacárido, PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos, SIA: Sistema 
inmune adaptativo, SII: Sistema inmune innato.  
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Biomarcadores candidatos 

1. Los biomarcadores candidatos evaluados en este estudio ( miR-122, K18, ccK18, 

alfa-GST y OPN) permiten diferenciar a los pacientes con daño hepático de 

aquellos con el hígado sano. Sin embargo, la diferenciación entre DILI y otras 

causas de daño hepático agudo es menos efectiva. De todos los biomarcadores 

candidatos evaluados, la ccK18 muestra el mejor potencial para distinguir DILI 

de la hepatitis autoinmune. Las dos formas de citoqueratina 18 (K18 y ccK18) y 

el miR-122 se correlacionan fuertemente con los niveles de ALT y AST. La OPN 

muestra el mayor potencial pronóstico entre los biomarcadores candidatos, con 

niveles más altos detectados en los casos más graves, independientemente de la 

etiología.  

 

Sistema inmune en DILI 

2. Los resultados obtenidos en cuanto al inmunofenotipado sugieren que en el DILI 

el sistema inmune adaptativo juega un papel importante, destacando la activación 

de los linfocitos CD4+ y CD8+. Además, el aumento del nivel de los puntos de 

control inmunitarios (immune-checkpoints) con actividad inhibidora, como 

CTLA-4, es consistente con una regulación de la tolerancia inmune periférica. Los 

niveles incrementados de las quimiocinas RANTES, SDF-1 alfa y MIP-1 beta, y 

de la citocina IL-18, subrayan, asimismo el papel del sistema inmune en el 

desarrollo de DILI y destacan un posible reclutamiento de células inmunes 

periféricas hacia el hígado.  

 

Microbiota intestinal en DILI 

3. En cuanto a la microbiota intestinal, los pacientes con DILI muestran una 

disminución en la α-diversidad en comparación con los controles sin enfermedad 

hepática, con una importante reducción en la riqueza bacteriana. La disminución 

en la abundancia de microorganismos que pueden desempeñar funciones 

beneficiosas, como Ruminococcaceae,  junto con el aumento de la abundancia de 

familias conocidas que pueden actuar como patógenos oportunistas, como 

Streptococcaceae, podrían contribuir al desarrollo de DILI. La α-diversidad se 

recupera durante la evolución del DILI, alcanzando niveles similares a los 

controles, a medida que se normaliza el perfil hepático. Los cambios observados 
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en términos de familia y género en la primera visita también tienden a recuperarse 

a medida que se normaliza el perfil hepático. 
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