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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La infancia abarca un periodo caracterizado por el crecimiento y el desarrollo
con un paulatino proceso de maduraciéon de 6rganos y sistemas y la consiguiente
variabilidad en la cinética y la respuesta a los farmacos. Esto convierte al nifio en
un sujeto especialmente vulnerable a los efectos adversos de los medicamentos
por lo que los pediatras, farmacologos clinicos, agencias reguladoras e industria
farmacéutica reconocen la necesidad de evaluar adecuadamente los farmacos que
van a ser utilizados en la infancia para controlar la seguridad, eficaciay calidad de
los mismos. Sin embargo, la informacién con validez cientifica sobre la que se
sustentar actualmente las prescripciones en nifios es muy escasa, utilizandose la
informacion disponible para la poblacion adulta(1). Estudios recientes ponen de
manifiesto la magnitud del empleo de farmacos en pediatria sin indicacién en ficha
técnica (generalmente debido a la ausencia de alternativas terapéuticas
registradas) o su empleo de una forma distinta a la contemplada en la licencia de
comercializacidn, alcanzando cifras de un 90% en neonatos ingresados en las

Unidades de Cuidados Intensivos(2).

Los pediatras necesitan asegurar una minima toxicidad farmacologica y que al
mismo tiempo el nifio no se vea privado de los posibles beneficios de los

medicamentos que pueda necesitar(3).

Uno de los motivos mas importantes de la retirada de farmacos del mercado es la
toxicidad hepatica. Esta puede presentarse con manifestaciones clinicas y
patoldgicas que evocan cualquier variedad de enfermedad hepatica conocida, y
cuya intensidad puede oscilar desde elevaciones asintomaticas de las enzimas
hepaticas hasta insuficiencia hepatica fulminante. La forma de presentacién mas
comun es un cuadro clinico que simula una hepatitis virica aguda, con ictericia,
nauseas, astenia y malestar o dolor abdominal. Dado que, a menudo, no se dispone
de material histologico para etiquetar la lesion hepatica, una conferencia
internacional de consenso propuso una clasificacién basada en el valor de la
Alanino Aminotransferasa (ALT) sérica y de la Fosfatasa Alcalina (AP) expresadas

en multiplos del limite superior de la normalidad y la relacién entre ambas, para el

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
analisis de factores inmunogenéticos asociados (HLA, citoquinas y genotipo KIR) 2



INTRODUCCION

diagnostico de hepatotoxicidad. Esta clasificacion, aunque refleja de forma
imperfecta algunos patrones especificos, exhibe una buena correlacion, en general,

con la lesidn hepatica subyacente y es excelente a efectos prondsticos(4).

En la practica clinica, el proceso de atribucion de causalidad se sustenta en la
sospecha de hepatotoxicidad junto con la pertinente exclusion de causas
especificas, seguidos de la minuciosa busqueda de exposicion a toxicos, una
secuencia temporal compatible y el analisis del potencial hepatotoxico de los
agentes identificados(5,6) (ANEXOII). La lista de farmacos capaces de producir
hepatotoxicidad se incrementa constantemente y cualquier firmaco debe ser

considerado potencial responsable.

La disponibilidad de marcadores moleculares de toxicidad hepatica aplicables a la
practica clinica parece aun lejana. Por ello, el diagndstico de hepatotoxicidad

continua siendo un desafio para el clinico(7,8).

Actualmente, la identificacion de factores de susceptibilidad para la
hepatotoxicidad idiosincrasica se orienta principalmente a la busqueda de genes
candidatos en estudios de asociacion, comparando poblaciones de sujetos afectos
con sujetos expuestos a los mismos farmacos que no desarrollan hepatotoxicidad,

o controles sanos.

Los estudios genéticos y de biomarcadores podrian permitirnos avanzar en el
conocimiento del mecanismo etiopatogénico del dafio hepatotoxico e identificar a

los nifios susceptibles a la toxicidad de determinados farmacos.

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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.1 Recuerdo Anatomo-Fisiologico

El higado es el 6rgano sélido mas grande del cuerpo humano e interviene
en numerosas funciones esenciales incluyendo la produccion de bilis, la regulacién
de las proteinas y la glucosa plasmatica, y la biotransformacion de farmacos y
todas las toxinas en general. Es el 6rgano que primero se pone en contacto con los
nutrientes y xenobioticos absorbidos por via enteral, a través de la vena portay, a
través de la arteria hepatica, le llegan otros productos del metabolismo y las

sustancias que entran en el organismo por una via distinta a la enteral.
1.1.1 Células en el higado.

En el higado distinguimos 4 tipos principales de células:
- Hepatocitos
Verdaderos motores de la biosintesis hepatica y reacciones de
biotransformacién de las sustancias externas, por ello disponen de un prominente
sistema de Golgi, Reticulo endoplasmico rugoso y un namero suficiente de

mitocondrias para aportar las altas demandas energéticas que tiene el hepatocito.
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Figura 1. Hepatocito
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- Células endoteliales
Recubren los sinusoides y tienen como funcién principal la de establecer una

barrera entre la sangre circulante y los hepatocitos

- Células de Kupffer
Representantes de los macrofagos con un papel primordial en el inicio de la
respuesta inmune inicial frente a bacterias, virus y toxinas. También son los
encargados de eliminar los productos derivados de la citolisis y de los eritrocitos
envejecidos, recuperando el grupo Hem que posteriormente se transformara en

bilirrubina.

- Celulas de Ito o estrelladas
Situadas en los espacios de Disse, acumulan grasas y vitamina A. También
estan relacionadas con la produccion de colageno y la evolucion a fibrosis o

cirrosis hepatica.

HEPATOCITO

" " . " "

e ———— . - Espacio de Disse
=g - a—— aa———
f Fenestra
Célula de Célula Célula
Kupffer estrellada endotelial

Figura 2. Distribucion celular en el higado.

El acino es la unidad anatomo-funcional; comprende el tejido irrigado por las
ramas terminales de la arteria hepatica y vena porta que se mezclan a través de
una anastomosis senocapilar, garantizando asi una irrigacion uniforme desde toda

la periferia del lobulillo hepatico clasico hacia la vena central.

El parénquima se divide en tres zonas en funcion de la proximidad a las triadas

portales(9).
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Figura 3. Acino hepdtico.

Los hepatocitos de la zona 1 reciben un aporte mas rico de oxigeno y nutrientes y
disponen de una alta concentracion de enzimas que intervienen en la respiracion
celular, por lo que se encargan principalmente de la sintesis de glucégeno y
proteinas. Los hepatocitos de la zona 3, los mas préximos a las venas
centrolobulillares, reciben poco oxigeno. La produccion energética se realiza
predominantemente por via glicolitica y contienen una mayor concentracion de
enzimas del sistema Citocromo P450 (CYP). Los hepatocitos de la zona 3 estan mas
especializados en las reacciones de biotransformacién y por tanto expuestos a la

accion de los xenobiodticos.

En resumen, las células alejadas de la fuente portal, zonas acinares 2 y 3 tienen un
fenotipo enzimatico especifico que condiciona una respuesta diferente a la hipoxia

y a la exposicion a toxicos.
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1.1.2 Metabolismo hepatico de los xenobidticos.

En el higado tiene lugar la biotransformacion de farmacos y todas las
toxinas que precisan ser metabolizadas por el huésped, tanto para conseguir su
efecto farmacologico como para su posterior eliminacion. Este proceso tiene lugar

en diferentes 3 etapas:
Reacciones de fase I

En esta fase se transforma el sustrato mediante oxidacién o demetilacion
por la accidn de las enzimas que componen el sistema P450 o citocromo P450
(CYP). Las enzimas del sistema CYP estan compuestas por una apoproteina y un
grupo hemo. En el higado se encuentran en la membrana citoplasmatica,
mitocondrial y en el reticulo endoplasmatico del hepatocito (10) (11) La reaccion
mas comun catalizada por el CYP es una mono-oxigenacion del sustrato. Previa
transferencia de electrones de NADPH, el grupo Hem se une a un atomo de
oxigeno, que posteriormente transfiere a la molécula metabolizada en forma de

grupo hidroxilo.

Otras reacciones posibles en esta fase son O-, N- o S- desalquilacién o
deshalogenacion. El resultado de las reacciones en esta fase es la generacion de un
grupo hidroxilo, que permite posteriormente a la sustancia en cuestidn participar

en la reacciones de Fase I1 (10,11).

Cada enzima esta codificada por un gen que recibe la misma denominacion, escrita
en cursiva. Se conocen mas de 300 componentes de esta superfamilia de genes. En
el ser humano se han relacionado con el metabolismo de las drogas y hormonas,

principalmente, las familias CYP1, 2y 3
Reacciones de fase II

Van dirigidas a completar el metabolismo de aquellas sustancias que tras

la fase 1 no son lo suficientemente hidrofilas.

Son reacciones de conjugacion con un grupo polar hidrosoluble como el acido
glucurénico, sulfato, acetato, glicina, glutation o grupo metilo(9)- Estas reacciones
son catalizadas por transferasas o conjugasas. Como consecuencia se produce

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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normalmente un descenso en la actividad farmacolégica y un aumento en la

excrecion.

Dos de las familias mas importantes de enzimas de fase Il son: La glutation S-

transferasa (GST) (12) (13)y la N-acetiltransferasa-acetilCoA (NAT) (14).

Las modificaciones en esta fase pueden ser las Unicas requeridas en el
metabolismo de algunas sustancias pero la mayoria precisan que las reacciones de
fase 2 estén precedidas o seguidas por la oxidacion de fase 1. Compuestos que
precisan glucuronidacion son por ejemplo: APAP, morfina, furosemida y

bilirrubina (10,11).
Reacciones de fase 111

Dependientes de la accion de distintas familias de proteinas

transportadoras que segun su localizacion se diferencian en(12):

- Proteinas localizadas en la membrana basolateral (sinusoidal); importantes
en la regulacion de la exposicion de farmacos y toxinas determinando la
cantidad de fArmaco y/o metabolitos que llegan a la membrana canalicular.
Estan representados por la superfamilia de polipéptidos transportadores de
aniones organicos (OATP) (15) que facilitan el transporte de sales biliares
conjugadas, esteroides, glucurénidos y cationes organicos. Numerosos
farmacos, como pravastatina, metotrexato, irinotecan o enalapril, son

sustratos de estos transportadores(16).

- Transportadores de la membrana apical o canalicular, responsables del
aclaramiento hepatico de los farmacos, asi como de la secrecion de sales
biliares y otros constituyentes de la bilis a través de la membrana
canalicular del hepatocito a la bilis(17)- (18). Son proteinas dependientes de
ATP, denominadas ABC transportadoras o ATP-binding-cassette. Las mas

importantes son:

e MDRI1 (ABCB1 6 P-glicoproteina) es la proteina mas estudiada,
responsable de la excrecion biliar de farmacos bipolares catidnicos, y
expresada en la superficie luminar de los enterocitos, en la membrana

canalicular de los hepatocitos y en la membrana apical luminal de las
Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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células epitelales ductales del pancreas y renales tubulares. (9)(19)

e MRP2 (ABCC2. Proteinas relacionadas con la resistencia a multiples

farmacos)(20)

e BSEP (ABCB11. Bile salt export pump), bomba de expulsién de sales

biliares
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Figura 4. Transportadores hepatobiliares.(19)

.2 Hepatotoxicidad. Definicion y clasificacion.

Hepatotoxicidad.

Se considera reaccidn adversa hepatica o hepatotoéxica, toda lesion o dafio
hepatico causado por la exposicion a un medicamento u otros agentes no

farmacologicos (xenobidtico) (21).

Al jugar el higado un papel clave en el proceso de biotransformacion que precisan
los medicamentos y remedios naturales para ser eliminados del organismo, es con
frecuencia un 6rgano diana de las posibles reacciones adversas que éstos pueden
causar(9). En este proceso intervienen una gran variedad de enzimas solubles que
permiten que los fArmacos liposolubles se transformen en moléculas hidrosolubles
que pueden ser excretadas por la bilis o el rifidn.

Se acepta, desde un punto de vista mecanistico, que variaciones en la bioactivacidn,
detoxificacion, transporte de los farmacos, asi como una inadecuada respuesta del
sistema inmune innato y adquirido, una vez que la lesion se ha producido, y de los
mecanismos de reparacion y regeneracion tisular, serian responsables de la

aparicion de DILIL.

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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Figura 5. Adaptado de Hepatotoxicidad y fases de la biotransformacion hepdtica(9).

1.2.1 Clasificacion fisiopatoldgica

Los mecanismos de dafio hepatico pueden dividirse en dos grupos(22,23) :

> Toxicidad intrinseca o predecible(24) (25) (por ejemplo el paracetamol a

dosis supraterapéuticas)

> Toxicidad idiosincrasica o inesperada(25) (26), que a su vez puede ser

metabolica o debida a un mecanismo inmunoalérgico de hipersensiblidad.

1.2.1.1 Toxicidad intrinsica o predecible.

Producen lesion hepatica de forma previsible, dependiente de la dosis y

reproducible en casi todas las especies de mamiferos. El periodo de latencia es

corto y consistente. Salvo el paracetamol o acetaminofeno (Acido para-acetil

aminofenol. APAP), hay pocas sustancias, de uso habitual en la clinica, con estas

caracteristicas. La administracion de 4 gr/dia de APAP, dosis maxima
Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
analisis de factores inmunogenéticos asociados (HLA, citoquinas y genotipo KIR)
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recomendada, produce una elevacidn de la alanino-aminotransferasa (ALT) tres
veces mayor del limite superior de la normalidad (LSN) en el 44 % de voluntarios
sanos(24) (25). Sin embargo a dosis bajas se ha demostrado seguro y no

relacionado con dafio hepatico clinicamente relevante.
1.2.1.2 Idiosincratica o inesperada(26)

Este tipo de reacciones son impredecibles, especificas de especie y no existe
relacién constante entre la dosis, via de administracion o duracion del tratamiento

y la aparicion o severidad de la reaccion.
Se distinguen dos tipos de mecanismos para estas reacciones(27) :
1.2.1.2.1 Idiosincrasia metabdlica

Esta condicionada por un metabolismo alterado del farmaco, que puede
provocar la ausencia de metabolismo de un precursor determinado o bien la
génesis de una mayor cantidad de metabolitos tdxicos en el paciente frente a
otros individuos. El dafio se debe a la accion directa del farmaco o de su
metabolito toxico sobre la diana hepatocitaria(28). En una idiosincrasia
metabolica, el periodo de latencia varia de semanas a meses, y la recurrencia
tras la reexposicion puede variar de dias a semanas tras la misma. Los signos

de hipersensibilidad estan ausentes.
1.2.1.2.2 Idiosincrasia inmunoalérgica

Se debe a una respuesta inmune contra el hepatocito. El periodo de
latencia entre el consumo del farmaco y la aparicion de los sintomas va de
una a cinco semanas aproximadamente, y la recurrencia tras la reexposicion
al farmaco es precoz. Entre los signos clinicos de hipersensibilidad estan el
rash, eosinofilia, fiebre, artritis, artralgias, adenopatia y leucocitosis.

La lesion hepatica mas frecuente es la necrosis, generalmente centrolobulillar
acompafada de un infiltrado inflamatorio que puede contener eosinofilos
y/o granulomas. La presencia de anticuerpos en suero es frecuente.

En general se postula que el farmaco es transformado mediante los
citocromos, oxidasas, peroxidasas y sintetasas en un metabolito reactivo, el

cual se une bien a la enzima que lo genero6 o bien a otra proteina plasmatica
Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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formando un neoantigeno que actia como diana a la respuesta inmune (el
neoantigeno sera reconocido por los linfocitos T y B, a través del receptor
especifico y asociados a moléculas de clase I, induciendo una respuesta
inmune que seria la responsable de la reaccion hepatotoxica idiosincrasica.
Dicha respuesta se caracteriza por la produccién de anticuerpos que
reconocen bien a la proteina nativa, a la modificada o a otras proteinas
celulares.

Son farmacos ejemplo de este tipo de toxicidad el diclofenaco, a-metildopa,

hidralacina, nitrofurantoina, estatinas o agentes anti-TNF-a(29).

Sin embargo, la mayoria de las veces no existe una clara distincion entre un
mecanismo metabdlico y una reaccidn de hipersensibilidad ya que ambos suelen

estar implicados al mismo tiempo aunque con variable intensidad.(30)
1.2.2 Clasificacion Histopatologica.

El espectro de presentacion de esta patologia es muy amplio tanto en
sintomatologia como en severidad. Puede manifestarse como una elevacion
asintomatica de transaminasas hasta un fallo hepatico agudo. Ademas puede imitar
casi cualquier desorden hepatico tanto crénico como agudo, siendo la hepatitis

aguda (similar a la viral) la manifestaciéon mas frecuente(31).

Dado que de forma rutinaria no se suele realizar una biopsia hepatica ante la
sospecha de DILI, los marcadores bioquimicos de dafio hepatocelular son los

utilizados para definir el dafio hepatico(32).
1.2.2.1 Colestasis

La colestasis inducida por farmacos se caracteriza por la alteracion del
flujo biliar y retencion de acidos biliares con efecto citotdxico, responsables de

dafio hepatico agudo y crénico, con resultado final de fibrosis biliar y cirrosis(19).

En algunos casos, la colestasis resulta de la inhibicion del transporte de la
bilirrubina o sales biliares sin datos de inflamacién o necrosis, denominada en este
caso colestasis simple. Con mayor frecuencia, la colestasis esta asociada a lesion de
colangiocitos en mayor o menor grado, provocada por la excrecion en la bilis de
metabolitos téxicos resultantes de la biotransformacion hepatica(33).

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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Sin embargo, la lesion idiosincratica de tipo colestatico se ha relacionado de forma
mas generalizada con mecanismos inmunoalérgicos, causantes del dafio en el

epitelio biliar y asociados a sintomas de alergia(34)

Los sintomas asociados a colestasis son: ictericia, prurito y elevacion de FA. El
aumento de FA consume grupos fosfato con la consiguiente disminucion de la
concentracion de ATP. Una disminucion prolongada de ATP en los colangiocitos
puede producir una ductopenia progesiva o “Vanishing bile duct syndrome” que

aparecen en el 1% de los pacientes con DILI colestasica.

La mayoria de las drogas que causan colestasis son sustrato de alguna de las
diferentes proteinas transportadoras (ATPdependientes) localizadas en la

superficie canalicular del hepatocito(19) (Figura 4).

La BSEP (bilt salt export pump) o ABCB11 puede ser inhibida directa o

indirectamente por ciclosporina, rifampicina y estradiol’ (19).

Variaciones en los genes que codifican estas proteinas transportadoras pueden ser
responsables(35), no solo de enfermedad hepatica progresiva, sino también de la
susceptibilidad de algunos individuos a presentar un transporte alterado de
determinadas drogas y por ello una mayor predisposicion a sufrir dafio hepatico

progresivo relacionado con el uso frecuente de estas sustancias.

En un estudio realizado sobre 36 pacientes con lesion inducida por farmacos, 23
con colestasis y 13 con afectacion hepatocelular, se han identificado cuatro
mutaciones diferentes en genes codificantes de la familia de transportadores, una

de ellas asociada con expresion reducida de BSEP(35) (36).

Estos datos sugieren que la presencia de determinados polimorfismos en los
péptidos transportadores puede tener efectos farmacodinamicos en las sustancias

que son sustratos de ellos y favorecer la apariciéon de DILI de tipo colestatico.

Otro hecho a considerar es la posible interaccion entre distintos farmacos que
comparten la misma proteina transportadora, siendo probable que al unirse uno al
receptor proteico, modifique la capacidad de excrecion del otro aumentando su

capacidad de producir lesion hepatica.

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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1.2.2.2 Apoptosis inducida por acido biliar

La retencion de los componentes de la bilis dentro del hepatocito durante
la colestasis esta asociada con apoptosis celular(37). Entre los complejos y
multifactoriales mecanismos de apoptosis hepatocitica relacionada con colestasis,
es conocida la especial hepatotoxicidad de los acidos biliares hidrofébicos, como
los acidos glico-quenodesoxicdlico (GCDC) y desoxicoélico, y como estos se

acumulan en el higado en enfermedades hepaticas colestaticas.

La hepatotoxicidad intrinseca de moléculas hidrofébicas es evidente en los nifios
que tienen una mutacion en la BSEP de la membrana canalicular. La incapacidad
para secretar acidos biliares en la bilis provoca, en estos pacientes, lesion hepatica,

cirrosis y muerte por insuficiencia hepatica(38).

La apoptosis ocurre por dos posibles vias, mediante la activacion del receptor de

muerte celular Fas o por alteracion mitocondrial que comentaremos mas adelante.
1.2.2.3 Neutroéfilos y Macrofagos en Hepatotoxicidad

En algunos casos se produce una reaccidon inflamatoria con reclutamiento
de macro6fagos y neutréfilos en los sinusoides hepaticos(39).
Esto puede agravar la lesién hepatica inicial por la accién de los mediadores
toxicos liberados por éstos en el proceso.
En cultivos in vitro se han identificado las proteasas como los mediadores criticos
de dafio celular y se ha demostrado el papel protector de los inhibidores de éstas
frente a la hepatotoxicidad provocada por los neutrofilos(40). La activacion de
éstos y las células de Kupffer puede ser de forma directa o mediante la activacion
del complemento. Las células de Kupffer liberan mediadores citotéxicos como
sustancias reactivas del oxigeno (ROS) y proinflamatorios como citoquinas y
quimiocinas. El factor C5a y algunas citoquinas preparan y activan los neutréfilos
para su reclutamiento a nivel vascular intrahepatico. Si son estimulados
quimiotacticamente, los neutroéfilos se extravasan y adhieren a los hepatocitos e
inducen muerte celular necrética mediante la liberacion de ROS y proteasas. Las

moléculas de adhesion de neutrofilos (integrinas 32, especialmente CD11b/CD18)

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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e ICAM-1 en las células endoteliales y hepatocitos son esenciales para la migracion

de los neutrofilos desde el sinusoide, extravasacion y para la produccion de ROS.

Las citoquinas pueden inducir la formacion de moléculas de adhesion hepatica y

quimioquinas que a su vez estan también moduladas por el estrés oxidativo.
1.2.2.4 Toxicidad mitocondrial

Los mecanismos conocidos de toxicidad mitocondrial son: Deplecion de
DNA mitocondrial, inhibicion de la $-oxidacion de acidos grasos e inhibicion de la
cadena respiratoria mitocondrial(41).
La mitocondria es la principal fuente de produccion de energia en forma de ATP
via fosforilacidn oxidativa. Sin embargo, la cadena respiratoria mitocondrial
produce también el anion superéxido (02-), un radical libre altamente reactivo y
citotoxico formado por la reduccion parcial del oxigeno. La eliminacion de este
radical es efectuada por la enzima mitocondrial superéxido dismutasa (SOD). Esta
enzima esta codificada por el gen SODZ2, que contribuye a reducir el estrés
oxidativo transformando el anién superoxido en peroxido de hidrégeno (H202) y
02. La catalasa y glutation peroxidasa 1 (GPX1) forman parte del sistema
antioxidante de defensa celular y catalizan la reduccion de per6xido de hidrogeno
a agua(42). Si los mecanismos de defensa antioxidante se ven comprometidos y/o
se produce un incremento en el estrés oxidativo mitocondrial, que puede ser
inducido por ciertos farmacos como diclofenaco, amiodarona, valproico o analogos
de nucledsido, ésta se constituye en un regulador critico de la muerte celular
mediante la oxidacion de grupos sulfidrilos proteicos o la activacion de vias de
sefializacion mitocondrial de muerte celular. Asi pues, la disfunciéon mitocondrial y
el dafio oxidativo se encuentran intimamente involucrados en la patogénesis de
DILI y la respuesta celular al estrés quimico juega un papel determinante en la
aparicion del dafo.
La mayoria de los analogos nucledsidos, inhibidores de la transcriptasa inversa,
han demostrado su capacidad para inhibir la DNA polimerasa gamma, enzima
encargada de la replicacion y reparacion del DNA mitocondrial por lo que se
produce una deplecion de éste y, de forma indirecta, de las funciones

mitocondriales. La fialuridina, un analogo de nucleésido propuesto para el

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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tratamiento de la hepatitis B cronica, puede causar esteatosis microvesicular y

fallo hepatico agudo(43).

El VPA puede producir lesion hepatica por alteracion mitocondrial por distintos

mecanismos:

- Disminucion del DNA mitocondrial en pacientes portadores de

mutaciones en el gen POLG, que codifica la DNA polimerasa gamma(44).

- Inhibicion directa tanto de la oxidacion de acidos grasos, relacionada
con esteatosis microvesicular, como de la cadena respiratoria con la
consiguiente reduccion de la fosforilacion oxidativa. La disminuciéon de ATP
intracelular puede ser causa de generacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) responsables de dafio y muerte celular(19).

La esteatosis hepatica microvesicular, asociada al tratamiento con VPA asi como
con tetraciclinas, amiodarona y varios antivirales analogos de nucledsidos(19)
(45) es una forma poco frecuente pero caracteristica de DILI. Se define por el
acumulo de microvesiculas de grasa en el hepatocito y reduccion en el nimero de
mitocondrias. Este tipo de lesion puede evolucionar a esteatosis macrovesicular

con necrosis focal, fibrosis y proliferacion de conductos biliares.

La mitocondria tiene también un importante papel en la apoptosis celular o muerte
programada celular hepatica. La apertura del poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (PPTM), permite la liberacion de citocromo C que a su vez puede
activar a otros factores proapoptoticos (46) (47). Este mismo mecanismo puede
causar muerte celular directa, dependiendo del nimero de mitocondrias afectadas.
Si la apertura del poro transicional ocurre en la totalidad, o la mayoria, de las
mitocondrias del hepatocito, se produce una deplecién de ATP suficiente para
causar muerte celular; en cambio, si solo son algunas mitocondrias las afectadas,
las restantes conservan su capacidad para producir energia y asi evitar la muerte

celular aguda(41).

En un estudio realizado en pacientes espafioles se ha encontrado asociacion entre
polimorfismos de los genes SODZ2 y GPX1, ambos con papel protector frente al
estrés oxidativo mitocondrial, y 1a susceptibilidad a desarrollar DILI(47).

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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Figura 6. Interrelacién de los distintos mecanismos de lesion mitocondrial por alteracién del
metabolismo oxidativo. (41)

1.2.2.5 Mecanismos inmunolégicos

Los mecanismos inmunes implicados en la etiopatogénesis de DILI incluyen

alteraciones tanto a nivel del sistema inmune innato como adaptativo.

1.2.2.5.1 Sistema Inmune Innato:

El sistema inmune innato se constituye como un modulador esencial de
la extension e intensidad del dafio hepatico una vez iniciado por diferentes
mecanismos(28).

El estrés celular origina sefiales que estimulan en el organismo la
participacion de células del sistema inmune innato, particularmente
células de Kupffer y Natural killer (NK). La respuesta del sistema inmune
determina la activacion simultanea de 2 cascadas: una proinflamatoria,
con la produccion de citoquinas como TNF (Factor de Necrosis Tumoral),
INFy, FasL (Fas ligando), que es contrabalanceada por la activacion de
interleuquina (IL)-10, IL-6 y ciertas prostaglandinas que juegan un papel
hepatoprotector. Del balance en la produccién de estos mediadores
dependera que la lesién inflamatoria inicial se resuelva (“adaptaciéon”) o
bien progrese a un dafio hepatico manifiesto.

Cuando la respuesta de citoquinas antiinflamatorias es baja, el umbral
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para la aparicion de dafio hepatico disminuye, y a la inversa(48).

Estos hallazgos sugieren la importancia que podria tener la existencia de
variantes alélicas defectivas de determinadas citoquinas
inmunorreguladoras en la susceptibilidad a presentar DILI,
probablemente como consecuencia de la incapacidad de adaptarse una vez
iniciada la cascada de eventos que conducen a la lesidn hepatica “

Hipotesis de la senal de peligro”.

1.2.2.5.2 Sistema inmune adaptativo:
L.2.2.5.2.1 Hipétesis del hapteno(19).

Los farmacos (xenobidticos en general), habitualmente moléculas de
tamafo insuficiente para actuar como antigenos, se comportan como
haptenos que al unirse a proteinas hepaticas, como las enzimas del
sistema CYP, forman aductos Xe-CYP con capacidad para desencadenar
una respuesta del sistema inmunolégico. Estos aductos pueden ser
fagocitados por los macrofagos (APC) que posteriormente presentan la
molécula externa, o fragmentos de ésta, a las células T helper mediante
las moléculas de clase II del complejo mayor de compatibilidad (MHC II).
Dependiendo del genotipo HLA del huésped se puede producir una
activacion intensa de células T que condiciona un dafio del hepatocito
(Figura 7), o la no activacion del sistema adaptivo inmune que permite

una adecuada tolerancia al farmaco.
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Figura 7. Papel de la respuesta inmune en la hepatotoxicidad(19).
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L.2.2.5.2.2 Variaciones genéticas de la inmunidad del huésped

La asociacion entre DILI y determinados genotipos HLA se ha
establecido para varias sustancias por mecanismos diferentes a los
descritos en el apartado anterior. Teniendo en cuenta los datos
conocidos, las variaciones genéticas en la inmunidad del huésped pueden
jugar un papel critico en la patogénesis de DILI(19). Los mecanismos que
subyacen en la diferente expresion de lesion de la hepatotoxicidad por
un farmaco determinado se desconocen actualmente aunque
determinados alelos HLA clase II parecen influenciar la probabilidad de
que la hepatotoxicidad se exprese en forma colestasica/mixta(49).
Son ejemplo de ésto la relacion entre el haplotipo HLA-DRB1*1501-
DQB1*0602 y una mayor susceptibilidad a DILI colestasica por la
amoxicilina-clavulanico (AC) (49,50) y el alelo HLA- B*5701 que
predispone, con un riesgo hasta 80 veces mayor, a DILI con el uso de

flucloxacilina(51). (Tabla 3)

Numerosos estudios sobre estas asociaciones se han realizado en la
poblacién adulta recientemente. Una amplia exposicion de este tema se
desarrollara posteriormente ya que es la base del objetivo de este

trabajo.
L.2.2.5.2.3 Autoinmune like DILI

Algunas moléculas pueden causar una lesidn hepatica de tipo
autoinmune indistinguible de la hepatitis autoinmune espontanea
caracterizada por infiltracion de células plasmaticas, aumento de
inmugobulinas y presencia de autoanticuerpos, ANA y ASMA. Este
mecanismo se ha asociado a farmacos como la metildopa, nitrofurantoina

y minociclina(43).
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1.2.3 Clasificacion clinica

Las manifestaciones clinicas asociadas a DILI no son especificas,
remedando practicamente todas las enfermedades hepaticas debidas a otras
etiologias. No hay un patron clinico, ni histopatologico o analitico, que nos ayude

para establecer el diagndstico etiolégico.

Los sintomas clinicos que presenta el paciente con DILI incluyen malestar general,
anorexia, nauseas y vomitos. En algunas ocasiones el paciente puede presentar
sintomas de hipersensibilidad como rash cutaneo, fiebre y eosinofilia, aunque esta
forma de presentacion es poco frecuente y habitualmente asociada a DILI de tipo
colestatico (9) (28). La forma mas frecuente de presentacion es similar a una
hepatitis aguda; ictérica o anicterica(52).

El curso clinico es variable pudiendo producir desde elevaciones subclinicas
transitorias de transaminasas, enfermedad crénica o fallo hepatico fulminante.
Dada la falta de especificidad de los hallazgos anatomo-patolégicos, como ya
hemos comentado, la biopsia hepatica no es necesaria para poder establecer el
diagndstico de DILI, reservandose para aquellos casos de mala evolucién o con
etiologia no aclarada, en los que es preciso excluir otras enfermedades y llegar a un
diagndstico especifico(32).

Ante la diversidad de términos para definir las reacciones adversas a farmacos y
por ello la imposibilidad de comparar los datos existentes en los distintos registros
de farmacovigilancia y farmaindustria, se constituyd en 1986 The Council for
International Organizations of Medical Sciencies (CIOMS) (53,54), un grupo de
trabajo formado por expertos. En 1989 CIOMS publicé el consenso alcanzado para
denominar las lesiones hepaticas provocadas por farmacos y los criterios
diagndsticos necesarios para cada tipo de lesion (ANEXO II). Para evitar la
variabilidad de datos obtenidos en los diferentes registros, el comité de expertos
de la CIOMS decidi6 basar el diagndstico de lesidon hepatica en una serie reducida

de valores bioquimicos, disponibles en la mayoria de los centros.
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De esta forma se establecid que el diagnostico de lesion hepatotoxica debe

establecerse si se produce una de las siguientes condiciones(55) (56):

- Aumento de ALT superior a dos veces el limite superior de la

normalidad. (>2NxLSN)
- Aumento de la bilirrubina directa > 2NxLSN.

- Elevacidn, de forma simultanea, de la AST, FA y BT, siempre que en

alguno de ellos el valor sea > 2NxLSN.

De forma consensuada se decidié también que incrementos aislados de AST,
FA o BT, aun alcanzando valores superiores a 2N o incrementos de ALT entre N y
2N, deben ser considerados solo como hallazgos analiticos anormales y no
necesariamente indicadores de lesion hepatica.
Desde ese momento los tipos clinicos de DILI quedaron definidos en tres: lesidn
hepatocelular, colestdstica o mixta, segun los criterios que se recogen en la Tabla 1.

La proporcion entre el valor de ALT y de FA, expresado como R es un indicador util

para distinguir los distintos tipos de lesidn.

Tipo de lesién Criterios
L. hepatocelular - ALT>2No
- R=5
- FA>2No
L. colestatica - Rs2

- Elevacion ALT>2Ny
L. mixta - Elevacion FAy
- 2<R<5

Tabla 1. Tipo de lesién hepdtica

En 2011 un Grupo de Trabajo Internacional de Expertos constituido por
clinicos y cientificos, realizaron una revision de los criterios diagndsticos de DILI,
estableciendo el valor de ALT en >5 veces el LSN para el diagnostico de esta
patologia (32). En este mismo afio, en el trabajo publicado por Molleston et al. con
resultados del DILIN Prospective Study, se establece el mismo umbral para el
diagndstico de DILI en pediatria(57) (> 5 veces el LSN de ALT o AST o > 5 veces el
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LSN del valor basal previo a la droga). Sin embargo, en una revision posterior de
una serie de casos, realizada por Mansi et al. (2015) se establece un nivel > de 3
veces el LSN para el diagnodstico en nifios(44). Esto muestra la necesidad de
unificar criterios a nivel internacional para la poblacion pediatrica.

Desde el punto de vista evolutivo, CIOMS definié como lesion hepatica aguda
aquella en la que las alteraciones analiticas tienen una duracién inferior a 3 meses

y lesion cronica si duran mas de 3 meses.

En 2011 se publica una nueva propuesta del DILI working group que establece
como lesion hepatica aguda la de duracidn inferior a 3 meses en los casos de lesion
hepatocelular o mixta y 6 meses en las formas colestaticas. Si las alteraciones
hepaticas duran mas de lo referido, se usa el término de lesion persistente y

cuando superan el afio se denomina lesion hepatotodxica cronica.
Otras definiciones estandarizadas y consensuadas por CIOMS incluyen:

- Lesion hepatica grave: Si hay en orden ascendente de gravedad ictericia,

actividad de protrombina <50 % y encefalopatia hepatica.

- Lesion hepatica fulminante: Si aparecen de forma rapida, dias o pocas

semanas, signos encefalopatia y alteraciones graves de coagulacion.

En ausencia de datos histologicos se deben evitar los términos hepatitis, necrosis

hepatica, enfermedad crénica hepatica y cirrosis(55) (58).
1.3 Factores de riesgo

La lesion hepatica asociada a farmacos se considera una enfermedad
compleja, multifactorial, en la que la susceptibilidad del individuo a padecerla
depende de la combinacion de factores ambientales, propiedades del farmaco y

caracteristicas genéticas o adquiridas del individuo(31,59).

Environment
Diet, toxins and exposure to
tobacco, alcohol, coffee, chemicals,
pollutants, oxidants, probiotics

Drug
Class, dose, duration, . .
drug-drug interactions Figura 9. Factores de riesgo

potenciales involucrados en la

patogénesis de DILI(19).

Host
Age, sex, weight,
genetic factors, metabolism,
immune factors, other diseases
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Determinadas caracteristicas del huesped favorecen un desequilibrio entre la
generacion de toxicos durante el metabolismo farmacoldgico y la velocidad a la

que pueden ser inactivados. Entre ellas podemos destacar:

* Edad: se relaciona mayor riesgo de hepatotoxicidad a mayor edad aunque
en algunos estudios no ha podido ser demostrado(60,61). Ciertas
caracteristicas como una disminucion de la funcién renal, menos volumen de
distribucién o alteraciones en el metabolismo oxidativo junto a una
prescripcion mas frecuente, el uso concomitante de multiples fArmacos y los
efectos indirectos de enfermedades intercurrentes, a priori, podrian
predisponer a la toxicidad(62). La toxicidad hepatica de la isoniacida(63) se
incrementa linealmente con la edad. Sin embargo el riesgo de
hepatotoxicidad por acido valproico es mayor en menores de 10 afios(64).
Esto reflejaria que la influencia de la edad es farmaco dependiente. El
fenotipo toxico también podria relacionarse con este factor, siendo la

colestasis caracteristica en mayores de 60 afios(61).

* Sexo: se ha comprobado un mayor riesgo en mujeres para farmacos como
el diclofenaco, tetraciclinas y nitrofurantoina pero no para DILI en
general(65,66). Ademas, segun el registro espafiol, un 89% de los casos de
evolucion fulminante se dieron en mujeres en las que también es mas

frecuente la lesion hepatocelular(60,67,68).

* Enfermedad hepatica previa: no se ha asociado con un incremento del
riesgo de DILI para la mayoria de los farmacos, constituyendo una excepciéon
los pacientes con hepatopatia cronica que son tratados con metotrexate y los
pacientes con hepatitis B y C cronica(69), especialmente si estan coinfectados

por VIH(70).

* Comorbilidad: la diabetes puede influir en el riesgo de mortalidad y
cronicidad de DILI pero no se ha establecido un mayor riesgo para

presentarla(71). También se ha relatado un mayor riesgo de DILI en
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pacientes con psoriasis tratados con metrotexate que los que lo son por
artritis cronica(72) aunque puede estar limitado por factores de confusion.
* Interaccion farmacoldgica: teéricamente algunos farmacos y
xenobidticos pueden modular el potencial hepatotoxico de otras drogas por
induccidn o inhibicién de su metabolismo a través del CYP 450 o por
competicidn a nivel de los transportadores de membrana(73). El ejemplo
mas conocido es el efecto negativo que el alcoholismo crénico (inductor de
CYP2E1) ejerce en la toxicidad por paracetamol(59). Sin embargo la

evidencia para las reacciones hepatotoxicas en general, es insuficiente.

* Genética(74): los factores genéticos determinan la actividad de las vias de
metabolizacidn de farmacos, la efectividad de los factores protectores del
huesped y la regulacion de la respueste inmune.

Los estudios genéticos, tanto dirigidos a genes involucrados en el
metabolismo de los xenobidticos (Fases I-1II) como los amplios, sin una
relacion sospechada a priori (Genome-wide association study or GWAS) (4),
(75) han mostrado en adultos asociaciones significativas en casos de DILI
como se ha comentado en la etiopatogenia.

» Genética asociada al metabolismo de los toéxicos.

La existencia de polimorfismo genético de los CYP u otras
enzimas relacionadas con el sistema de detoxificacion hepatico,
provocan una variabilidad individual en el metabolismo de los
farmacos que puede conducir a la aparicion de DILI por disminucién
o incremento de la actividad del enzima. En la tabla 2 se enumeran
los polimorfismos mas conocidos y los farmacos con los que se

relacionan(74).
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- Deficiencia en sulfoxidacion

- Deficiencia en glutation sintetasa

- Deficiencia en GSTasab tipo T

- Deficiencia en detoxificacion de

metabolitos reactivos.

Farmaco

Perhexilina
Tetrabramato
Sulfamidas, dihidralacina
Clorpromacina
Acetaminophen
¢Tacrina?

Halotano, fenitoina, amineptino,
sulfamidas, carbamacepina

Tabla 2. Polimorfismos enzimdticos y HTX(74) (Adaptada de Larrey et al.)

» Otros determinantes genéticos.

Los GWAS realizados sobre grupos de pacientes con DILI inducida

por un farmaco especifico como flucloxacilina(51), amoxicilina-

clavulanico(76), ximelagatran, lapatinib(77) o lumiracoxib(78) han

identificado determinados polimorfismos del HLA I y Il asociados

significativamente(79). Estos se muestran en la tabla 3.

Farmaco
Flucloxacilina

Amoxicilina-Clavuldnico

Lumiracoxib
Lapatinib
Ximegalatran
Ticlopidina
Terbinafina
Fenofibrate

Ticlopidina

Alelo HLA

B*57:01
A*02:01

DRB1*15:01-DQB1*06:02

DRB1*15:01-DQB1*06:02
DRB1*07:01-DQA1*02:01
DRB1*07:01-DQA1*02:01

A*33:03
A*33:01
A*33:01
A*33:01

Tabla 3. HLA 1y Il asociados con la hepatotoxicidad. Adaptada de Ortega-Alonso

2016(31)
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También se ha descrito la implicacion de determinados
polimorfismos de citoquinas como la IL-10 (IL-10-627, IL10-
1082GIA, bajo productor de IL-10) (80,81) y de los receptores
asociados a antigenos de las células NK (KIR) en el desarrollo de
DILI. Se postula que podrian provocar una mayor extension e
intensidad de las lesiones una vez desencadenadas por cualquier
mecanismo; “Hipotesis de la sefial de peligro” iniciAndose una
respuesta inflamatoria que no se ve frenada por alteraciones a este
nivel.

Tanto la asociacion con los polimorfismos de HLA como IL-10 y KIR se

desarrollaran mas extensamente con la descripcion de la respuesta inmune.

1.4 Diagndstico

Una vez establecido el diagndstico de lesién hepatica es primordial
conocer la etiologia. El principal requisito para establecer el origen hepatotoxico es
pensar en él, ya que la amplia variedad de agentes capaces de producir un cuadro
clinico indiferenciable de DILI, dificultan y, en muchas ocasiones, nos llevan a
establecer diagnosticos etioldgicos erréneos. Solo si tenemos un nivel adecuado de
sospecha y realizamos una historia clinica detallada, en la que consten todos los
preparados, farmacoldgicos o naturales, asi como los datos de posible exposicion a
toxicos ambientales y su relacion temporal con el cuadro clinico del paciente,

podremos establecer un diagnostico cierto de DILI(9) (10)(5)

Siempre hay que descartar cualquier enfermedad capaz de producir alteraciones
hepaticas como infecciones por virus hepatotropos VHB, VHA,VHC, CMV, VEB;
enfermedades metabodlicas como la enfermedad de Wilson, o el déficit de a-1

antitripsina; enfermedades autoinmunes, etc (Anexo III)
1.4.1 Escalas clinicas de causalidad

El diagnostico de DILI debe ser valorado mediante escalas clinicas que de
forma objetiva establezcan la causalidad o no del farmaco sospechoso. Se debe
realizar un estudio secuencial desde de la sospecha clinica inicial, datos de

anamnesis sobre ingesta de posibles hepatotoxinas, su relaciéon temporal con la
Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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enfermedad y el descarte de otras etiologias posibles.

Una de las escalas mas utilizadas es la propuesta por CIOMS(53,54) (ANEXO II)
también denominada RUCAM (Roussel Uclaf Assessment Method). Dicha escala se
basa en un sistema de puntuacion estandarizado segun diferentes criterios:
cronolégicos, evolutivos, factores de riesgo, farmacos concomitantes, exclusion de
causas no farmacoldgicas, informacidn previa de hepatotoxicidad del farmaco y

reexposicion.
Finalmente el resultado se traslada a distintas categorias seguin la
puntuacion obtenida(53):
- Definida o altamente probable (> 8 puntos)
- Probable (6-8 puntos)
- Posible (3-5 puntos)
- Improbable (< 2 puntos)
- Excluida (< o igual 0 puntos).

En la practica clinica se puede utilizar un método mas simple, desarrollado y
probado por Maria y Victorino (M&V) (82) o la mas reciente, the Digestive Disease

Week-Japan (DDW-]) scale,

Las tres escalas han sido analizadas y comparadas en un reciente estudio de
Fontana et all sin definirse una evidente superioridad de ninguna de ellas. Se
defiende la necesidad de desarrollar una escala informatizada con una base de
datos que permita la incorporacién de nuevos criterios de susceptibilidad

(genética) y que pueda aplicarse clinicamente de una forma sencilla(83).
.5 Tratamiento

Salvo en el caso de la intoxicacion por paracetamol, en el que el
tratamiento con N-acetil-cisteina contrarresta sus efectos lesivos, para el resto de

toxicos ingeridos de forma aguda o crdnica no existe tratamiento especifico.
El tratamiento principal consiste en el cese, lo antes posible, de la administraciéon
del xenobiotico, por lo que el diagndstico precoz es indispensable.
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El uso de corticoides no esta indicado de forma generalizada, utilizandose s6lo en
el caso de lesidon hepatica grave en el contexto de una reaccion de hipersensiblidad

multisistémica.

El tnico tratamiento posible en casos de fracaso hepatico severo es el trasplante

hepatico(9).
1.6 Sistemas de deteccion y registro

Los avances evidentes que han experimentado la biologia celular,
molecular y biotecnologia han permitido el desarrollo de un nimero creciente de
nuevos farmacos con una eficacia cada vez mayor, pero de forma paralela una
mayor probabilidad de RAF, tanto por las caracteristicas de las nuevas moléculas

como por el uso combinado con otros farmacos.

Existe cada vez una mayor sensibilizacion sobre la seguridad del paciente y la
necesidad de establecer estrategias eficaces para disminuir, en lo posible, los
efectos adversos ocasionados por la asistencia sanitaria, incluyendo por su
frecuencia y gravedad los relacionados con el tratamiento farmacolégico. Por otro
lado la implantacion, cada vez mas extensa en la poblacion, de las llamadas
“medicinas alternativas”, sin los controles estrictos a los que estan sometidos los
farmacos tradicionales, supone un mayor riesgo de exposicion a posibles

hepatotoxinas(84)-(85,86)

No existe en la actualidad métodos sensibles para detectar en la fase de desarrollo
de los medicamentos, la probabilidad de hepatotoxicidad idiosincratica. Los
ensayos clinicos realizados en un nimero limitado de pacientes sanos, sin factores
de riesgo conocidos y durante un corto periodo de tiempo, no permiten prever lo
que ocurrira cuando el medicamento sea comercializado y administrado a la

poblacién general(87).

La tnica forma de acercarnos a la verdadera dimensién del problema es
mediante el analisis conjunto de los casos aparecidos en una poblacion y tiempo

determinados, con la ayuda de distintos tipos de registro.
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Cada estrategia o método para recoger los casos, tiene diferentes caracteristicas

con ventajas e inconvenientes. Los mas utilizados son:

e Programas de notificacién espontinea

Son sistemas “pasivos” en los que de forma voluntaria o obligatoria se declaran
las sospechas de RAF. En Espafia funciona desde 1983 el Programa de Notificacién
Espontdnea de Reacciones Adversas, también denominado “tarjeta amarilla” siendo

el eje fundamental del Sistema Espafiol de Farmacovigilancia(87).

Los datos obtenidos por los centros nacionales de al menos 95 paises, entre ellos
Espafia, se envian a VigiBase, la base de datos del Centro de Monitorizacién de
Uppsala, dependiente de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Esta base de
datos se cre6 en 1968 y contiene los datos obtenidos de mas de 4 millones de RAF

en los ultimos 40 afios(1) (88).

Estos sistemas han permitido conocer nuevos riesgos y describir determinados
sindromes asociados a farmacos, sin embargo esta demostrado que las cifras
registradas son muy inferiores a las reales, estimandose que la notificaciéon no
alcanza mas del 10%, en él mejor de los casos, cuando se comparan con los datos

obtenidos en los escasos estudios prospectivos existentes(89).

e Sistemas de registro intensivo de DILI

Son sistemas disefiados para aumentar la capacidad de deteccion de RAF
mediante la busqueda activa, habitualmente en pacientes ingresados, y creando
una red de profesionales motivados. Mediante este sistema se consiguen cifras de
incidencia mas elevadas, aunque no totalmente representativas de la poblacion

general.
Ejemplos de este sistema de deteccién son:

v SPANISH DILI REGISTRY (Grupo espaiiol para el estudio de las
hepatopatias asociadas a medicamentos)

http://www.spanishdili.uma.es/index.php/es/: el registro espafol de HTX se

cred en 1994 creandose una red multidisciplinar al que se han ido

incorporando progresivamente numerosas Unidades Clinicas de Hospitales
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de todo el territorio nacional participando activamente en la identificacion de

casos y en la recoleccion de muestras de sangre de sujetos afectos(67,83).

v' Proyecto PAIDOSHAM (Grupo espaiiol de trabajo sobre la

hepatotoxicidad en la infancia) http://www.paidosham.es : constituye una

red activa de especialistas motivados en la deteccién y comunicacion de
incidencias de hepatopatias téxicas con la creacion de un registro en la edad

pediatrica activo desde 2008(84,90).

v" DILIN (Drug-Induced-Liver Injury Network. EEUU): estudio
observacional, prospectivo, puesto en marcha en 2003 con el objetivo de
crear un registro de los episodios de DILI en nifios y adultos y una base de
muestras para posteriores estudios clinicos y mecanicistas de esta patologia.
Se desarrolla por un acuerdo de cooperacion entre el Instituto Nacional de

Salud, nueve centros clinicos y un centro coordinador en EEUU(57,91).

¢ Registros intensivos selectivos

Consisten en registros limitados al ambito asistencial, generalmente
hospitalario, en determinados grupos de pacientes o servicios diana, con riesgo
elevado de hepatotoxicidad. Se establecen una o varias sefiales de alerta en los
resultados analiticos realizados a los pacientes de los servicios diana y en los casos
que se activan las alertas las historias y los pacientes son revisados de forma
especifica para valorar la presencia o no de DILIL Son validos para mejorar y
aumentar la deteccion de casos, pero solo en su ambito asistencial y en los

servicios clinicos diana(52).
.7 Epidemiologia

Las reacciones hepatotoxicas son consideradas entre las mas frecuentes y
graves de las reacciones adversas a farmacos (RAF) siendo un motivo creciente de
interés su deteccion y reconocimiento(52,87).

En Espafia, a través del “Programa de Notificacién Espontanea de Reacciones
Adversas”, la declaracion de RAF graves, incluida DILI(87)es menor del 10% a
pesar de ser un sistema relativamente sencillo. Las cifras de incidencia de

hepatotoxicidad obtenidas en el Centro Coordinador del Registro Espafiol de
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Hepatotoxicidad durante el periodo de 1998 a 2003 fueron de 34,2 + 10,7 casos
por 106 habitantes por afio, siendo la tasa de reacciones que requirieron
hospitalizacion aproximadamente la mitad(67).

Un estudio multicéntrico, prospectivo, realizado por el grupo de trabajo "Acute
Liver Failure Study Group”, con el objetivo de conocer la etiologia del fallo hepatico
agudo (FHA), muestra que actualmente la toxicidad hepatica es la causa mas
frecuente de FHA, si se suman los casos relacionados con intoxicacion por
paracetamol (39%), con los de las reacciones de naturaleza idiosincrasica (13%).
No obstante, todavia una proporcion substancial de casos de insuficiencia hepatica
aguda grave permanece sin etiologia conocida tras una evaluacién diagndstica
exhaustiva(92).

1.7.1 Epidemiologia en Pediatria

La escasez de estudios fiables acerca de la verdadera incidencia de RAF en
la poblacién adulta, se hace ain mas evidente en el nifio.
A pesar de que los nifios son grandes consumidores de farmacos, hasta el 20% de
los medicamentos vendidos estan destinados a pacientes menores de 18 afios, no
existe en muchas ocasiones informacion cientifica suficiente que apoye las
prescripciones en el paciente pediatrico. Diversas aportaciones cientificas ponen
de manifiesto el frecuente uso de medicamentos sin indicacion pediatrica, uso a
dosis diferentes a las recomendadas, por vias no establecidas y/o para
indicaciones no incluidas en ficha técnica. En algunas unidades de cuidados
intensivos neonatales se han descrito hasta un 90% de uso de farmacos fuera de
indicacion en ficha técnica, debido principalmente a la falta de alternativas
terapéuticas registradas. Porcentajes parecidos, aunque algo menores, han sido
reportadas en salas de hospitalizaciéon pediatrica(93,94).

Es evidente la necesidad de evaluar adecuadamente los medicamentos que
pueden ser utilizados en la infancia para controlar la seguridad, eficacia y calidad
de los mismos(3). Sin embargo la investigacion de farmacos en pediatria supone
un coste 3-4 veces mayor que en adultos y ademas, hay una cierta reticencia o

temor a realizar ensayos clinicos en nifios por motivos éticos (95,96).
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Estas circunstancias nos obligan a usar farmacos en pediatria cuya
informacion se basa en los estudios en adultos a pesar de que las diferencias
anatomicas, fisioldgicas e inmunologicas que presenta el nifio, considerando su
estado de maduracion progresiva, le predisponen de forma diferente a la

hepatotoxicidad.

Ademas hemos de tener en cuenta la necesidad de adaptar la galénica de algunos
medicamentos a formas mas adecuadas para el nifio sin los correspondientes

estudios de seguridad y bioequivalencia de estas formas de administracion.
Las principales diferencias entre el nifio y el adulto las podemos resumir en:

- Anatémico-Fisiol6gicas

El recién nacido tiene aproximadamente un 20% de los hepatocitos
del adulto, continuando el crecimiento y maduracion fisiolégica durante
los primeros afos de vida.

La funcionalidad hepatica también se va modificando en funcidn al
numero y grado de actividad de sus enzimas. Al nacimiento la expresion
de la isoenzima CYP450 representa el 50% del valor adulto aunque en
el primer mes sufre un rapido incremento. Otras vias metabdlicas como
la glucuronoconjugacion presentan una inmadurez relativa (sindrome
del hombre gris por cloranfenicol y, por el contrario, otras se
encuentran hipertrofiadas, existiendo, por ejemplo, un predominio de

reacciones detoxificantes por sulfatacion de toxinas(44).

La expresion fenotipica de la farmacogenética es progresiva
estableciéndose la definitiva de cada nifio alrededor de los 3 afios.
Previamente suelen ser acetiladores lentos, lo que puede suponer un
factor protector frente a la hepatotoxicidad por isoniazida y, en cambio,

aumentar la susceptibilidad a los efectos neurotoxicos.

- Farmacocinéticas

El RN y lactante tienen una menor capacidad de absorcidon oral, en
cambio, la absorcion a nivel cutaneo es mayor que a otras edades,

dandose casos de intoxicacion con farmacos de uso tdpico como
Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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salicilatos o signos de hipercorticismo por cremas con esteroides.

En los primeros meses de vida hay un aumento del volumen de
distribucién, debido al mayor contenido hidrico global y extracelular,
junto a un aumento de la fraccion libre del medicamento lo que, unido a
una disminucion de la capacidad de eliminacion, determina la
necesidad de aumentar el intervalo posolégico y, en ocasiones, la dosis

inicial de carga de determinados farmacos(56).

- Farmacodinamicas

Son dificiles de preveer y muy importantes. Algunos medicamentos
pueden tener un efecto aparentemente paradégico en el nifio como la
repuesta sedante por anfetaminas y la hiperexcitacion por
antihistaminicos. Otros efectos son exclusivos de determinada etapa
madurativa, como la posibilidad de cierre del DAP por antiinflamatorios
no esteroideos o la posibilidad de alterar, de forma temporal o

definitiva, el crecimiento por el uso de esteroides o quinolonas.

Con respecto a la incidencia en pediatria, se han reportado cifras de 15,1 por
1000 reacciones adversas a farmacos en nifios, representando hasta un 2% de los
pacientes pediatricos ingresados, similar a lo observado en adultos. Del total de
RAF observadas en nifios un porcentaje alrededor de 1 %, cursan con afectacion
hepatica de gravedad variable(1) (21). El analisis etiolégico de los casos de fallo
hepatico agudo en nifios, realizado mediante un estudio prospectivo multicéntrico
por el Pediatric Acute Liver Failure Study Group (PALF), encontro la lesiéon
hepatotoéxica como responsable del 5% de los casos. Hay que destacar un alto
porcentaje de causa indeterminada, hasta el 49 % de los casos y en menores de 3

afios del 54 %(97)

En la literatura existen escasas referencias bibliograficas sobre las reacciones
hepatotoéxicas en la infancia, limitdndose habitualmente a casos aislados o

pequefias series(27,97-100).

El estudio mas amplio tanto en nimero de casos como en extension de la poblaciéon
estudiada es el llevado a cabo por Ferrajolo et al. en el que se analiza de forma
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retrospectiva los datos existentes en VigiBase sobre RAF en menores de 18 afios,
en el periodo comprendido entre Enero de 2000 y Diciembre de 2006. Se recogen
un total de 6147 reacciones hepatotoxicas frente a 226.266 RAF sin alteracion
hepatica (sin considerar las RAF relacionadas con vacunas) (1). El porcentaje de
reacciones hepatotéxicas con respecto al total de RAF es del 2.7%. En la tabla 4 se
recoge el listado de medicamentos causantes de hepatotoxicidad, en orden
decreciente, segiin el nimero de casos. Los autores calculan la proporcion de odd
ratio para cada medicamento (ROR) entre casos con hepatotoxicidad y no-casos o

controles con RAF no hepatotoxicas(1).
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FARMACO

Isotretinoina
Paracetamol
Acido Valproico
Carbamazepina
Metotrexato
Minociclina
Lamotrigina
Zidovudina
Pemolinat
Ceftriaxona
Metilfenidato
Bosentan
Ciclosporina
Atomoxetina
Azitromicina
Olanzapina
Eritromicina
Infliximab
Risperidona
Fenitoina
Voriconazol
Topiramato
Trimetoprim/Sulfametox
Isoniazida
Vincristina
Lamivudina
Etinilestradiol /levonorge
Oxcarbazepina
Gemtuzumab
Fluconazol
Mercaptopurina
Fenobarbital
Amoxicillina/clavulanico
Tioguanina
Rifampicina
Nevirapina
Citarabina
Clozapina
Claritromicina
Interferon beta
Acido Acetil Salicilico
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HTX

420
347
280
140
134
117
112
106
104
104
96
85
71
64
63
62
60
60
59
57
52
51
48
47
46
45
43
43
42
42
41
41
31
37
37
37
36
36
35
30
30

RAF
NO HTX
12.051

4.049
3.065
2.271
1.873

959

3.005
2.446
282
1.695
4.199
353
117
1.624
2.932
845
1.196
2.083
2.611
1.222
270
1.356
3.064
140
1.119
764
928
1.205

241

409

252

594

1.309
240
243

1.487
885

1.646

1.081
497

1.070

ROR (95% CI)

1,3 (11-15)
3,4 (3,1-3.8)
2,2(19-2,6)
2,1(1.8-2,5)
2,5 (2,1-3,0)
3,5(2.9-4,3)
1,3 (L1-16)
1,2 (1,0-1,5)

14,4 (115-18,2)

2,6 (2.1-32)
0,7 (0,6-0.9) *
7.3(5.7-9.2)
1,6 (1,3-2.1)
1,3 (1,0-1.6)

0,8 (0,6-1,0) *

2,3 (1.7-2.9)
2,3(18-31)
0,9 (0,7-1,1)*
0,7 (0,5-0,9)*
2,0 (15-2.6)
6,7 (5.0-9,1)
1,1(0,9-1.5)*
0,9 (0,7-1,2)*

14,0 (9,9-19,7)
1,5 (1,1-2,0)
1,7 (13-2.3)
1,5 (11-2.1)
1,1 (0,8-1,5)*
6.7 (4,8-9.4)
3,6 (2,6-5,0)
6.0 (4.3-84)
39(2.8-54)
0,8 (0,6-1,2)*
6.2 (4.4-8,8)
5.1 (3.6-7.3)
0,8 (0,6-1,1)*
1,5(1,1-2.2)
0,7 (0,5-0,9)*
1,0 (0,7-1,4)*
2,3(1,6-33)
0,9 (0,6-1,3)*

Tabla 4: Listado de medicamentos causantes de hepatotoxicidad en orden decreciente(1).
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El siguiente estudio en volumen de pacientes es el publicado por Yun Zhu et al. en
2015 donde estudiaron retrospectivamente 69 casos de nifios ingresados por DILI
entre Enero de 2009 y Diciembre de 2011. Se analizan las causas, clinica, datos de
laboratorio, caracteristicas patologicas y evolucion de nifios hasta los 14 afios y
comparan las diferencias entre los episodios causados por farmacos de la medicina
tradicional occidental (WMs) y los debidos a hierbas medicinales chinas (CHM).
Los antibidticos constituyen los firmacos mas frecuentemente implicados en DILI
pero los episodios son mas severos y con mayor tendencia a la colestasis, aunque
mas agudos y autolimitados, cuando en la etiologia estan implicadas las hierbas
medicinales. Se recogen 15 casos de DILI por CHM siendo las mas frecuentes la

Ephedra sinica y Polygonum multiflorum(101).

Molleston et al publicaron en 2011 los resultados(57) obtenidos en pacientes de 2
a 18 anos de edad, con sospecha de hepatotoxicidad del Drug-Induced Liver Injury
Network (DILIN) Prospective Study(57). En el periodo comprendido entre
septiembre de 2004 y 2009, 30 nifios cumplieron los criterios de hepatotoxicidad.
Los antimicrobianos, en conjunto, fueron los farmacos mas frecuentemente
implicados con 15 casos, seguido de anti-epilépticos con 8, farmacos para TDAH, 4
y psicoanalépticos con 3. En la tabla 5 se enumeran los farmacos mas
frecuentemente implicados de forma individual. En 6 casos se consideraron

implicadas mas de una sustancia.
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Grupo Terapéutico Farmaco N2 casos

S

Minociclina
Antibacterianos (15) Isoniazida
Azitromicina
Amoxicilina
Oxacilina
Levofloxacino

Sulfametoxazol
Lamotrigina

Antiepilépticos (8) Acido Valproico
Fenobarbital
Fenitoina
Carbamazepina
Atomoxetina
Psicoanalépticos y Metilfenidato
Antipsicoticos (7) Fluoxetina
Amitriptilina
Perfenazina
Ac. Folico/Nicotinamida/Zinc
Otros (7) Nicotinamida
Daunorubicina
Vincristina
Metildopa

Drosperidona/etinil estradiol

= e e e e e e e e e W = N W =N W W

Hidroxicut
Tabla 5. Sustancias implicadas en hepatotoxicidad en menores de 18 afios. DILIN
Prospective Study
En 2012 nuestro grupo publico los resultados del estudio pediatrico con mayor
tamafio muestral en Espafia. Se trata de un estudio observacional prospectivo
realizado desde Enero del 2008 a Diciembre de 2011 donde participan 8 hospitales
espafoles. Se reclutan un total de 36 reacciones hepatotéxicas en 33 nifios que
quedan incluidos en el registro espafiol de hepatotoxicidad en la poblacién

pediatrica activo desde el 2008(84).
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Al igual que en los estudios previos, los antibidticos son los agentes mas
frecuentemente implicados. A nivel individual la Amoxicilina/clavulanico es
responsable del mayor nimero de casos (31.4%). La lesion mas frecuente fue de
tipo hepatotoxico (55.5%) y el mecanismo etiol6gico hasta en un 94% fue de tipo
idiosincrasico metabdlico. En un sélo caso, desencadenado por Isoniacida, la
evolucion fue fulminante con fallecimiento del paciente tras trasplante hepatico.
Ademas se describen 3 episodios de reexposicion accidental a los farmacos (anis
verde, ibuprofeno y meropenen) en los que la elevacion de las enzimas hepaticas

€s mayor y mas precoz.

Caso Sexo Edad Farmaco Dias Via Indicacion
meses Tto. administ. terapeut.
1 Hombre 61 Ibuprofeno 4 Oral Fiebre
2 Mujer 11 Rifampicina 14 Intravenosa Meningitis
neumo
3 Mujer 26 Meropenen 7 Intravenosa SIRS
4 Mujer 28 Meropenen 3 Intravenosa Sepsis
5 Mujer 36 Metotrexate 1 Intravenosa Leucemia
linfoblastica
6 Hombre 1,5 Amiodarona 6 Intravenosa Taquimio-
cardiopt.
7 Hombre 6 Meropenen 28 Intravenosa Sepsis
8 Hombre 2 Meropenen 15 Intravenosa Sepsis
9 Mujer 1,6 Voriconazol 13 Intravenosa Neumo
Candida
10 Mujer 36 Zonisamida 9 Oral Convulsiones
11 Mujer 2 Voriconazol 14 Intravenosa Sepsis
Candida
12 Hombre 1 Cloxacilina 4 Intravenosa Sepsis
Aureus
13 Mujer 120  Amoxicilina 5 Oral Amigdalitis
14  Hombre 180 TMT-SMX 60 Oral Ataxia-
telang.
15 Mujer 168 Aciclovir 14 Intravenosa Encefalitis
16 Mujer 60 I[soniacida 60 Oral Tuberc.
pulmonar
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34
35

36

Tabla 6. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Mujer
Hombre
Mujer
Mujer
Mujer
Mujer
Mujer
Hombre

Hombre

Mujer

Hombre

Hombre
Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

Hombre

36

96

36

36

18

84

60

108

12

11

192

60

120

2
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I[soniacida
I[soniacida
Ibuprofeno
Ibuprofeno

Metotrexate

Propiltiouracil

0
Amoxicilina-
clavulanico

Amoxicilina-
clavulanico
Amoxicilina-
clavulanico

Amoxicilina-
clavulanico
Amoxicilina-
clavulanico
Amoxicilina-
clavulanico
Amoxicilina-
clavulanico
Amoxicilina-
clavulanico

Amoxicilina-
clavulanico

Amoxicilina-
clavulanico

Amoxicilina-
clavulanico

Anis verde

Anis verde

Cola de caballo

14

90

11

15

115

10

10

10

10

20

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral

Oral
Oral

Oral

Meningitis
Tuberc.
Tuberc. Pulm

Sinovitis
cadera
Sinovitis
cadera
Art. idiop juv.

Hipertiroi-
dismo
Amigdalitis

IRVB

Bronquitis

Infeccion
resp.
Infeccion
resp.

Adenoflem
Amigdalitis

pult.
Amigdalitis

Mastoiditis

Infeccién
resp.

Infeccién
resp.
Vomitos

Vomitos

Aerocolia
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Del Grupo de Trabajo Espafiol sobre Hepatotoxicidad en la Infancia también

hay que destacar las siguientes publicaciones:

- “Amoxicilin-Clavulanic Acid Hepatotoxicity in Children”, publicado
en 2012, donde se determina la importancia de la hepatotoxicidad por
Amoxicilina/Clavulanico en la poblacion pediatrica, caracterizando los
episodios identificados y los posibles factores de susceptibilidad del

huésped(90).

- “Hepatotoxicidad y consumo de productos de herboristeria en la
poblacion pedidtrica”, publicado en 2015, donde se presentan 4 episodios de
hepatotoxicidad por productos naturales en tres nifios, analizandose sus

caracteristicas epidemiologicas y clinicas(102).

Todos los casos proceden del Registro Espafiol de Hepatotoxicidad en la Poblaciéon

Pediatrica.

En la mayoria de las publicaciones se manifiesta la necesidad de seguir
completando las bases de datos activas con informacidn rigurosa y prospectiva,
manteniendo el estimulo en la red de profesionales implicados en la deteccion y
comunicacion de incidencias de hepatopatia toxica. El analisis de estos casos
permite una mayor calidad y rigor de la informacion y el banco de muestras
recogidas, continuar investigando entre otros, posibles factores individuales de

susceptibilidad como los determinantes genéticos.
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1.8 Respuesta Inmune.

Inmunidad innata y adquirida.

El sistema inmune define la capacidad de defensa del organismo frente a
agentes patdgenos extranos a él, es decir, frente a la infeccion. Existe una
inmunidad innata o inespecifica que actiia como primera linea de defensa frente
a los microorganismos patogenos, y responde de forma rapida e inespecifica antes
del desarrollo de las respuestas mas versatiles del sistema inmunitario
adaptativo.

El sistema inmunitario innato incluye factores solubles como las proteinas de
fase aguda, citoquinas, quimiocinas y el complemento, asi como componentes
celulares como los neutréfilos, monocitos/macréfagos y los linfocitos citoliticos
naturales(103) (NK, natural killer). El sistema inmune especifico o adaptativo
(adquirido) esta compuesto por los linfocitos T y B y sus moléculas efectoras.

(Tabla 7)

Factor Fuente Funcion

IL-1 Macréfagos Su efecto coestimulador sobre los linfocitos T potencia la
presentacion de antigenos, respuesta de fase aguda,
fiebre.

IL-2 Linfocitos T Factor de crecimiento principal de linfocitos T; factor de

crecimiento de linfocitos B y NK, se requiere para la
funcidn y la supervivencia de los linfocitos T
reguladores.

IL-3 Linfocitos T Factor de crecimiento de mastocitos; factor estimulante
de multiples colonias.

IL-4 Linfocitos T Factor de crecimiento de linfocitos T; potencia la sintesis
de IgE; potencia la diferenciacién de linfocitos B;
crecimiento de mastocitos.

IL-5 Linfocitos T Potencia la diferenciacién de eosinéfilos; potencia la
sintesis de inmnoglobulinas; potencia la sintesis de IgA
IL-6 Linfocitos T, Potencia la sintesis de inmunoglobulinas, actividad
macro6fagos, antiviral, induce la respuesta de fase aguda, fiebre,
fibroblastos, efectos hematopoyéticos.
endotelio
IL-7 Células Potencia el crecimiento de células pre-T.
estromales
IL-8 Linfocitos T, Proteina activadora de neutréfilos; factor quimiotactico
macrofagos y de linfocitos T y de neutrdfilos.
epitelio
IL-9 Linfocitos T Actta con la IL-4 e induce la produccidn de IgE,

crecimiento de mastocitos.

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
analisis de factores inmunogenéticos asociados (HLA, citoquinas y genotipo KIR)



IL-10

IL-12

IL-13

IL-17

IL-18
IFN-y

TGF-B
RANTES

MIP-1a

Eotaxinas
1,2y3

IP-10

Linfocitos Ty
macrofagos

Macréfagos y
neutroéfilos

Linfocitos T

Linfocitos T

Macréfagos
Linfocitos T

Linfocitos T

Linfocitos T
Células
mononucleares,
endotelio.
Epitelio,
endotelio,
eosinofilos,
fibroblastos,
macro6fagos.
Monocitos,
macro6fagos,
endotelio.

INTRODUCCION

Inhibidor de la sintesis de citoquinas; suprime la funciéon
de los macroéfagos; potencia el crecimiento de linfocitos
B; inhibe la produccién de IL_12; suprime la inflamacién
en la superficie de la mucosa.

Factor estimulante de linfocitos NK; factor de
maduracién de linfocitos citotoxicos; potencia la sintesis
de IFN-y; inhibe la sintesis de IL-4.

Potencia la sintesis de IgE; potenciael crecimiento de
linfocitos B; inhibe la activacion de los macréfagos;
produce hiperreactividad de las vias respiratorias.
Induce la sintesis de IL-1f y de IL-6, importantes en las
infecciones fngicas.

Potencia la sintesis de IFN-y.

Activacion de los macro6fagos; inhibe la sintesis de IgE;
actividad antiviral.

Inhibe la proliferacién y la activacion de los linfocitos T y
B; induce los linfocitos T reguladores.

Quimiocina para monocitos, linfocitos T y eosinéfilos.
Quimiocina para linfocitos T; potencia la diferenciacién
de linfocitos T CD4+.

Quimiocina para eosinofilos, baséfilos y linfocitos Th2.

Quimiocina para linfocitos T activados, monocitos y
linfocitos NK.

IFN, Interferon; NK, Natural Killer; RANTES, regulated on activation, normal T
expressed and secreted, Th2, Thelper2.

Tabla 7. Citoquinas, quimiocinas y sus funciones(104).
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El reconocimiento de los patégenos por el sistema inmune innato(105) esta
facilitado por receptores en los macréfagos, células NK y neutréfilos que reconocen
unidades del patégeno denominadas patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP). Este reconocimiento conduce a la produccién de citoquinas y
quimiocinas que inician la inflamacién y reclutan células inflamatorias, inducen
una respuesta de fase aguda y activan el sistema inmune adaptativo(103).

El sistema inmune adquirido se caracteriza fundamentalmente por la
especificidad de antigeno y el desarrollo de la memoria inmunolégica(106)
producida por la expansion y maduracion de linfocitos T y linfocitos B especificos
de antigeno.

La inmunidad especifica se divide en humoral y celular:

e La inmunidad humoral es mediada por los linfocitos B que producen
anticuerpos (inmunoglobulinas) que neutralizan las toxinas liberadas por
los patégenos, opsonizan microorganismos para facilitar su captacion por
las células fagociticas, activan el complemento produciendo la citolisis del
patégeno, y dirigen las células NK para matar las células infectadas a través
de la citotoxicidad mediada por anticuerpos.

e La inmunidad celular depende de los linfocitos T(107) que destruyen las
células infectadas por virus(105) y células cancerosas, activan los
macrofagos para matar los patogenos intracelulares, y administran las
sefiales necesarias para la sintesis de anticuerpos por los linfocitos B y la
formacion de células B de memoria.

1.8.1 Linfocitos T

Existen dos tipos de células T: las células T citotoxicas (TCD8+) o Tc que
destruyen células diana infectadas, y las células T helper (TCD4+) o TH1 y TH2 que

activan principalmente macrofagos y células B.

Las células efectoras poseen una vida limitada por lo que una vez eliminado el
antigeno, experimentan muerte celular programada o apoptosis. Algunas de éstas,
células de memoria(106), persisten constituyendo una memoria inmunoldgica que
garantiza una respuesta mas rapida y efectiva en un segundo encuentro con el

germen patdégeno.
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Los linfocitos T tienen en su membrana celular un receptor (TCR) encargado
de reconocer el antigeno asociado al Complejo Mayor de Histocompatibilidad

(CMH) de las Células Presentadoras de antigeno (APC).

1.8.1.1 Estructura y genética del Receptor de las células T (TCR)

Cada receptor esta formado por dos cadenas polipeptidicas distintas
denominadas cadenas ay B (v y 6 en forma alternativa) que estan unidas entre si
por puentes disulfuro. Estas son las responsables del reconocimiento antigénico de
los linfocitos T.

El TCR es monovalente (tiene un solo sitio de union al antigeno) y nunca se secreta,

a diferencia que las inmunoglobulinas.

Figura 10. Estructura tridimensional del TCR.

Los genes del receptor se organizan en diferentes segmentos genéticos; V, ], Dy C.
Estos se producen por sucesivos reordenamientos de ADN que juntan los ADN que
codifican las regiones V (variable) y C (constante) del receptor. Los segmentos
génicos ] estan separados de los genes de la region C por ADN no codificante, y se
unen a ellos por procesamiento del ARN después de la transcripcion, y no por

recombinacion de ADN.
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Figura 11. Organizacion de los genes de las cadenas «, y, B y 6 del RCT.

La recombinacién VD] se produce entre segmentos génicos localizados en el mismo
cromosoma y es la responsable de la diversidad estructural de los receptores, y por
tanto, de la especificidad de éstos.

Cuando los dominios V (variables) de las dos cadenas se emparejan, las regiones
hipervariables de cada dominio se unen creando un solo sitio hipervariable en el
extremo que constituye el sitio de unién al antigeno. Hay tres regiones
hipervariables que determinan la especificidad del receptor hacia el antigeno y
forman una superficie complementaria a él llamadas regiones determinantes de
complementariedad o CDR (CDR1, CDR2 y CDR3).

La diversidad estructural de los receptores T se debe enteramente a la diversidad
combinatorial y de unién generada durante el proceso de reordenamiento génico
mediante un complejo de enzimas codificadas por los genes RAG1 y RAG2 (genes

de activacion de la recombinacién).
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1.8.1.2 Correceptores CD4 y CD8
Como ya se ha comentado previamente, las células T se dividen en dos tipos
principales que difieren en la clase de molécula de MHC que reconocen cuando

éste les presenta el péptido antigénico en la superficie celular.

- Linfocitos T CD4: reconocen CMH de clase II - péptido, y estan especializadas
en activar otras células inmunitarias efectoras, células B o macrofagos, para
que actuen contra los antigenos que han capturado(108).

- Linfocitos T CD8 reconocen complejos de MHC de clase I - péptido, y se

activan para destruir células que exhiben péptidos extrafios derivados de
agentes patdgenos citosolicos.
CD4 y CD8 se asocian en la superficie de la célula T con componentes del receptor
T durante el reconocimento antigénico denominandose por esto

correceptores(109,110).

...

CcDs

TCR

CD4 P,

o Clase | Clase I

Figura 12. Correceptores CD4 y CD8

Durante la maduracion de los linfocitos T tiene lugar un proceso de seleccion
positiva que asegura que todas las células T maduras implicadas en la respuesta
inmune adaptativa tengan receptores funcionales capaces de responder a los
péptidos presentados por moléculas de MHC propio en las células presentadoras
de antigeno y una seleccion negativa que asegura la tolerancia al eliminarse las

células autorreactivas.
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1.8.1.3 Union Antigeno - Receptor de linfocitos T.

Al unirse el antigeno especifico al receptor, éste experimenta un cambio
conformacional que activa un proceso de sefializacion intracelular bien por
apertura de un canal idnico en la célula o activando proteinas y enzimas de

sefializacidn intracelular(111,112).

La sefalizacion desde el complejo del receptor de las células T depende de una
secuencia de aminoacidos llamada motivos de activacion del inmunoreceptor
(ITAM) (111,113) que estan presentes en las cadenas accesorias implicadas en la

sefializacidn desde el receptor.

APC

CD4/CD8

/ TCR
cD45 a3

2 CD3

Lok ITAM

Downstream
signaling events

Figura 13. Modificaciones en TCR tras unién al antigeno(111).
Graphic 62164 Version 4.0 Uptodate

Una vez que se ha iniciado la cascada de sefiales se producira la activacion de los
factores de transcripcion (NFkB, NFAT, AP-1 y Junos) que actuaran en los
cromosomas de las células T, iniciandose una nueva transcripcién génica que
termina en la diferenciacion, proliferacidn y acciones efectoras de las células

T(107).
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1.8.2 Natural Kkiller.

Las células NK constituyen la tercera estirpe de células de tipo linfoide
que participan tanto en la inmunidad innata como en los mecanismos de defensa
adquirida. Su funcién esencial es identificar y destruir células tumorales o
infectadas, fundamentalmente por virus (células blanco).

Ademas, por su capacidad secretora, tanto de citoquinas como quimiocinas,
interviene en la regulacion del sistema inmune(114).
Carecen de TCR y, en su mayoria, expresan en la superficie las moléculas Fc y R-III

(CD16) y CD56 que, junto con otros marcadores, definen este grupo celular.

1.8.2.1 Funcidn citotoxica.

Para ejercer esta accion se requiere el reconocimiento de las células
blanco a través de diferentes tipos de receptores de membrana mas la accién de
ciertas citoquinas y moléculas de adherencia facilitadoras de la interacciéon
celular(115).

Los receptores pueden ser de activaciéon o actuar como activadores o inhibidores
segln el ligando presente en la célula diana y el balance neto entre sefales
activadoras e inhibidoras(116). Estos tienen como ligando moléculas de HLA 1.

La lisis se realiza de manera directa, lisis natural, sin necesidad de un periodo de
sensibilizacion previa, o bien mediante la participacion de anticuerpos,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o ADCC, que implica la presencia de
anticuerpos que son reconocidos por su extremo Fc por los receptores CD16 de las

células NK.

Lisis

_~ natural \

Célula
= blanco
» “ ‘
w{&ec eptor

Activante O
NK Ag

Iz ADCC

o

FeyR (CD16)

Figura 14. Esquema representativo de los receptores implicados en la lisis natural (parte
superior) y ADCC (parte inferior) de las células NK. Tomada de M. Lépez-Botet-].Peiia
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1.8.2.2 Funcion secretora
La funcidn secretora se activa por distintos estimulos como la interacciéon
con las células blanco, la accién de IL-2 (117) e IL-12 o por activacion directa, por
ejemplo por anticuerpos frente a las moléculas CD16, CD69 o CD80.
Entre las sustancias sintetizadas y secretadas destacan citoquinas como el TNF-
alfa, [FN-gamma, IL-3, GM-CFS y M-GSF y quimiocinas tales como MIP-1alfa, MIP-

1beta y RANTES de gran importancia en los fenémenos inflamatorios.

1.8.2.3 Receptores NK especificos de antigenos HLA.
Son un grupo heterogéneo de glicoproteinas que pertenecen a distintas
familias de moléculas y se expresan en células NKy en ciertos linfocitos T(118).
> Receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas:
- KIRs (killer cell Ig-like receptors). Receptores de antigenos HLA-I.
- ILTs (immunogloobulin like transcripts).
> Receptores tipo lecitina:

- CD94/NKG2.

1.8.2.3.1 Receptores NK tipo KIR.

Son receptores implicados en la inhibicion de la lisis celular al
interaccionar especificamente con determinadas moléculas HLA de clase I de la
célula diana.

Para su denominacion, segin el nimero de dominios presentes en la molécula del

receptor, a la palabra KIR, se afiaden los sufijos 2D y 3D que indican el numero de
los dominios de inmunoglobulina que poseen y la letra L (long) o S (short) segin
que la cola citoplasmatica de estas moléculas sea larga o corta respectivamente.
Son los receptores que presentan la mayor variabilidad y diversidad genética de
las células NK(119). Los genes que codifican estos receptores se encuentran
agrupados en una region denominada leukocyte receptor complex (LRC) en la
region cromosémica 19q13.4(120).

La distribucion de estos receptores en las células NK no es homogénea y cada clon

NK puede expresar uno o varios tipos de estos receptores. Se aprecian claras
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diferencias en la expresion de cada receptor cuando se estudian distintos
individuos y hay indicios de que el repertorio de receptores esta regulado, durante

el desarrollo, por factores genéticos(121,122).

1.8.2.4 Transduccion de seiiales.

Tanto los receptores KIR, ILT como el homodimero de CD94 con distintos
miembros de la familia de NKG2(123), pueden ejercer acciones inhibidoras como
activadoras dependiendo de la cola citoplasmatica de dichas moléculas y de las

cinasas con las que se asocien(124,125).

Rs-NK ﬂ o

NK ) N
= & ! ‘(
Receptor Ligando T
activante

NK

Figura 15. la accidn de las células NK resulta del equilibrio entre receptores con
cardcter activante e inhibidor.
Tomada de M. Lépez-Botet-].Pefia
1.8.2.4.1 Mecanismos de inhibicion.
Los receptores inhibidores se caracterizan por poseer en sus dominios
intracitoplasmaticos uno o dos motivos inhibidores de tirosina denominados
ITIM (immunoreceptor tyrosine- based inhibitory motifs) que tienen la
propiedad de unirse al dominio SH2 que contiene las tirosin fosfatasas, SHP-1y
SHP-2, y asi producir inhibicion de la citotoxicidad.
Esta accion inhibidora previene de la destruccion de las células normales del
huésped que expresan moléculas de histocompatibilidad reconocidas por estos
receptores. Cuando una célula deja de expresar estas moléculas puede ser
destruida por células NK al no ser frenada su actividad.
Los receptores de este grupo son KIR2DL (KIR2DL1, 2, 3y 5), KIR3DL(126)
(KIR3DL1, 2, 3), ILT-2, NKG2A y NKG2B.
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Figura 16. Estructura de los receptores KIR inhibidores y activadores.

1.8.2.4.2 Mecanismos de activacion.

Los receptores activadores son homdlogos a los anteriores
diferenciandose solo en los dominios intracelulares. Presentan el motivo activador
(ITAM) tiene la propiedad de asociarse a homo o heterodimeros de CD3€ y/o
FceRI-y u homodimeros de DAP-12 o DAP-10.

Estos receptores son KIR2DS (KIR2DS1, 2, 3, 4 y 5; KIR3DS1).
El receptor KIR2DL4 tiene capacidad inhibidora y activadora al poseer un tallo
intracitoplasmatico con un residuo mediante el que interacciona con FceRI-y y un

motivo ITIM inhibidor.
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Figura 17. La ausencia de moléculas de histocompatibilidad hace que las células diana
pierdan la proteccion frente a la lisis por las células NK. Tomada de M. Lopez-Botet-].Pefia.

1.8.2.4.3 Variabilidad en los receptores KIR

> Variabilidad en el contenido genético: haplotipos.

El primer nivel en la variabilidad genética de los KIR reside en el diferente
numero de genes y copias de los mismos que pueden expresarse en cada
individuo(122,127). Esta variabilidad es consecuencia de la estructura del LCR
y esta relacionada con la elevada homologia de los genes KIR en gran parte de
sus secuencias nucleotidicas (80-90%). Esta circunstancia convierte esta region
en una zona muy susceptible de presentar recombinaciones no homologas
durante la meiosis que genera fenomenos de duplicacién, deleccion y
conversion génica(121).

El conjunto de genes codificados en la linea germinal, en cada individuo, en
cada uno de los cromosomas homoélogos, conforman el haplotipo KIR.

Se han identificado al menos 30 haplotipos diferentes clasificados en dos
grandes grupos, haplotipos A y B. Los haplotipos A constan de 9 genes
(KIR3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-2DL4- 3DL1-2DS4 3DL2) (128) presentando
un perfil claramente inhibidor, ya que de estos s6lo KIR2DS4 es potencialmente

activador(129). La variabilidad entre distintos haplotipos A se consigue gracias
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a diferentes combinaciones de polimorfismos alélicos de los loci que incluye.
Cualquier variacién por exceso respecto a esta dotacion génica de los
haplotipos A se considera un haplotipo B que tiene una mayor heterogeneidad
génica y puede incluir regiones centroméricas y teloméricas de haplotipos A.
Esto se debe a que muchos de los haplotipos B se generan por procesos de
recombinacion a nivel de la region intergénica entre KIR3DP1y KIR2DL4. En los
haplotipos B hay una mayor presencia de receptores activadores, con una
importante variabilidad en el nimero de genes de estos receptores que pueden
estar representados en los distintos haplotipos(130).

Existen 4 genes constituyentes del “esqueleto” de los haplotipos KIR,
framework, presentes en todos los haplotipos al principio y final de la regiéon

centromérica y telomérica; KIR3DL3, 3DP1, 2DL4, y 3DL2(131,132).

Region Centromérica Region Telomérica
2oL3 2op1f2pL1|
J{sbL1 20s4
JsbLsl | [2bsz|zbL2 3sop1|/2bL4] SETYEN
{3DS112DLSAH2DSE 2os1
2bsz|2bL2| 20L5B| [2Ds3|| 2P | 2bL1]

Figura18. Representacion de las diferentes organizaciones génicas en las regiones
centroméricas y teloméricas de un haplotipo KIR.

> Variabilidad alélica: polimorfismos.

Esta familia de receptores presenta una extensa variabilidad polimérfica
que da lugar a la aparicién de multiples variantes alélicas para cada gen(133).
Estas modificaciones pueden influir en la expresion de los receptores, en la
unidn a los ligandos y en su funcionalidad(119,121).

1.8.3 Citoquinas
Las citoquinas son una serie de factores solubles, no antigeno especificos,
que se sintetizan fundamentalmente por los linfocitos(134) en respuesta a
estimulos antigénicos o inflamatorios. Actiian uniéndose a receptores especificos
de la misma célula que las produce (accién autocrina), de células cercanas (accion
paracrina) o de células distantes (accidon endocrina).
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Bajo este término se incluyen las interleuquinas (IL), linfoquinas, interferones y
monoquinas.
Sus funciones son variadas pudiendo actuar como (Tabla 7):
- Mediadores de la inmunidad natural.
- Reguladores de la activacion, proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T y B.
- Mediadores del proceso inflamatorio.

- Estimuladores de colonias.

1.8.3.1 Interleucina 10
Es una citoquina producida por diferentes células del sistema inmunitario,
células epiteliales, queratinocitos de la piel y ciertas células tumorales.
Sus funciones principales son disminuir y regular la respuesta inflamatoria
producida por las células dendriticas y los macréfagos, asi como reducir las
respuestas adaptativas de las células T CD4+ que conlleva una inhibicion de la
maduracion de dichas células y con ello una reducciéon de las citoquinas

proinflamatorias interferon gamma (IFN-y), IL-4 e IL-5(80).

También inhibe la produccion de otros mediadores inflamatorios como la IL-1 y el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) producidos por los macréfagos(135).

Su accion no siempre es inhibitoria ya que también promueve la activacion de las
células B y estimula la proliferacion de células NK(136).

La IL-10 actua especificamente a traveés del receptor de IL-10, activando una
cadena de sefiales intracitoplasmaticas que, en la mayoria de los casos, culmina
con la disminucion de la actividad de algunos de los genes implicados en la

respuesta inmune.88

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
analisis de factores inmunogenéticos asociados (HLA, citoquinas y genotipo KIR) 55



INTRODUCCION

IL-10 secretada por:

» Células T helper 2 (Th2).

« Células T reguladoras.

* Monocitos.

» Algunas células dendriticas.

* Algunos macrofagos
activados.

* Algunos granulocitos.

!

iL-10{ IL-10
O C C
] Figura 19. IL-10, su receptory
I células del sistema inmuntario
SO relacionadas con esta citocina.
(Tomada de Enrique lafiez
Pareja)
Inhibe: Estimula:
- Células dendriticas. - Células NK
- Macrofagos. - Células B.

- Linfocitos CD4+

Los factores genéticos influyen considerablemente en la produccion de
citoquinas(137) y un nimero importante de polimorfismos parecen controlar el
nivel de secrecion de la IL-10. Se han confirmado tres polimorfismos bialélicos en
la regiéon promotora génica: -1082G/A, -819C/T y -592C/A. Con la combinacion de
estos tres sitios podemos encontrar los siguientes polimorfismos genéticos,
correspondiendo cada uno de ellos a un fenotipo relacionado con una produccion
de IL-10 alta, intermedia o baja:

* GCC/GCC, productor alto.
GCC/ACC, productor intermedio.

GCC/ATA, productor intermedio.
ACC/ACC, productor bajo.
ACC/ATA, productor bajo.
ATA/ATA, productor bajo.
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Una disminucion en la produccidn de esta interleuquina (haplotipo bajo
productor de IL10) se ha implicado en un aumento de la actividad inflamatoria(23)
que provoca una evoluciéon mas grave (mayor extension e intensidad) de una
lesion hepatica asociada a farmacos una vez iniciada por distintos
mecanismos(81); “hipétesis de la sefial de dafio (Danger signal Hipothesis)”. Esto
se ha podido demostrar en la toxicidad hepatica producida por paracetamol(28) y

diclofenaco (IL-10-627)(80)

1.8.3.2 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

El TNF- a es una citoquina proinflamatoria y mediadora de la respuesta
inmunitaria innata, implicada principalmente en respuestas celulares o Th1. Ejerce
su efecto sobre células tumorales e inflamatorias(138). Presenta caracteristicas de
citoquina fibrogénica
Existe un polimorfismo bialélico(139,140) en el promotor del gen del TNF-a: -

308A/G cuya combinacion determina los genotipos y fenotipos siguientes:

* G/G, bajo productor
* G/A, alto productor
* A/A, alto productor.

1.8.3.3 Factor de crecimiento transformante f3eta (TGF-f3)

El TGF- es una citoquina antiinflamatoria e inmunosupresora, que
participa principalmente en respuestas inmunitarias celulares o Th1.
Esta citocina es secretada principalmente por monocitos, fibroblastos y células
endoteliales. Induce la proliferaciéon de monocitos y la diferenciacion celular. Es
una citocina fibrogénica. Aumenta la produccién de proteinas de la matriz
extracelular y sus receptores, e inhibe la sintesis de enzimas de degradacion
proteolitica.

Destacamos dos polimorfismos confirmados en la regién promotora génica:

TGF-B codén 10 T/Cy codén 25 C/G(141).
Se transmiten en haplotipo, es decir, van juntos.
Respecto a los fenotipos y haplotipos de estas citoquinas no existen datos

concluyentes en la literatura siendo escasos los estudios dedicados al respecto.

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
analisis de factores inmunogenéticos asociados (HLA, citoquinas y genotipo KIR) 57



INTRODUCCION

Posibles haplotipos (genotipo) v Fenotipos:

* TT GG, TC GG; productor alto (High)
* TCGC, CCGG, TT GC; intermedio (Intermediate)
* CCGC,CCCC, TT CC, TC CC; bajo (Low)

1.8.3.4 Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina proinflamatoria que se ha relacionado
principalmente con la respuesta humoral o Th2, con implicaciéon en varias
funciones celulares. También puede presentar actividad antiinflamatoria.
Puede ser secretada por distintas células como los linfocitos T, monocitos y
fibroblastos. Induce la diferenciacion de eosinofilos y la produccion de IgA.
Estimula el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal que se ha asociado con obesidad
central, hipertensidn y resistencia a la insulina. Se ha relacionado con la
patogénesis de la enfermedad coronaria(142).

La IL-6 presenta una serie de polimorfismos bialélicos en la regiéon promotora
génica de entre los que destacamos: -174G/C

Genotipos y Fenotipos:

* GG, alto productor.
* GC, alto productor.

* CC, bajo productor.

1.8.3.5 Interferén gamma (IFN-y)

El IFN-y es una citocina proinflamatoria e inmunorreguladora, implicada
principalmente en respuestas celulares o Th1. Pertenece a los interferones tipo IL
Esta citocina es secretada principalmente por linfocitos Th, Tc, NK y células
dendriticas. Es una citocina quimiotactica para monocitos y aumenta en ellos la
expresion de HLA clase I. Su funcion mas importante es la activacion de los
macrofagos, tanto en las respuestas inmunitarias innatas como en las
adquiridas(141).

De esta citoquina destacamos el polimorfismo bialélico en la regién intron 1:

+874T/A.
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Genotipos y Fenotipos:

e TT, productor alto.
* TA, productor intermedio

¢ AA, productor bajo.

1.8.4 Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Las moléculas HLA constituyen un elemento clave en el desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa. Son una secuencia de glucoproteinas presentes en la
superficie de la membrana celular codificadas por un complejo de genes
localizados en el brazo corto del cromosoma 6.

En el MHC humano se diferencian tres regiones, de clase I, clase Il y clase III que

codifican diferentes glucoproteinas de membrana especificas:

= Genes de clase I (MHC-I): determinan glucoproteinas de membrana que
aparecen en casi todas las células nucleadas y sirven para presentar
antigenos peptidicos de células propias alteradas a los linfocitos T
citotoxicos (Tc).

= Genes de clase II (MHC-II): determinan glucoproteinas de membrana de
células presentadoras de antigeno (macroéfagos, células dendriticas,
linfocitos B), y que sirven para presentar antigenos peptidicos a linfocitos T
coadyuvantes (colaboradores; Tn).

= Genes de clase III (MHC-III): no todos ellos tienen que ver, aparentemente,
con el sistema inmune, pero entre los que si tienen papeles inmunolégicos
cabe citar los genes de proteinas del complemento, y el del factor de

necrosis tumoral (TNF).
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Complejo HLA
Clase MHC MHC-II MHC-III MHC-I
Region DP DQ DR C4, C2, BF, etc. B C A
Productos DP DQ DR Proteinas del HLA-B HLA-C HLA-A
génicos (ab) (ab) (ab) complemento,
TNFa, TNFb.
Ubicacién «Hacia centrémero « Brazo corto del Cr »Hacia teldmero =~
6.

Tabla 8. Organizacion genética del HLA. (Tomada de Enrique lafiez Pareja)

El conjunto de genes HLA de clase [ y clase Il tienen tres importantes propiedades:
- El polimorfismo, es decir, la existencia de un gran nimero de alelos para
cada uno de estos genes.

- La codominancia o expresion de los dos alelos de un mismo gen.

- Ligamiento de los genes en el brazo pequeio del cromosoma 6.

Las moléculas de clase I aparecen en todas las células somaticas nucleadas y
las de clase Il en aquellas que funcionan habitualmente o pueden funcionar

eventualmente como células presentadoras de antigenos.
1.8.4.1 Moléculas de clase I
Estructura.

Las moléculas de clase I son heterodimeros glucoproteicos constituidos

por una cadena pesada o a que se asocia no covalentemente a una ligera o 3(143)

- La cadena pesada a presenta una porcién extracelular, con 3 dominios
(al, a2 y a3) siendo los dos primeros los de mayor polimorfismo, otra
transmembrana y una ultima intracitoplasmatica.

- La cadena ligera 3, llamada 2-microglobulina, esta constituida por un

solo dominio, no presenta polimorfismo y su localizacion es extracelular,
intimamente asociada a la cadena pesada.
En el extremo aminoterminal existe un surco formado por la interaccion
espacial entre los dominios a1l y a2(144) donde se albergan los fragmentos de

antigenos proteicos procesados para ser reconocidos por el sistema inmune

especifico(145).
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Figura 20. Estructura tridimensional del CMH 1(144). En las figuras By C se marcan
con flechas los puntos de mayor contacto con el antigeno.

Organizacion genética.

La region de clase I contiene los tres loci clasicos, HLA A, By C, cada uno
de los cuales codifica para una cadena alfa diferente.
Todos los genes presentan una organizacion similar. Comprenden 8 exones
separados por sus correspondientes intrones. El primer ex6n codifica para el
péptido lider; y el segundo, tercero y cuarto, para los dominios al, a2,y a3 de la
cadena pesada. La regiéon transmembrana es codificada por el quinto exén y la
region intracitoplasmatica por los exones 6, 7 y 8(145) (146)
El gen de la B2-microglobulina contiene cuatro exones. El primero codifica para el

péptido lider y los tres siguientes codifican para la molécula completa.

Polimorfismo de la cadena alfa.

Todas las moléculas clasicas HLA de clase I (HLA A, By C), presentan un
alto grado de polimorfismo en cada uno de los tres loci, entendiendo por tal las
distintas variaciones en secuencia que puede presentar un gen dentro de la
poblacién(146). Este polimorfismo obedece a cambios de la secuencia en los
exones 2y 3, lo que se va a traducir en variaciones en la secuencia de aminoacidos

en los dominios al y a2 de la cadena pesada.
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1.8.4.2 Moléculas de clase 11
Estructura.

Son glucoproteinas de membrana heterodiméricas que resultan de la
asociacién no covalente de dos cadenas llamadas alfa y beta, codificadas ambas
dentro de la region de HLA D.

Las dos cadenas presentan una porcion extracelular, transmembrana e
intracitoplasmatica(147). En ambos casos la porcion extracelular esta constituida
por dos dominios llamados al- a2 y f1- 2.

Desde el punto de vista cristalografico y tridimensional, la asociacion de las dos
cadenas forma también un surco en el extremo aminoterminal de la molécula, de
configuracion mas abierta que en CHM [, pero con la misma funcién de albergar

pequefios péptidos antigénicos(144).

Class I1
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Figura 21. Estructura tridimensional del CMH II. Marcados con flechas en la
figura F aparecen las zonas de union antigénica(144).

Organizacion genética.

Es mucho mas compleja que la de clase |, ya que cada uno de los tres loci
(DR, DP y DQ) contiene dos genes, Ay B, que codifican para las cadenas alfa y beta
respectivamente. Ademas, la subregion DR puede contener genes adicionales
responsables de la subdivision de los genes DR en cuatro grupos: DR1, DR8, DR52
y DR53.
Los genes Ay B de los tres loci presentan una estructura similar. Los genes A
poseen exones que codifican para el péptido lider, dominio a1, dominio a2, region

transmembrana y porcion intracitoplasmatica.
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Polimorfismo de las moléculas de clase II:
Las moléculas de clase Il presentan polimorfismo en sus dos cadenas. La
mas polimdrfica para los tres loci es la 3, y dentro de ésta, la region 31 de la

molécula, codificada por el exon II.

Molécula de clasell
Molécula de clasel

Hendidura de
unién peptidica

Membrana distal
E,
Membrana microglobulina
proximal
Sepmento
transmembrana
Citoplasma

Figura 22. Relacién del CMH 1y Il con la membrana celular.

1.8.4.3 Funcion de las moléculas de clase 1 y 11

Los linfocitos T identifican al antigeno una vez ha sido procesado en
pequefios fragmentos peptidicos y asociado a las moléculas de clase [ y clase II. Las
células T CD8+ reconocen al antigeno presentado por las moléculas de clase |,
mientras que las T CD4+ lo hacen asociadas a las moléculas de clase II. A este
proceso se le conoce con el nombre de restriccion por el MHC.
Se ha demostrado que un solo sitio de union en el MHC puede unir péptidos(146)
con alta afinidad y a la vez conservar la capacidad de unir una gran variedad de
péptidos distintos.
La union al ligando peptidico, que pasa a ser parte integral de la estructura
molecular del MHC, estabiliza la molécula.
Las moléculas de MHC son altamente polimorficas en ciertos sitios del surco de
unidn al péptido. Se ha demostrado que los péptidos que se unen a una variante

alélica determinada de MHC tienen los mismos o similares aminoacidos en dos o

Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
analisis de factores inmunogenéticos asociados (HLA, citoquinas y genotipo kIR) 63



INTRODUCCION

tres posiciones especificas de la secuencia peptidica, llamados residuos de
anclaje.

Las cavidades de unidn de las moléculas de MHC de clase II son mas
permisivas a la union de los aminoacidos, haciendo mas dificil definir residuos de
anclaje y predecir qué péptidos seran capaces de unir determinadas moléculas de

MHC de clase 11(147) (148).

Class II MHC
APC (HLA)

Peptide
antigen

TCR

......

CD3

Figura 23. Interaccién entre linfocito Ty CHMII en célula presentadora de antigeno(145).
Graphic 53512 Version 3.0

1.8.4.4 Procesamiento del antigeno y ensamblaje al CMH 11(147)

Después de la sintesis y asociacion de las cadenas a y 3 en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), el heterodimero se asocia rapidamente con un
tercer polipéptido llamado cadena invariante (li o CD74). La cadena li tiene la
funcion de evitar una carga prematura del antigeno en la molécula de clase II.
Durante el transporte de las moléculas de clase II a la membrana plasmatica se
produce su empaquetamiento en vesiculas secretoras dentro del aparato Golgi.
Estas vesiculas, en el transito a la membrana, se van a fusionar con vacuolas
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digestivas (fusion de endosoma y lisosoma) formadas tras los procesos de
fagocitosis y picnocitosis, y que son los contenedores de antigenos exdgenos. La
bajada de pH del endosoma provoca la liberacion de la cadena invariante y hace
posible que las moléculas de clase Il puedan captar los péptidos derivados de la
digestion intracelular de los antigenos exdgenos. Finalmente, se produce la
expresion de las moléculas del MHC de clase II con el antigeno en la superficie
celular, por fusion de las vacuolas con la membrana plasmatica, donde seran
reconocidos por los linfocitos T CD4+(147).

De esa manera, las moléculas de clase Il unen péptidos de proteinas que se
degradan en vesiculas endociticas, y por tanto, capturan péptidos de agentes
patdgenos que penetran en el sistema vesicular de macréfagos o péptidos

antigénicos especificos internalizados por los receptores de las células de B.

Plasma
membrane

Cytosol

_, & Proteases
W& acidic pH

Assembly

MHC II beta

MHC II:Ti

Figura 24. Procesamiento y presentacion antigénica en el CMH 1.
Grdfico 65035 Version 3.0 uptodate

MHC II alpha

1.8.4.5 Procesamiento del antigeno y asociacion al CMH 1(149)

La sintesis de la cadena pesada a y de la 32m, asi como su ensamblaje para
formar una molécula de clase |, tiene lugar en el RER. Es en este compartimento
donde se une también al péptido antigénico. En este caso los antigenos no son
degradados en endosomas, sino en una estructura proteica citoplasmatica llamada
proteosoma.
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Las moléculas de clase I unen péptidos de proteinas degradadas en el citoplasma
de la célula y también péptidos derivados de proteinas de membrana y secretadas.
Degradados los antigenos, sus fragmentos deben pasar desde el citoplasma al RER

para ser cargados en las moléculas HLA de clase I.

Plasma membrane

e

Intracellular
virus
cellular proteins
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Figura 25. Procesamiento y presentacion de antigeno en CMHI.
Grdfico 76821 Up to date. Version 4.0

1.8.4.6 Polimorfismo y poligenia.
Las dos propiedades del CMH que hacen dificil que los agentes patégenos
escapen a la respuesta inmunitaria son:
*La poligenia: existen diversos genes de CMH de clase [ y II que codifican
proteinas con diferentes espectros de especificidad de union.
*El polimorfismo: existen multiples alelos para cada gen.
Los genes variantes individuales de un solo locus genético se denominan alelos.
Existen mas de 200 alelos en algunos loci del CMH, y cada alelo presenta una
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frecuencia relativamente elevada en la poblacion(150). Por ello, la posibilidad de
que el locus del CMH correspondiente en ambos cromosomas de un individuo
codifique el mismo alelo es reducida. La mayoria de los individuos son
heterocigoéticos para dichos loci. Ambos alelos se expresan en la célula, por lo cual
se dice que la expresion es codominante.

Polimorfismo y poligenia se combinan para producir la diversidad de moléculas del
CMH que posee un individuo. Ademas, procesos de recombinacion génica pueden
crear nuevos alelos, con lo que aumenta la diversidad molecular del CMH.

En las moléculas de clase-I el polimorfismo afecta a los aminoacidos que
determinan la especificidad antigénica, presentes en los puntos de anclaje al
antigeno. Esto permite identificar péptidos en una proteina que puede unir la
molécula del CMH apropiada.

En el CMH II, es mas dificil predecir que péptidos se uniran a ésta porque
presentan una mayor flexibilidad en la union al péptido determinada por la
estructura mas abierta de la hendidura de union y la mayor longitud de los
péptidos que se unen a ella. Los péptidos que se unen a moléculas DR lo hacen a
mas de un alelo con mayor frecuencia que los unidos a DQ.

El polimorfismo de las moléculas de CMH garantiza un nimero suficiente de
moléculas distintas en un individuo que asegure la respuesta inmune ante la
mayoria de agentes externos. Si una proteina carece de péptidos con un motivo
apropiado para unir alguna de las moléculas de CMH expresadas en las células del

individuo, éste no podra responder al antigeno; esto es muy infrecuente.

1.8.4.7 HLA y hepatotoxicidad.

La individualidad de la respuesta inmune podria explicar por qué la
hepatotoxicidad ocurre en algunos y no en otros sujetos.
Al ser la expresion de las moléculas de HLA genéticamente polimorfica puede
existir una relacion entre el haplotipo HLA particular del sujeto y su propension al
desarrollo de reacciones hepatotdxicas inmunoalérgicas.
Se han realizado estudios de fenotipo HLA en pacientes que han desarrollado
reacciones de hipersensibilidad debidas a farmacos, encontrandose una asociacion
significativa (Genome-wide association study or GWAs).

Los primeros trabajos intentaban relacionar la hepatitis causada por la anestesia
Hepatotoxicidad idiosincrasica en la poblacién pediatrica y
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con halotano con el HLA del paciente(151,152). Los resultados fueron
contradictorios. Eade et al. no encuentran asociacion estadistica entre la
hepatotoxicidad por halotano y ningtn alelo del HLA(151) mientras que el grupo
de Otsuka et al(152) determinan una asociacién significativa entre el haplotipo
Aw24-Bw52-DR2 y el desarrollo de hepatitis ictérica tras la anestesia con este
farmaco. Los estudios no son comparables porque la poblacién es diferente y en el
segundo, ademas de las moléculas de HLA I, también se estudian las de tipo II (DR)
que desde el punto de vista de fisiologia del sistema inmune son cruciales en el
desencadenamiento de la respuesta inmune.
Posteriormente se intentan establecer otras asociaciones como hepatotoxicidad
por nitrofurantoina y el HLA B8, metotrexato y HLA-A3, antidepresivos triciclicos y
diclofenaco y HLA-A11(153) o clorpromacina y HLA-DR6 (153)no estableciéndose
una significacion estadistica probablemente por la dificultad de conseguir un
numero adecuado de pacientes.
Estudios mas recientes han demostrado una asociacion significativa entre la
hepatotoxicidad por amoxicilina-clavulanico y el haplotipo HLA-DRB1*1501(50).
Estos datos apoyarian la hipoétesis de que el fenotipo HLA del huesped pueda
predisponer al desarrollo de reacciones inmunoalérgicas a firmacos al ser
reconocidos como neoantigenos determinados productos de su metabolizacion
(Hipotesis del hapteno). Dada la especificidad de unién a determinados haplotipos
de HLA, esta predisposicion seria hacia un tipo determinado de farmaco.
Este campo de estudio ha sido muy desarrollado en los ultimos afios con diferentes
trabajos que buscan una asociacion significativa entre un determinado haplotipo
de HLA y un téxico especifico(51,76-79)

Algunas de las relaciones mas significativas son las mostradas en la tabla 3

que se comentaron entre los factores de riesgo genéticos para el desarrollo de DILI.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1 HIPOTESIS

El hecho de que la mayor parte de las reacciones hepaticas téxicas por
farmacos sean de tipo idiosincrasico hace pensar que, posiblemente, existan
factores genéticos que puedan explicar, al menos parcialmente, el desarrollo y tipo

de lesidn hepatica ante un determinado farmaco.

I1.2 OBJETIVOS
I1.2.1 Principal

Determinar la posible influencia de los factores inmunogenéticos (HLA,
polimorfismos de citoquinas y genotipo KIR) en la lesion hepatica idiosincrasica
inducida por farmacos en la poblacién pediatrica.

I1.2.2 Secundarios

« Identificar el medicamento-téxico responsable.

« Caracterizar clinico-patolégicamente la lesion hepatica.

« Definir el curso clinico de los episodios hepatotoxicos. (gravedad y

tiempo de resolucion)
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III.LMETODOLOGIA

II1.1 Diseno

Estudio multicéntrico analitico, observacional, tipo casos y controles
donde han participado nueve hospitales espafioles. (Hospital Universitario
Materno infantil Virgen de la Nieves de Granada, Hospital La Paz de Madrid,
Hospital Torrecardenas de Almeria, Hospital Clinico de Santiago de Compostela,
Hospital Materno Infantil de Malaga, Hospital Universitario San Cecilio de Granada,
Hospital Ciudad de Jaén , Hospital materno infantil de Badajoz, Hospital
Universitario Virgen del Mar de Cadiz).

Los casos pertenecen al Registro Espafiol de hepatotoxicidad en la poblacién

pediatrica activo desde 2008.

I11.2 Sujetos y ambito de estudio

II1.2.1 Criterios de inclusion.

> Nifios con edad comprendida de 0 a 15 afios.
> Sospecha de toxicidad hepatica por la presencia de alguno de los
siguientes datos:

a.>76 U/L de GPT.

b. > 0,6 mg/dl de bilirrubina conjugada.

c.> 80 U/L de GOT, > 2 mg/dL de bilirrubina total y >516 U/L

de la fosfatasa alcalina (simultaneamente).

Todos los casos son notificados mediante un protocolo (ANEXO III) estructurado

que recoge informacion de los pacientes como:

Caracteristicas demograficas.

Historia médica actual y antecedentes.

Enfermedades intercurrentes.

Exposicidn a otros farmacos.

Sintomatologia y signos clinicos (Especial interés en los

relacionados con hipersensibilidad)
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El formulario incluye una investigacion sobre el uso de farmacos consumidos por
el paciente en los tres meses previos a la hospitalizacion o consulta y ademas sobre
el posible uso de otro tipo de sustancias con fines terapéuticos como plantas
medicinales. Para cada medicamento se recoge, a través del propio paciente o sus

familiares, informacion sobre:

o Fecha de inicio y final del tratamiento.

o Dosis.

o Indicacidn.

o Intervalo de tiempo desde el contacto con el téxico e inicio de la

sintomatologia.

Para descartar posibles causas alternativas, en todos los pacientes se obtiene una
historia clinica detallada en lo que respecta a antecedentes de patologia biliar o
hepatica, asi como informacién sobre factores de riesgo asociados a enfermedad
hepatica como adiccién a drogas, consumo de alcohol, antecedentes de transfusion
de hemoderivados o cirugia en los 6 meses previos al episodio que motiva su
inclusion en el estudio.

Previo al diagndstico de hepatotoxicidad se determinan en todos los pacientes:

> Marcadores serologicos de hepatitis aguda viral.

> Ceruloplasmina sérica.

> Bateria de autoanticuerpos relacionados con patologias hepaticas
de origen autoinmune.

> Ecografia hepatobiliar.

Las reacciones se han clasificado en:

a.Lesion hepatocelular: incremento aislado de ALT 2 veces superior al limite de

la normalidad o actividad de ALT/FA expresada en multiplos del limite

superior de la normalidad > a 5 ULN.

b.Lesion colestdsica: incremento aislado de FA > a 2 veces el valor normal o

ALT/FA <a 2 ULN.

c. Lesion mixta: ALT elevada, incremento de FA y ALT/FA > a 2 ULN pero <5
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ULN.

II1.2.1.1 Establecimiento de causalidad:
El diagnostico de DILI ha sido primero evaluado por los médicos a cargo

de los pacientes y posteriormente por el coordinador del estudio multicéntrico.
Los criterios de evaluacién incluyen:

> Una secuencia temporal adecuada desde la administracion del
farmaco hasta el inicio de los sintomas.

> Un curso clinico no coincidente con los efectos de otra enfermedad
concomitante, otro farmaco u otra terapia no farmacolégica.

> Mejoria con la retirada del farmaco.

>  Antecedente de hepatotoxicidad con ese farmaco.

Se han incluido aquellos casos que cumplian los criterios clinicos y
ademas cuya evaluacidon de causalidad al farmaco(s) haya sido estimada como
posible, probable o definida por la escala de CIOMS/RUCAM(53,54). Esta escala
contiene una serie de cuestiones preseleccionadas que son puntuadas segun la
informacion disponible trasladandose la puntuacion total a una de las categorias
de sospecha (ANEXO II).

Con el protocolo estructurado de recogida de datos (ANEXO III) se establece la
relacidn cronolégica, las variables demograficas y se excluyen causas alternativas o
concomitantes.

Se ha definido el mecanismo de lesion clasificandola en intrinseca o idiosincrasica
y ésta en inmunoalérgica o metabdlica.

También se evalua el tiempo de resolucidn del cuadro tras la supresion del

tratamiento para clasificar los casos en resueltos o cronicos.

Una vez establecido el diagndstico de hepatotoxicidad se tomaron dos
muestras de sangre de cada paciente, y se almacenaron alicuotas de suero (estudio
inmunolégico) y sangre total (estudio inmunogenético) a -20°C y se remitieron al

centro coordinador en Granada a través de la red de Biobanco. (ANEXO 1V)
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En el centro coordinador se procesaron las muestras y se realizaron las siguientes

determinaciones inmunogenéticas:

1. Tipaje HLA.
Genotipado de HLA clase [ y II.

Se genotipan los loci:

- HLA-A* B*y CW *de clase L.

- HLA - DRB1 * DQB1 * * DP de clase II.
El genotipaje se llevé a cabo mediante el kit LABType SSO® (One Lambda, Canoga
Park, CA). El ADN se amplific6 por PCR usando cebadores especificos, seguido de
hibridacién con oligodesoxinucleétidos especificos y microesferas de ficoeritrina
(PE) con fluorescencia. La intensidad de fluorescencia se determiné con el sistema
“Bio-Plex® 200 systems” (Luminex xMAP ™). La asignacion de alelo HLA se realiz6

con el software de HLA -Tools.

2. Identificacién vy andlisis de los polimorfismos genéticos de las citoquinas IL-10,

TNF-a, TGF-f31, IL-6 e IFN-y.

Los polimorfismos de citoquinas se obtuvieron a partir del ADN procedente de
las muestras de sangre total extraida (recogida con EDTA) mediante el Kit “High
Pure PCR Template Preparation” (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las concentraciones séricas de citoquinas fueron analizadas utilizando la bandeja
de genotipificacion de citoquinas (One Lambda, Inc.) por PCR-SSP, siguiendo el
protocolo del fabricante.

Después del proceso de PCR, los fragmentos de ADN amplificados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa y se visualizaron por tinciéon con bromuro de etidio

y exposicion a la luz ultravioleta.

La interpretacién de los resultados de PCR -SSP se basa en la presencia o ausencia

de un fragmento de ADN amplificado especifico.
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Los polimorfismos estudiados han sido:

- TNF - « (-308G / A).

- TGF - B1 (-10T / A; 25C / G).

-1L10 (-1082G / A; -819T / C; -592 C / A.
-1L6 (-174G / C).

- IFN-7y (+ 874T / A).

3. Tipaje KIR.
Se utilizo el kit de genotipado LABType SSO® (Oligonucledtidos de secuencia

especifica) para 14 genes y 2 pseudogenes KIR. De éstos, 8 genes tienen funcion
inhibidora (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2,y 3DL3 ) y 6 activadora
(2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5y 3DS1).

Para la hibridacidn se utilizaron sondas de oligonucle6tidos y amplificacion por
PCR de los exones 3, 4, 5, 7, 8 y 9 del cromosoma 19.

Se obtuvieron datos cuantitativos mediante el sistema Luminex - 200 (Luminex
Corporation, Austin, TX), y el analisis de éstos se realizé mediante el software v2.3,

Luminex 100 ™, segun las instrucciones del fabricante.

Todos los analisis se han llevado a cabo en la UCT [Laboratorios de Investigacion

del Complejo Hospitalario Universitario de Granada (ibs.GRANADA)].

I11.2.2 Criterios de exclusion.

> No cumplir los criterios de causalidad.

> A pesar de cumplir los criterios de causalidad, presentar una
enfermedad hepatica concomitante (virica, alcohélica, metabdlica, por
depésito o autoinmune) o cualquier otra enfermedad no hepatica que
pueda cursar con alteracion del perfil hepatico.

> Presentar el episodio durante tratamiento quimioterapico.

> No firmar el consentimiento informado.
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I11.2.3 Controles.

Como grupo control se seleccionaron, al azar, pacientes con edad
comprendida entre los 0 y 15 afios, sin antecedente conocido de hepatopatia, que
acudieron a la Unidad de Urgencias de Pediatria del Hospital Materno Infantil de
Granada por procesos en los que no habia sospecha de DILI.

La recogida de controles se realiz6é durante el primer trimestre del 2015.
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IV. VARIABLES DEL ESTUDIO.

» Datos demograficos y curso clinico: edad, raza, sexo, dafio hepatocelular y

lesion
colestasico o mixta.

= Datos de laboratorio: ALT, AST, Fosfatasa alcalina.

» Evolucion clinica: curso fulminante, trasplante, muerte; dafio severo;
cronicidad.

* Presentacion clinica Dias desde el comienzo de exposicion al toxico e
inicio de los sintomas. (Mediana, DS), Total de dias de consumo del téxico.

= Resolucion clinica, Dias desde inicio del cuadro a bilirrubina total <2.5
mg/dl y dias desde inicio del cuadro a ALT< ULN.

= Signos y sintomas: ictericia, dolor abdominal, nauseas, vomitos,
anorexia/astenia.

= Toxicos responsables del dafio hepatico: antimicrobianos, fAirmacos para
el TADH y otros.

= Genotipo HLA.

= Polimorfismos de los genes que codifican la IL-10, TNFa, TGF, IL-6 e
IFNy.

Genotipo KIR.

IV.1 Analisis estadistico.
La gestion y analisis de los datos se ha realizado con el programa SPSS19.0
para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).

* Técnicas de Estadistica Descriptiva: Distribucion de frecuencias y
porcentaje para las variables cualitativas y estadisticos de tendencia
central, dispersion y posicion para las variables cuantitativas.

* Técnicas de Estadistica Inferencial: el criterio para considerar la existencia
de significacion estadistica fue un valor de P <0.05.

Las variables dependientes en este estudio fueron HTX/No-HTX.
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Se expresan como numeros absolutos en porcentajes las variables cualitativas y
como valores medios * DS las cuantitativas.

La comparacion entre grupos se realizé mediante la prueba de “chi-cuadrado” para
las variables cualitativas y “t de Student” para variables cuantitativas.

El efecto independiente de cada factor se determiné usando un modelo de regresion

logistica.
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V. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la ultima versién de la
Declaracion de Helsinki.
Todos los casos y controles han firmado el consentimiento informado para la

donacién de muestras a la red de BIOBANCO (ANEXOV).

El proyecto cuenta con la aprobacién del Comité de Etica Provincial de cada una de

las ciudades de los hospitales participantes

V.1 Confidencialidad de los datos:

En todas las fases del estudio se respeto lo establecido por la Ley de Proteccion
de Datos. Se ha mantenido la confidencialidad de todos los datos de caracter
personal, quedando anonimizados en la base de datos central, que, ademas, esta
protegida por una contrasefia que sélo es conocida por el personal autorizado

implicado en el estudio.
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VI. RESULTADOS

Se analizan como casos 30 pacientes que cumplen los criterios de
inclusion descritos previamente y recogidos en el Registro Espafiol de
Hepatotoxicidad por farmacos y productos de herboristeria en la Poblacién
Pediatrica. La inclusion del primer nifio en este registro se realiz6 en 2008.
Actualmente incluye 83 reacciones hepatotodxicas en pediatria.

Como muestra control se incluyen 62 nifios, sin antecedente conocido de
hepatopatia, que acudieron a la Unidad de Urgencias de Pediatria del Hospital
Materno Infantil de Granada durante el primer trimestre de 2015 por procesos en

los que no habia sospecha de DILI.

El total de la muestra esta constituida por 92 nifios.
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VI.1 Caracteristicas generales de los episodios de DILI.

Los datos clinicos y demograficos de los casos, los principales valores de

laboratorio que presentan y la evolucion clinica quedan resumidos en la tabla 9.

Datos clinicos y demograficos

Edad (media +/- DS) 7.2+41
Raza (blanca/negra/otra) 27 /1/2
Sexo (masculino/femenino) 11/19
Dafio hepatocelular, n (%) 20 (66.6)
Lesion colestasica y mixta, n (%) 10 (33.3%)

Parametros de laboratorio. Principales valores

ALT (xLSN) 16
AST (xLSN) 13
Fosfatasa Alcalina (xLSN) 7

Evolucion clinica

Curso fulminante, tx hepatico, muerte, n (%) 2 (6.6)
Dafio severo, n (%) 5(16.6)
Cronicidad, n (%) 1(3.3)

Tabla 9: Datos demogrdficos, clinicos y pardmetros de laboratorio de los
pacientes que presentan un episodio de hepatotoxicidad (n = 30). Los valores son
expresados como multiplos del LSN.

En el grupo control la edad media fue de 8.1 afios + 5.3, estuvo

formado por 33 nifios y 29 nifias y todos los fueron de raza blanca.

En la tabla 10 se muestran las principales caracteristicas clinicas de
los episodios registrados, el tiempo transcurrido desde la exposicién al
farmaco y el inicio de la sintomatologia, la duracién de los episodios y los

signos y sintomas mas frecuentes.
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Presentacion clinica

Dias desde el comienzo de exposicion al toxico e inicio de 9 +£7

los sintomas. (Mediana, DS)
Total de dias de consumo del toxico. 5+6

Resolucion Clinica

Dias desde inicio del cuadro a bilirrubina total <2.5 22 14

Dias desde inicio del cuadro a ALT <ULN**, 42 15
Signos y sintomas

Ictericia. 3 (10%)

Dolor abdominal. 22 (73.3%)

Nauseas, vomitos. 24 (80%)

Anorexia, astenia. 18 (60%)

Tabla 10: Curso clinico de los episodios de DILI.
*Para casos con pico de bilirrubina total >2.5 mg/dl
** Para casos con pico de ALT >5 veces ULN

Los farmacos implicados en los episodios de DILI se enumeran en la tabla
11 divididos por grupos terapéuticos y en orden decreciente segin el nimero

de casos en los que estan implicados.
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Antimicrobianos.

Amoxicilina/acido clavulanico
[soniazida

Voriconazol

Meropenem

Amoxicilina

Sufametoxazol

Cloxacilina

Pirazinamida

Aciclovir

S N N I N N N

Farmacos para el tratamiento de TADH.

Olanzapina
Metilfenidato

Gabapentina

1

—_

Otros.

Ibuprofeno
Propiltiuracilo
Amiodarona

Anis

[ = N

Tabla 11: Téxicos responsables del dafio hepdtico.
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V1.2 Estudio HLA

Descripcion en el total de la muestra.
HLA1

* HLA-A; hay 22 alelos en el total de la muestra. El mas abundante en nuestra
poblacién es el A0201 (58%), seguido del A0101 (28%), y A2402 (21%).

Todos los demas estan por debajo del 20%.

mS|
mNO

i
i
i
i
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i
I

Figura 26. Distribucién de los alelos HLA-A en el total de la muestra.

* HLA-B; se describen 36 alelos diferentes que aparecen en % muy bajos. El

B5101 aparece en un 19% siendo el mas frecuente.
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Figura 27. Alelos HLA-B en el total de la muestra.

HLA-C; se diferencian 21 alelos de los que el mas frecuente es el C0401

(27%) seguido de C0701 (25%) y C0602 (23%). El resto aparecen por

debajo del 20%.
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Figura 28. Alelos HLA-C en la muestra completa.
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HLA II:

» HLA DRB; de los 36 alelos identificados, los mas frecuentes son HLA

DRB*0701 (30%) y HLA DRB*0301 (24%)
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Figura 29: Disposicién de alelos HLA-DRB en el total de la muestra.

 HLADAQB; hay 18 alelos apareciendo con mayor frecuencia el HLA

DQB*0301 (38%), HLA DQB*0202 (25%), HLA DQB*0202 (25%), HLA

DQB*0501 (24%) y HLA DQB*0201 (24%).
« HLADQA; de los 11 alelos que hay, los mas frecuentes son el HLA

DQA*0505 (32%), HLA DQA*0201 (30%), HLA DQA*0102 (27%) y HLA

DQA*0501 (24%).
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Figura 30. Alelos HLA-DQA y HLA-DQB en la poblacién de estudio.
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* HLA-DPA: hay 6 alelos. Destacar que los HLA-DPA son los que aparecen en
mayor % estando el HLA-DPA*0103 presente en un 90% de los nifios. El
HLA-DPA*0201 aparece en un 42%.

* HLA-DPB: tiene 17 alelos. El HLA-DPB*0401 aparece en un 57% de los

nifios y el HLA-DPB*0201 en el 36%; son los mas frecuentes.
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Figura 31. Alelos HLA-DPA y HLA-DPB en el total de la muestra.
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Analisis en casos y controles.

HLA
* HLA-A y HLA-B. No existen diferencias significativas entre ningun alelo HLA-

A ni HLA-B entre casos y controles. (Fig. 32y 33)
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Figura 32. Distribucién de HLA-A en casos y controles.
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* HLA-C.

Casos:
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v' HLA-C0401. El1 84% de los sujetos que presentan este alelo son

controles. Los sujetos con este alelo tienen menos probabilidad de

tener hepatotoxicidad [OR= 0,3, p= 0,045 y un IC= (0,09-0,097)]. El

HLA-C0401 actua, por tanto, como factor protector.

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
C0401  NO Recuento a1 26 67
% dentro de C0401 61,2% 38.8% 100,0%
% dentro de 66,1% 86,7% 72,8%
Tipo_Muestra
Sl Recuento 21 B 25
% dentro de C0401 84,0% 16,0% 100,0%
% dentro de 339% 13,3% 27.2%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de C0401 67 4% 326% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Variables en la ecuacion
I.C. 95% para EXF(B)
B ET. Wald gl Sig Exp(B) Inferior Supernor
Paso 1 C0401(1) -1,203 600 4,013 1 045 300 093 Aara
Constante - 455 251 3301 1 069 634

a_Varlabla{s) introducdals) en al paso 1: CO401.

Tabla 12. Tabla de contingencia y regresion logistica para HLA-C 0401.

El resto de HLA-C no fueron distintos entre casos y controles (Fig. 34)
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1

HLA-DRB*. No existen diferencias significativas para ninguno de sus alelos

entre casos y controles.
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HLA-DQA* y DQB*
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v' HLA-DQA*0102. Este alelo esta presente en el 40% de los casos

frente al 21% en los controles. Los sujetos con el HLA-DQA*0102

tienen 2,5 veces mas probabilidad de DILI. [OR=2,51; p=0,058; IC

(0,9-6,5)]. Este alelo podria predisponer a la poblacién a padecer

hepatotoxicidad. De nuevo la significacion estadistica no se alcanza

por el escaso tamafio de la muestra.

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
DQA0102 NO Recuento 49 18 67
% dentro de DQA0102 73,1% 26,9% 100,0%
% dentro de 79,0% 60,0% 72,8%
Tipo_Muestra
Sl Recuento 13 12 25
% dentro de DQA0102 52,0% 48,0% 100,0%
% dentro de 21,0% 40,0% 27.2%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de DQA0102 67,4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Variables en la ecuacion
I.C. 95% para EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 12  DQA0102(1) ,921 486 3,594 1 ,058 2,513 ,969 6,514
Constante -1,001 276 13,202 1 ,000 ,367

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: DQA0102.

Tabla13. Tabla de contigencia y regresion logistica de HLA-DQA*0102.
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v" HLA-DQB*0603. El 91% de los positivos pertenecen al grupo control.

De esta manera, los nifios que presentan HLA-DQB*0603 tienen

menos riesgo de hepatotoxicidad. Este alelo es beneficioso para los

nifios pudiendo considerarse un factor protector frente al dafio

hepatico por drogas [OR= 0,16; p= 0,087; IC= (0,2-1,3)].

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
DQB0603 NO Recuento 51 29 80
% dentro de DQB0603 63,8% 36,3% 100,0%
% dentro de 82,3% 96,7% 87,0%
Tipo_Muestra
Si Recuento 11 1 12
% dentro de DQB0603 91,7% 8,3% 100,0%
% dentro de 17,7% 3,3% 13,0%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de DQB0603 67,4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Variables en la ecuacion
.C. 95% para EXP(B)
B ET. Wald gl Sig. Exp(B) | Inferior | Superior
Paso1*  DQBO0603(1) | -1,833 1,070 2,936 1 087 160 020 1,302
Constante -,565 233 5892 1 015 569

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: DQB0603.

Tabla 14. Tabla de contingencia y regresion logistica de HLA-DQB0603
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* HLA-DPA* y DPB*. No existen diferencias estadisticamente significativas

entre pacientes y controles.
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* Alrealizar el analisis de los alelos con dos digitos hay que destacar que el

80% de los sujetos que tienen el HLA-DRB*12 son casos. Solo hay 5 nifios

que lo presentan siendo 4 de ellos pacientes. Los nifios con el HLA-DRB*12

tienen 9,3 veces mas probabilidad de tener hepatotoxicidad. Este alelo

podria considerarse factor de riesgo para DILI, el pequefio tamafio de la

muestra hace que no se alcance significacion estadistica [OR: 9.3, p= 0.050,

IC (1-88.053)].

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
DRB12 NO Recuento 61 26 87
% dentro de DRB12 70,1% 29,9% 100,0%
% dentro de 98,4% 86,7% 94 6%
Tipo_Muestra
SI Recuento 1 4 5
% dentro de DRB12 20,0% 80,0% 100,0%
% dentro de 1,6% 13,3% 5.4%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de DRB12 67.4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Variables en la ecuacion
I.C. 95% para EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso1® DRB12(1) 2,239 1,142 3,842 ,050 9,385 1,000 88,053
Constante -,853 234 13,257 ,000 426

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: DRB12.

Tabla 15. Tabla de contingencia y regresion logistica de HLA-DRB*12
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VI.3 Analisis genotipo KIR.

Descripcion en el total de la muestra.

La genotipificacidn se realizo6 en el total de la muestra (n=92) para 14 genes y

2 pseudogenes KIR.
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Figura 38. Distribucién de los genotipos KIR en el total de la muestra.
* El KIR K2DL4 lo tienen el 100% de los sujetos.

* El KIR menos presente es el K2DS3 con un 38%.
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Analisis en casos y controles.

Casos:
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Figura 39. Distribucién de los KIRs en casos y controles.
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v K2DP1. Esta presente en el 100% de los casos y s6lo en el 75,8% de los

controles.

v K3DP1. Es positivo en el 100% de los casos y en el 85,5% de los
controles.

v' K3DL3: También positivo en todos los casos y Ginicamente en el 79% de
controles.

v K3DL2: se comporté de forma parecida siendo positivo en todos los

controles y en un 87% de controles.

Merece la pena destacar que los KIRs K2DP1, K3DP1, K3DL3, K3DL2 y

K2DL4 aparezcen en el 100% de los nifios con DILI.

v K2DS5. El 78.9% de los sujetos que tienen este alelo son controles.
(48.4% de los controles lo presentan). Podemos decir que el nifio que
tiene este KirK2DS5 tiene menos probablilidad de tener HTX. Se puede
considerar un factor protector. [OR= 0,4, p= 0,051, IC (0,1-1,003)]

* En nuestra poblacidn, hay nifios que presentan todos los KIRs activadores,
y otros todos los KIRs inhibidores pero no se han encontrado diferencias
significativas entre casos y controles. (p= 0.42 para los activadores y p= 0.72

para los inhibidores) Tabla 16.

* Dos nifnos poseen todos los KIRs (Activadores e Inhibidores) y ambos son

casos pero no se alcanza significacion estadistica (p= 0.1) Tabla 17.

* Al estudiar los haplotipos KIRs, destacar que el 80,8% de los nifios con
haplotipo BB son controles, a pesar de no existir significacion estadistica (p=

0.2) Tabla 18.

* Se buscaron también diferencias con los alelos por separado (AA+AB vs
BB y pacientes BB+AB vs AA) no encontrandose ninguna diferencia entre

grupos. (p=0.08 y p= 0.2 respectivamente) Tabla 18.
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. Al estudiar los ligandos, inicialmente por separado y, posteriormente,
Kirs-ligando, no encontramos diferencias entre grupos (p= 0.3 y p= 0.7

respectivamente) Tablas 19 y 20.

* Enlos casos en los que dos alelos KIRs eran del mismo gen, se hizo el
estudio comparando nifios homocigoticos para alguno de los alelos y
heterocigoticos. Este fue el caso de los alelos KIR2ZDL2 /KIR2DL3 y
KIR3DL1/KIR3DDS1. No se encontraron diferencias entre grupos (p= 0.55y
p=0.28) Tablas 21 y 22.

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra

Control Paciente Total
KIR Activadores NO Recuento 52 27 79
% dentro de KIR 65,8% 34.2% 100,0%
Activadores
% dentro de 83,9% 90,0% 85,9%
Tipo_Muestra
Sl Recuento 10 3 13
% dentro de KIR 76,.9% 23.1% 100,0%
Activadores
% dentro de 16,1% 10,0% 14,1%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de KIR 67,4% 32,6% 100,0%
Activadores
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra

Control Paciente Total
KIR Inhibidores NO Recuento 52 26 78
% dentro de KIR 66,7% 33,3% 100,0%
Inhibidores
% dentro de 83,9% 86,7% 84,8%
Tipo_Muestra
Sl Recuento 10 4 14
% dentro de KIR 71.4% 28,6% 100,0%
Inhibidores
% dentro de 16,1% 13,3% 15,2%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de KIR 67.4% 32,6% 100,0%
Inhibidores
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 16: Presencia de KIRs activadores e inhibidores en casosy controles.
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Tabla de contingencia TodosKIR * Tipo_Muestra

Tipo_Muestra

Control Paciente Total
TodosKIR  NO Recuento 62 28 90
% dentro de TodosKIR 68,9% 31,1% 100,0%
% dentro de 100,0% 93,3% 97,8%
Tipo_Muestra
SI Recuento 0 2 2
% dentro de TodosKIR ,0% 100,0% 100,0%
% dentro de 0% 6.7% 2.2%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de TodosKIR 67,4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Tabla 17. Presencia de todos los KIRs en casos y controles.
Tabla de contingencia
Tipo_Muestra
Control Paciente Total
HAP_Bx AA Recuento 14 10 24
% dentro de HAP_Bx 58,3% 41,7% 100,0%
% dentro de 22,6% 33,3% 26,1%
Tipo_Muestra
AB Recuento 27 15 42
% dentro de HAP_Bx 64,3% 35,7% 100,0%
% dentro de 43,5% 50,0% 45,7%
Tipo_Muestra
BB Recuento 21 5 26
% dentro de HAP_Bx 80,8% 19.2% 100,0%
% dentro de 33,9% 16,7% 28,3%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de HAP_Bx 67,4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 18. Distribucién haplotipos KIR en casos y controles.
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Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Cw_lig C1C1 Recuento 13 10 23
% dentro de Cw_lig 56,5% 43,5% 100,0%
% dentro de 21,0% 33,3% 25,0%
Tipo_Muestra
C1C2 Recuento 37 13 50
% dentro de Cw_lig 74,0% 26,0% 100,0%
% dentro de 59,7% 43,3% 54,3%
Tipo_Muestra
C2C2 Recuento 12 7 19
% dentro de Cw_lig 63,2% 36,8% 100,0%
% dentro de 19,4% 23,3% 20,7%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de Cw_lig 67,4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Tabla 19. Estudio de ligandos KIR en casos y controles.
Tabla de contingencia hxBw4_lig * Tipo_Muestra
Tipo_Muestra
Control Paciente Total
hxBw4_lig NO Recuento 14 6 20
% dentro de hxBw4_lig 70,0% 30,0% 100,0%
% dentro de 22,6% 20,0% 21,7%
Tipo_Muestra
Si Recuento 48 24 72
% dentro de hxBw4_lig 66,7% 33,3% 100,0%
% dentro de 77.4% 80,0% 78,3%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de hxBw4_lig 67.4% 32,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 20. Estudio KIR-ligando en casosy controles.
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Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Poblaciones_DL2DL3 2DL2/2DL2 Recuento 3 3 6
% dentro de 50,0% 50,0% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 4.8% 10,0% 6,5%
Tipo_Muestra
2DL2/2DL3  Recuento 30 12 42
% dentro de 71.4% 28,6% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 48,4% 40,0% 457%
Tipo_Muestra
2DL3/2DL3 Recuento 29 15 44
% dentro de 65,9% 34.1% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 46,8% 50,0% 47 8%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 67.4% 32,6% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 21. Distribucién de homocigotos/heterocigotos para los alelos KIR2DL2/KIR2DL3 en

casosy controles.

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Poblaciones_3DL1_3DS 3DL1/3DL1 Recuento 31 20 51
1
% dentro de Poblaciones 60,8% 39,2% 100,0%
_3DL1_3DSs1
% dentro de 50,0% 66,7% 55,4%
Tipo_Muestra
3DL1/3DS1 Recuento 27 8 35
% dentro de Poblaciones 77,1% 22,9% 100,0%
_3DL1_3Ds1
% dentro de 43,5% 26,7% 38,0%
Tipo_Muestra
3DS1/3DS1 Recuento 4 2 6
% dentro de Poblaciones 66,7% 33,3% 100,0%
_3DL1_3DSs1
% dentro de 6,5% 6,7% 6,5%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de Poblaciones 67,4% 32,6% 100,0%
_3DL1_3DSs1
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 22. Distribucion de homocigotos/heterocigotos para los alelos KIR3DL1/KIR3DDS1 en

casosy controles.
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RESULTADOS

V1.4 Investigacion de polimorfirmos de citoquinas.

Analisis en casos y controles.

e JL10.

Los genotipos mas frecuentes en los casos son ACC/ATA (23.3%) y
ATA/ATA (20%), ambos, fenotipo bajo productor y en los controles los mas
frecuente son GCC/ACC (29%) y GCC/ATA (24.2%), de fenotipo intermedio. Por lo

tanto, entre los casos un 53% tienen fenotipo bajo productor, y entre los controles

el 53% presentan fenotipo intermedio (p= 0.1).

Tabla de contingencia

GENOTlPO Tipo_Muestra
Control Paciente Total
PoblalL10 GCC/GCC_H  Recuento 8 5 13
% dentro de 12,9% 16,7% 14,1%
Tipo_Muestra
GCC/ACC_| Recuento 18 5 23
% dentro de 29,0% 16,7% 25,0%
Tipo_Muestra
GCC/ATA | Recuento 15 4 19
% dentro de 24.2% 13,3% 20,7%
Tipo_Muestra
ACC/ACC_L Recuento 7 3 10
% dentro de 11,3% 10,0% 10,9%
Tipo_Muestra
ACC/ATA L Recuento 8 7 15
% dentro de 12,9% 23,3% 16,3%
Tipo_Muestra
ATA/ATA L Recuento 6 6 12
% dentro de 9,7% 20,0% 13,0%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Tabla de contingencia
FE NOT' PO Tipo_Muestra
Control Paciente Total
PoblalL10_Fenotipo  Hight Recuento 8 5 13
% dentro de 12,9% 16,7% 14,1%
Tipo_Muestra
Intermediate  Recuento 33 9 42
% dentro de 53,2% 30,0% 457%
Tipo_Muestra
Low Recuento 21 16 37
% dentro de 33,9% 53,3% 40,2%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 23. Tabla de contingencia de genotiposy fenotipos IL-10 en casosy controles.
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* TNF-a.

RESULTADOS

El Genotipo mas frecuente, GG, que se corresponde con fenotipo bajo

productor, aparece en un 79% de los controles y 76.7% de los casos.

No hay diferencias entre ambos grupos con p= 0.7 en el estudio de genotipo y p=

0.8 en fenotipo.

Tabla de contingencia

GENOTIPO Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Pobla_Genotipo_ TNF  GG_Low Recuento 49 23 72
% dentro de 79,0% 76,7% 78,3%
Tipo_Muestra
GA_Hight Recuento 12 7 19
% dentro de 19,4% 23,3% 20,7%
Tipo_Muestra
AA Hight  Recuento 1 0 1
% dentro de 1,6% ,0% 1.1%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Tabla de contingencia
Ti M
FENOTIPO po_Muestra
Control Paciente Total
Pobl_Fenotipo_TNF  Hight Recuento 13 7 20
% dentro de 21,0% 23,3% 21,7%
Tipo_Muestra
Low Recuento 49 23 72
% dentro de 79,0% 76,7% 78,3%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 24. Tabla de contingencia de genotiposy fenotipos TNF-a en casos y controles.
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« TGF-B

RESULTADOS

De los 9 posibles haplotipos que existen, en nuestra poblacidn, s6lo

encontramos 5. Los mas frecuentes, tanto en casos como en controles, son TT GG y

TC GG.
Tabla de contingencia
Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Pobla_TGF TT GG Recuento 25 15 40
% dentro de 40,3% 50,0% 43,5%
Tipo_Muestra
TC GG  Recuento 23 11 34
% dentro de 371% 36,7% 37,0%
Tipo_Muestra
TC GC  Recuento 4 1 5
% dentro de 6,5% 3.3% 5.4%
Tipo_Muestra
CC GG Recuento 6 1 7
% dentro de 9,7% 3.3% 7,6%
Tipo_Muestra
CCGC Recuento 4 2 6
% dentro de 6,5% 6,7% 6,5%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Tabla de contingencia Pobla_Fenotipos_TGF * Tipo_Muestra
Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Pobla_Fenotipos_TGF  Hight Recuento 48 26 74
% dentro de 77.4% 86,7% 80,4%
Tipo_Muestra
Intermediate  Recuento 10 2 12
% dentro de 16,1% 6.7% 13,0%
Tipo_Muestra
Low Recuento 4 2 6
% dentro de 6,5% 6,7% 6,5%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 25. Tabla de contingencia de genotipos y fenotipos TGF-B en casos y controles.
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RESULTADOS

* IL-6
Los genotipos mas frecuentes son GG (48.4% controles y 46.7% casos) y GC
(38.7% controles y 46.7% casos). Ambos son fenotipo alto productor por lo que el

87.1% de los controles y el 93.3% de los casos, lo son.

Tabla de contingencia

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Poblac_IL6 GG Recuento 30 14 44
% dentro de 48.4% 46,7% 47 8%
Tipo_Muestra
GC Recuento 24 14 38
% dentro de 38,7% 46,7% 41,3%
Tipo_Muestra
CcC Recuento 8 2 10
% dentro de 12,9% 6,7% 10,9%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra
Tabla de contingencia
Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Poblac_Fenotipo_IL6  Hight Recuento 54 28 82
% dentro de 87.1% 93,3% 89,1%
Tipo_Muestra
Low Recuento 8 2 10
% dentro de 12,9% 6,7% 10,9%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 26. Tabla de contingencia de genotiposy fenotipos IL-6 en casos y controles.
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 IFN-y

Tanto en casos como controles el genotipo TA y el fenotipo productor

intermedio son los mds frecuentes con un 50% y 63.3% respectivamente. No existen

diferencias entre grupos

RESULTADOS

Tabla de contingencia Poblac_IFN * Tipo_Muestra

Tipo_Muestra
Control Paciente Total
Poblac_IFN  TT_Hight Recuento 12 3 15
% dentro de 19,4% 10,0% 16,3%
Tipo_Muestra
TA Intermediate = Recuento 31 19 50
% dentro de 50,0% 63,3% 54,3%
Tipo_Muestra
AA Low Recuento 19 8 27
% dentro de 30,6% 26,7% 29,3%
Tipo_Muestra
Total Recuento 62 30 92
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra

Tabla 27. Tabla de contingencia de fenotipos IFN-y en casos y controles.

Por tanto, los datos muestran que no existen diferencias cuando se comparan
el factor de necrosis tumoral (TNF-a), el factor de crecimiento transformante

(TGF-B), la interleuquina 6 (IL6) y el interfer6n gamma (IFN- y) entre casos y

controles.
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VIIL. DISCUSION

Muy pocos de los farmacos comercializados en la actualidad son capaces de
producir lesion hepatica directa comportandose como sustancias con
hepatotoxicidad intrinseca; un ejemplo representativo de ellos es el paracetamol.
La inmensa mayoria de los medicamentos disponibles para la practica médica
habitual sdlo ocasionan reacciones hepatotoxicas de forma infrecuente,
impredecible y en personas con especial susceptibilidad que reciben dosis
correctas(154). Este tipo de reacciones, consideradas idiosincrasicas, dependen de
la singularidad del huésped y de otros mecanismos aun parcialmente conocidos. Lo
mas aceptado es que son el resultado de la interrelacion entre factores derivados
de la toxicidad potencial del farmaco, factores ambientales y genéticos (8,155). En
todos los casos analizados en este trabajo, los pacientes recibieron tratamiento con
dosis en rango terapéutico y podemos considerar, por tanto, que todas fueron

reacciones hepatotoéxicas idiosincraticas.

Las enfermedades hepaticas de la infancia tienen como causa mas frecuente
las infecciones virales y no las toxico-medicamentosas como ocurre en el adulto
(56). El higado del nifio, en teoria, esta mas protegido que el de los adultos frente a
hepatotoxinas debido a la mayor cantidad de glutation (principal componente de
las vias detoxificantes) e hipertrofia de algunas vias metabdlicas como la
sulfatacion que pueden compensar el déficit madurativo de otras vias como la
glucuronoconjugacidn. Sin embargo hay determinadas sustancias cuya
probabilidad de producir lesion hepatotoxica disminuye con la edad como es el

caso de: Ac. valproico, paracetamol, ciclosporina y vincristina(1,57).

El desconocimiento de la incidencia real de la hepatotoxicidad,
especialmente en nifios, es debido a varias causas. En primer lugar, la mayoria de
los datos disponibles hoy dia son de naturaleza retrospectiva y derivan de las
observaciones de casos aislados o de pequefias series publicadas en la literatura,
de la comunicaciéon espontanea de incidencias a las agencias estatales de
farmacovigilancia y de alguna informacién adicional obtenida de programas de
vigilancia postcomercializaciéon o de monitorizacion de poblaciones especificas.
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En segundo lugar, existe una infranotificacion de casos por parte del
personal sanitario en probable relacion con el bajo indice de sospecha del personal
facultativo que atiende nifios. Por ultimo, hay que tener en cuenta que, al no
disponer de marcadores especificos de hepatotoxicidad, obtener un diagnostico
etiologico de certeza puede llegar a ser sumamente dificil. Todo lo expuesto explica
que la notificacidon de casos de hepatotoxicidad no supere en la practica el 10% de

las que realmente acontecen(74).

Las principales razones que explican la dificultad diagndstica de la
hepatotoxicidad, especialmente en la infancia, son: caracteristicas clinicas
inespecificas, ausencia de marcadores bioquimicos, la propia enfermedad para la
que se prescribe el farmaco sospechoso que también puede producir alteraciones
hepaticas, toma de varios farmacos hepatotoxicos (ejemplo: combinacion de
farmacos antipiréticos paracetamol/ibuprofeno), ingesta de compuestos que se
consideran seguros como los productos de herboristeria y dificultad en el analisis
de los medicamentos ingeridos por olvido o no prescripcidn facultativa. Ademas, la
hepatitis fulminante o subfulminante puede no dejar tiempo de evolucion

cronoldgica, no permitiendo una valoracion correcta de los farmacos ingeridos.

En adultos, los farmacos han alcanzado el primer puesto como causa de fallo
hepatico fulminante tanto en Estados Unidos como en Europa(156,157). En
pediatria hasta un 50% de los casos son de etiologia indeterminada, siendo la
causa metabolica la que mas frecuentemente produce fallo hepatico
agudo(158,159). Sin duda, los pediatras, debamos hacer mayor hincapié en el

diagnostico de hepatotoxicidad por drogas.

Un error frecuente que contribuye a la infravaloracion de la hepatotoxicidad
en la infancia, es la creencia de que es precisa la confirmacién anatomo-patolégica
mediante biopsia hepatica cuando realmente no existen criterios histolégicos
especificos de lesion hepatotdxica (160,161). Las lesiones debidas a farmacos
pueden simular cualquier enfermedad hepatica conocida. Este hecho hace que la
biopsia hepatica rara vez proporcione el diagnéstico definitivo y por lo tanto no es
imprescindible para la evaluacién de causalidad en hepatotoxicidad. Las
indicaciones para su realizacion estan restringidas a los casos en los que la

etiologia téxica es menos probable y deban excluirse otras causas alternativas,
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cuando el farmaco sospechoso no haya sido previamente imputado en reacciones
hepatotéxicas (con el fin de caracterizar el patréon de lesién que produce) y con
fines prondsticos (por ejemplo evaluar la fibrosis residual o la presencia de

ductopenia).

Entre los criterios considerados como mas indicativos de hepatotoxicidad se
encuentran la identificacibn de manifestaciones de hipersensibilidad y la
demostracion de una rapida mejoria, clinica y analitica, tras la retirada de la
sustancia responsable como ha ocurrido en casi todos nuestros pacientes,
excluyendo una forma crénica de la enfermedad y dos evoluciones a fallo hepatico

con necesidad de transplante. (162).

Las interacciones entre farmacos pueden predisponer a la hepatotoxicidad,
es mas, un estudio poblacional de tipo caso-control demostré que la combinacién
de dos o mas farmacos con potencial hepatotoxico aumentaba el riesgo de hepa-
totoxicidad por un factor de 6(65). En nuestra serie, uno de los casos de evolucion
a transplante hepatico recibia concomitantemente ibuprofeno y paracetamol. Las
dosis de paracetamol fueron dosis terapéuticas no pudiendo descartar que el
desenlace esté provocado por la administracion simultanea de ambos farmacos en

un paciente predispuesto.

Pese a las diferencias teodricas entre el funcionamiento hepatico del nifio con
respecto al adulto, en nuestro estudio hemos encontrado que los anti-infecciosos
en general y los antibioticos en particular, son los grupos terapéuticos mas
frecuentemente incriminados en hepatotoxicidad, como ocurre también en
adultos(67,163-166). En las dos series infantiles con mayor niimero de casos

publicadas, los antibiéticos son también la causa mas frecuente de DILI(1,57).

El motivo por el que este grupo terapéutico es el mas frecuentemente relacionado
con la hepatotoxicidad es, probablemente, el amplio y generalizado uso de los
antibidticos en la practica médica habitual, tanto en los adultos como en los nifios.
En éstos, el consumo de antibidticos es mayor incluso, segin consta en algunas
series documentadas, en las que el nimero de nifios menores de 2 afios que han
recibido tratamiento antibiotico llega al 46% (167). En algunas sociedades, con
diferente cultura sanitaria, donde el empleo de antibidticos estd mucho menos
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generalizado, la causa mas frecuente de hepatotoxicidad son los remedios

naturales empleados en la medicina tradicional (168).

La asociacion Amoxicilina-Clavulanico (AC) ha sido el farmaco que con mas
frecuencia (9 casos), se ha asociado a DILI en nuestro estudio. Previamente, ya
habia sido descrito por nuestro grupo este hecho(90). En todos los casos, tanto las
dosis recibidas como la duracién del tratamiento se ajustan a las recomendaciones
de las guias de practica clinica para las patologias que motivaron la indicacion,
comportandose como reacciones idiosincraticas. En el trabajo de Molleston et al,
con datos obtenidos del estudio prospectivo DILIN, no se refiere ningun caso de
hepatotoxicidad por Amoxicilina-Clavulanico, probablemente, como comentan los
propios autores, por tratarse de una poblacion procedente de centros con atencion

muy especializada y, por tanto, no representativa de la poblacién general(57).

De los dos componentes de la Amoxicilina-Clavulanico, el Clavulanico es
considerado el responsable de las reacciones hepatotdxicas en la mayoria de los
casos, aunque los mecanismos fisiopatégenicos no estan totalmente definidos
(169). En los casos analizados sdlo se ha detectado un caso de DILI imputable a
amoxicilina sola, a pesar de que el consumo de ésta debe ser muy superior al de la

combinacion.

La mayoria de las indicaciones para la prescripcion de AC han estado
relacionadas con enfermedades respiratorias, en principio no asociadas con
enfermedad hepatica, por lo que no deben existir factores de confusion en la
relacidon encontrada en nuestros casos entre AC y lesiéon hepatica. Si debemos
resefiar que, aunque no era objetivo del estudio cuestionar las indicaciones
establecidas por los facultativos responsables, 1a eleccion de Amoxicilina-
Clavulanico frente a amoxicilina no estaba estrictamente indicada en 7 de los
casos. Estas circunstancias nos recuerdan que la principal medida preventiva que
debemos considerar los clinicos es evitar la prescripcion innecesaria de
medicamentos y, en caso de ser necesarios, elegir los mas indicados y con menores

efectos secundarios (170-172)

El consumo de remedios naturales esta muy extendido y va aumentando en

los ultimos afos. La consideracion general, basada principalmente en conceptos
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tradicionales, les otorga una serie de beneficios y les exime de efectos nocivos. Sin
embargo, numerosas aportaciones en la bibliografia, alertan del potencial
hepatotdxico de estas sustancias (173-175). Uno de los casos presentados fue por
anis estrellado. Nuestro grupo ha publicado las caracteristicas
clinico/epidemiolégicas de los casos incluidos en el registro causados por

productos de herboristeria (102).

El ibuprofeno es un derivado del acido propionico, con efectos anti-
inflamatorios, considerado como causa rara de hepatotoxicidad. En adultos solo se
ha relacionado con lesion hepatotdxica en pacientes con hepatitis C (176,177). En
nifios s6lo hemos encontrado una referencia con un caso de una nifia de 9 afios que
presentd un sindrome colestatico de mala evolucidn, de etiologia inmune y
asociado inicialmente a sindrome de Stevens-Johnson. (178). Sin embargo, en
nuestra serie, un nifio de 5 afios y una nifia de 3 tuvieron un cuadro compatible con
hepatotoxicidad por ibuprofeno. La paciente de 3 afios, tras una primera
exposicién ya sintomatica, pero no correctamente diagnosticada, recibié una nueva
pauta de tratamiento que de nuevo provoc6 un aumento, aun mayor, de

transaminasas, lo que confirm¢ la causalidad de este farmaco.

El trastorno por déficit de atencion con hiperactividad (TDHA) es frecuente,
afectando a alrededor del 3-7% de los nifios en edad escolar (179) . El abordaje
terapéutico de este trastorno debe ser multidisciplinario integrando terapias
cognitivo-conductuales asi como terapias farmacoléogicas (180) . El conocimiento
de las bases neuroquimicas y genéticas del TDHA es clave para la optimizacion del
tratamiento farmacologico. En este sentido, datos recientes confirman la existencia
de una asociacion entre alteraciones genéticas (gen DAT1, que codifica el receptor
D4) y dicha enfermedad (9,181). Ya en 1937 Bradley publicé el beneficio del uso
de farmacos psicoactivos en el tratamiento de este trastorno, extendiéndose su
empleo a partir de los afios 50 con la aparicion en el mercado de dextroanfetamina,
pemolina y metilfenidato (182). La presencia de hepatotoxicidad y otros efectos
adversos producidos por dextroanfetamina y pemolina obligaron a las autoridades
sanitarias a proceder a la retirada del mercado de estos farmacos. El potencial
hepatotoéxico de estas sustancias esta bien documentado(52,87). Sin embargo, sélo
existen, en nuestro conocimiento, tres casos publicados de dafio hepatico atribuido
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a metilfenidato, de los cuales sélo uno fue descrito en paciente de edad

escolar(67,89,92).

Los sintomas asociados a DILI varian desde elevaciones asintomaticas de
enzimas hepaticas hasta formas fulminantes con evolucién rapida a insuficiencia
hepatica aguda(164). La forma clinica mas comun es un cuadro similar a la
hepatitis viral aguda con astenia, nauseas y/o vomitos y dolor abdominal, con o sin
ictericia(52). En nuestra poblacion de estudio la manifestacion mas frecuente fue
como un cuadro inespecifico de sintomas gastrointestinales, asociado a ictericia en

solo tres ocasiones.

El diagnoéstico de causalidad, tras la adecuada sospecha clinica, se debe
establecer con la ayuda de escalas diagndsticas que valoran una serie de datos
objetivos mediante una puntuaciéon numérica y establecen distintas categorias de
probabilidad. De todas las desarrolladas por distintos grupos son la escala de
CIOMS/RUCAM(53) y la de Maria y Victorino(82) las mas utilizadas. Ambas
valoran los datos existentes en 6 apartados, mediante un sistema de puntacion
final, con el que se establecen diferentes categorias de sospecha. Ninguna de las
escalas referidas esta validada para la poblacién infantil.

Hemos utilizado la escala de CIOMS/RUCAM (ANEXO II) por ser el procedimiento
establecido en consenso internacional y haber demostrado, en varios estudios
realizados en adultos, una mayor capacidad para diferenciar las distintas
categorias de sospecha y mayor consistencia con el juicio clinico realizado por los
hepatologos (83,183) Ademas el grupo de trabajo de expertos en lesion hepatica
inducida por drogas, en su revision de la terminologia y criterios diagnodsticos de
DILI, aconseja el empleo de esta escala CIOMS/RUCAM (32).

Otra escala ideada para valorar de forma sencilla las RAF es la de Naranjo (184).
Sin embargo, esta escala ha demostrado tener una sensibilidad baja con valor
predictivo negativo inferior al 30% y capacidad limitada para distinguir entre
causabilidad posible y probable(83).

Las puntuaciones obtenidas en la escala de CIOMS en los casos reportados han
permitido clasificar la causalidad del farmaco sospechoso, como definidos o
altamente probables en la mitad de los pacientes, probables en 12 pacientes y
posibles en los restantes 7 casos.
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El método seguido en el presente proyecto, que podria calificarse de registro
intensivo, creemos que es un sistema util para aumentar la sensibilidad en la
deteccidn de reacciones hepatotéxicas y por otro lado no supone una sobrecarga

excesiva de trabajo que limite su implantacion en un periodo de tiempo limitado.

El sistema de farmacovigilancia, notificacion espontanea y voluntaria tiene
sin duda ventajas y hemos de considerarlo como un logro para mejorar la
seguridad en el uso del medicamento pero su gran inconveniente es la poca
sensibilidad para detectar RAF, sobre todo las formas leves, que pueden ser
potencialmente peligrosas en el futuro. Ambos sistemas pueden, y deben, ser
complementarios al tener objetivos distintos. Los sistemas de farmacovigilancia,
como el de la “tarjeta amarilla”, pretenden detectar los casos graves de RAF en la
poblacién general, mientras que los sistemas intensivos, como el seguido en
nuestro estudio, intentan conocer la incidencia real de reacciones adversas
hepatotoéxicas en el area de influencia de los centros colaboradores. La mejor
capacidad de deteccion del sistema empleado, similar al del Registro Espafiol de
Hepatotoxicidad, se manifiesta en datos como que la notificacion de RAF con
participaciéon hepatica de la totalidad del estado espafiol segiin datos de VigiBase
(2000-2006) fue de 143 casos, mientras que el Grupo de Estudio de Hepatopatias
Asociadas a Medicamentos, encontraron 461 casos de DILI durante sus primeros
10 anos, con datos de 32 unidades colaboradoras de 9 comunidades auténomas, lo
que significa una incidencia 2 veces mayor con una cobertura poblacional muy

inferior.

El descubrimiento del genoma humano marcé la pauta para el desarrollo de
la farmacogenética y la farmacogendémica que han dado resultados prometedores e
invitan al clinico a prescribir una medicina individualizada con la finalidad de
optimizar la respuesta al tratamiento y reducir los efectos adversos que se

pudieran presentar (75,185).

El presente estudio, segun la bibliografia publicada sobre el tema, representa
la primera investigacion sobre el andlisis de los factores inmunogenéticos (HLA,
polimorfismos de citoquinas y genotipos kirs) en la hepatotoxicidad idiosincrasica

en la poblacién pediatrica.
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En la literatura médica existen escasas referencias bibliograficas al dafio hepatico
toxico en la poblacion pediatrica y, casi todas, referidas a casos anecdoéticos o

pequefias series (57,84,90,102,186,187).

La patogénesis de la hepatotoxicidad en nifios es un proceso complejo en el hay
que tener en cuenta la posible interaccion del potencial téxico de la droga y los
factores genéticos y ambientales que determinan la susceptibilidad a la

hepatotoxicidad idiosincrasica(28) en el nifo.

La realizacion de estudios genéticos en hepatotoxicidad en adultos ha
presentado una serie de dificultades y desafios, entre otros, el hecho de que los
farmacos utilizados representan un grupo muy heterogéneo y diverso en relacion
con las propiedades quimicas, efectos terapéuticos o dianas bioldgicas. De esta
manera, la mayoria de las asociaciones genéticas en DILI se han establecido en
poblaciones que han utilizado farmacos concretos, presumiblemente bajo la
hipdtesis de que estas asociaciones van a ser especificas para cada farmaco.
Aunque es una asuncion valida, también es cierto que la susceptibilidad genética
podria ser comuin a un grupo diverso de farmacos o a todos los farmacos en

general.

La “firma” con la que un farmaco induce hepatotoxicidad (periodo de
latencia y tipo de lesion relativamente constantes) debe ser contemplada con
cautela, ya que con frecuencia dichas manifestaciones varian de un sujeto a otro.
Ademas, las formas mas graves de hepatotoxicidad son, por fortuna, relativamente
infrecuentes(61). Dado que la ocurrencia de hepatotoxicidad es baja y poco
diagnosticada en la poblacion pediatrica, nuestra capacidad para identificar un
numero suficiente de casos producidos por un mismo farmaco o grupo de
farmacos se ve limitada. Por este motivo, en el presente estudio, se han intentado
buscar marcadores genéticos que pudieran ser comunes a todos los farmacos que

producen hepatotoxicidad idiosincrasica en nifios.

Se han descrito en adultos diversas asociaciones de alelos HLA con la
probabilidad de hepatotoxicidad por determindos farmacos (51,78,188-192).
Actualmente existe controversia respecto a si variaciones genéticas en moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA II) determinarian cierta
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predisposicion a las reacciones adversas hepaticas debido al papel que desempeiia

en la respuesta inmunolégica.

En este trabajo no hemos encontrado diferencias entre ningin HLA clase [, A
o B, al comparar el grupo de enfermos con el grupo control. Sin embargo el HLA-
C0401 fue mas frecuente en el grupo control pudiendo ejercer un papel protector

frente al dafio hepatico.

Con respecto a los HLA de clase II la asociacion DRB1'07 y DQA1"02 ha sido
descrita previamente en enfermos con elevacion de transaminasas en tratamiento
con ximelagatran (188). De igual forma, esta asociacion, previamente se ha
relacionado con la hepatitis autoinmune (193)y la hepatotoxicidad durante el

tratamiento antituberculoso aunque la literatura no es uniforme (194).

En el presente trabajo, la presencia del HLA-DQA*0102 fue mayor en el grupo
de nifios con hepatotoxicidad actuando posiblemente como un factor de riesgo
para el desarrollo de DILI y el HLA-DQA*0603 fue mas frecuente en el grupo

control pudiendo actuar como factor protector.

Otro hallazgo ha sido el incremento del riesgo de DILI en 9,3 veces, cuando el
HLA DRB*12 es positivo. En nuestra muestra lo presentan 5 nifios, siendo 4 de

ellos casos.

Estas asociaciones no han sido descritas previamente en la literatura. Los
hallazgos encontrados ponen de manifiesto que algunos farmacos pueden originar
un dafio hepatico por activacién del sistema inmune adaptativo.

Probablemente, en la mayoria de los casos, los derivados toxicos formados durante
el metabolismo hepatico del farmaco nativo, se unan covalentemente a
constituyentes hepaticos provocando un dafio directo.

Puede ocurrir que, en algunos nifios, predomine una respuesta inmune frente a
neoantigenos formados a través de la interaccion de intermediarios toxicos con las
proteinas hepaticas. En este ultimo supuesto los antigenos de histocompatibilidad
(HLA), pueden estar implicados directamente en la presentacion antigénica. Las
proteinas haptenizadas serian procesadas por las células presentadoras de

antigenos y presentadas a las células T CD4+ o T helper, lo que desencadenaria una
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respuesta inmune celular (activacion de linfocitos T CD4+ y CD8+ citotoxicos) y
humoral (activacidon de los linfocitos B con produccion de anticuerpos).

Teniendo en cuenta que algunos determinantes genéticos pueden tener soélo
pequefios efectos clinicos creemos que son necesarios grandes tamafios
muestrales para descubrir mas asociaciones genéticas. En cualquier caso también
deben ser reproducidas las asociaciones encontradas para confirmar su

significacion real.

En el mecanismo de la hepatotoxicidad puede estar implicada la lesion
directa de los hepatocitos y la activacién de las vias inflamatorias como hemos
comentado. Se ha sugerido la existencia de distintas etapas durante el desarrollo
de la lesidon considerandose que los eventos iniciales sean especificos de cada
toxico, es decir, que la droga y/o sus metabolitos causen directamente el estrés
celular, activen la respuesta inmune y/o afecten directamente la funcién
mitocondrial y los eventos posteriores sean menos especificos; comun a todos los

farmacos (21,195).

La evidencia reciente demuestra que el equilibrio entre los mediadores pro-y
anti-inflamatorios puede determinar la susceptibilidad y gravedad de la lesion
hepatica en hepatotoxicidad por acetaminofeno experimental (28). Es plausible
que la activacion de la inmunidad innata del higado y la inflamacién resultante
pueda también desempefiar un papel importante en la hepatotoxicidad
idiosincrasica(28). En consecuencia, los genes que codifican la IL-10, IL-6, el Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), el Factor de Crecimiento Transformante beta
(TGF-B) o el Interferon Gamma (IFN-y), todos ellos implicados en la respuesta
inflamatoria, son candidatos para el estudio de la susceptibilidad al dafio hepatico
secundario a toxicos.

La IL-10 es un potente antiinflamatorio e inmunorregulador. Es un factor inhibidor
de la sintesis de citoquinas como el TNF-a, el IFN-y e IL-8 (75,185,196) vy,
actuando sobre los macréfagos, suprime su funcién y disminuye la producciéon de
IL-12.

Los modelos animales de hepatotoxicidad por paracetamol proporcionan datos
que serian aplicables a la toxicidad idiosincrasica. El ratén knockout para IFNy, Fas
o FasL es resistente a la toxicidad por paracetamol, mientras que los animales
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knockout para IL-10 e IL-6 presentan una susceptibilidad aumentada al dafio
hepatico. Estos modelos ponen de manifiesto un hecho esencial, y es que en
respuesta a la administracion de dosis subtoxicas de paracetamol se pone en
marcha una estimulacidon de la expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias.
Cuando la respuesta de citoquinas antiinflamatorias se encuentra disminuida, el
umbral para la aparicion de dafio hepatico disminuye y a la inversa. Estos
hallazgos sugieren la importancia que podria tener la existencia de variantes
alélicas defectivas de determinadas citoquinas inmunorreguladoras en la
susceptibilidad a presentar DILI, probablemente como consecuencia de la
incapacidad de adaptarse una vez iniciada la cascada de eventos que conducen a la
lesion hepatica. La IL-10 tiene una accién inmunosupresora, antiinflamatoria y
antifibroética(48,81). Curiosamente, los polimorfismos bajo productores de IL-4 e
IL-10 no se han demostrado(81) mas frecuentes en los pacientes con DILI que en la
poblacién control(81). Sin embargo hay un estudio(81) en el que un polimorfismo
bajo productor de IL-10 se asocid de forma significativa a la ausencia de eosinéfilos
en sangre periférica y a evolucion grave o fulminante, lo que sugiere que una vez
iniciada la lesion, una respuesta Th2 disminuida podria favorecer la progresion de

la inflamacién y la necrosis hepatica.

En nuestro estudio, de los nifios con DILI, un 53% tienen fenotipo Low, es
decir la tendencia es a producir poca IL10. El 53% de los Controles presentaron un
fenotipo intermedio, con lo que tienden a producir mas IL10 que los nifios
enfermos. Estos hallazgos no alcanzaron significacion estadistica. Estos hallazgos
nos sugieren que el mediador implicado en el dafio hepatico por téxicos en nifios
es, fundamentalmente la IL-10, pues no hubo diferencias entre grupos cuando se

analizaron TNF-a, TGF-f3, IL-6 e IFN-y.

En cuanto a las determinaciones de KIRs, creemos de interés resaltar que
todos los casos son positivos para el KIR3DL2 y KIR3DL3 que actuian como
inhibidores de las células NK. Cuando se analiza el KIR 2DS5, se observa que el
78.9% de los pacientes positivos pertenecen al grupo control. Ademas, el 80,8 %
de los pacientes con haplotipo BB también pertenecen al grupo control. Tanto el
KIR2DS5 como el haplotipo BB implican tendencia a la activacion de las NK . Pese a
que estos resultados no alcanzaron significacion estadistica parecen indicar una
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mayor capacidad de actuacion de las células NK en el grupo control o, dicho de otra
manera, una mayor inhibiciéon de NK en nifios con DILI.

No existen estudios previos relacionando los genotipos KIR con la lesion
hepatica por farmacos en adultos ni en nifios por tanto, seran necesarios nuevos
estudios que corroboren estos hallazgos.

Algunos grupos han propuesto modelos de combinaciones especificas KIR-HLA
que determinan la tendencia activadora o inhibidora de las células NK y que,
ademas, determinen la susceptibilidad o resistencia o0 modifiquen el curso clinico
de ciertas patologias (197). Esta descrita la asociacion de los KIR y sus ligandos en
el receptor del transplante hepatico y progresion de la fibrosis hepatica (198).

Sin embargo, es necesario continuar investigando en el papel exacto de los KIRs y
sus lingandos en la hepatotoxicidad. Este proyecto no sera sencillo pues es
importante mencionar que no existen modelos de ratones que permitan el estudio
de estos sistemas de interaccion por la ausencia del sistema KIR en el raton.
Muchas de las preguntas pendientes deberan ser contestadas mediante estudios in

vitro con células humanas o de primates superiores.
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VIII. LIMITACIONES DEL ESTUDIO.
VIIIL.1 Derivadas del diseiio.

La principal limitacidn deriva del escaso tamafio muestral debido a que, en
primer lugar, la frecuencia global de hepatotoxicidad no es elevada y, en segundo
lugar, que hemos utilizado estrictos criterios de inclusion para limitar al maximo la

presencia de otros posibles factores que podrian ser causantes de DILI.

Otra limitacion inherente a los estudios de casos y controles es que no se pueden
estimar de manera directa las medidas de incidencia o prevalencia que

tradicionalmente se obtienen en los estudios de cohortes o transversales.
VIIIL.2 Derivadas del analisis de los polimorfismos.

Las revisiones recientes indican que del 70-95% de las asociaciones recientes
que se publican no se confirman en los estudios posteriores. La mayor parte de los
disefios de los estudios son de casos y controles, por lo que ademas de los sesgos
conocidos de este tipo de estudios, en el caso de las asociaciones genéticas, se
deben de tener en cuenta consideraciones adicionales como que las variantes
genéticas difieren en las poblaciones en funcién de la raza (estratificacion de la
poblacién). Uno de los problemas mas importantes de estos tipos de asociaciones
es el gran numero de polimorfismos genéticos que pueden estar relacionados con
el riesgo de enfermedad, el desarrollo de técnicas con capacidad de detectarlos en

una gran cantidad de personas y su aplicabilidad practica.

En concreto, las conclusiones de nuestro trabajo deben de interpretarse con

cautela y confirmarse en estudios mas amplios estratificados segun etnias.
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IX. CONCLUSIONES

El andlisis y discusién critica del conjunto de observaciones y resultados
contenidos en esta memoria nos ha permitido formular las siguientes

conclusiones:
» Objetivo principal:

1. No hemos encontrado diferencias entre ningun alelo HLA-A o HLA-B
relacionadas con hepatotoxicidad. Tampoco existen alelos HLA-DRB*

que condicionen o protejan frente a reacciones hepatotodxicas en nifios.

2. Los alelos HLA-C0401 y HLA-DQB0603 pueden ejercer un mecanismo

hepato-protector en la poblacién pediatrica.

3. Los alelos HLA-DQA0102 y HLA-DRB*12 son mas frecuentes en nifios
enfermos pudiendo estar relacionados con el dafio hepatico inducido

por un compuesto farmacoldgico o producto de herboristeria.

4. Los polimorfismos bajo productores de IL-10 tienden a ser mas

frecuentes en el grupo de nifios que han sufrido un episodio de DILI.

5. Los polimorfismos genéticos de TNF-a, TGF-f e IL-6, IFN-y no estan

relacionados con el riesgo de desarrollar dafio hepatico.

6. Los KIRs inhibidores, KIR3DL2 y KIR3DL3, estan presentes en todos los
nifios que han sufrido un episodio de DILI. El KIR K2DS5 y el haplotipo
BB, ambos activadores de NKse presenta con mas frecuencia en el
grupo control. Estos dos hechos sugieren que la ausencia de funcién de

las NK favorece el DILI.
» Objetivos secundarios:

7. Los antibidticos sistémicos son el grupo farmacolégico que mas
frecuentemente causa reaccién hepatotoxica en el nifio. La asociacion
Amoxicilina-Clavulanico es el farmaco con mayor incidencia de
hepatotoxicidad en los casos de nuestro estudio.
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8. La hepatotoxicidad idiosincrasica puede ocurrir con medicamentos de
uso muy extendido como puede ser el ibuprofeno. Un diagndstico
erroneo de DILI puede impedir o retrasar el diagnodstico etioldgico
correcto y, por consiguiente, también su prevencion en futuras

administraciones del fArmaco.

9. La administraciéon de productos comerciales o de herbolario puede
asociarse a alteraciones hepaticas en el nifio. Es necesaria una
regulacion mas estricta que impida la libre administracién a estas

edades.
10. El tipo de DILI mas frecuente en pediatria es el hepatotoxico.

11.Las manifestaciones clinicas del dafio hepatico por drogas son
absolutamente inespecificas, las mas frecuentes han sido las nauseas y

vOmitos.

12.Un 16% de los casos de DILI pueden ser severos y hasta un 2% de los

mismos pueden conducir a trasplante hepatico o éxitus del paciente.
IX.1. Conclusion final.

La hepatotoxicidad idiosincrasica debida a farmacos es un reto para los
clinicos debido a sus inespecificas manifestaciones clinicas, a que carece de
marcadores especificos, que se trata de un diagnoéstico de exclusion y que es pobre

el conocimiento del mecanismos implicado en el dafio hepatico.

El registro de hepatopatias asociadas a medicamentos en la infancia ha
demostrado ser un instrumento util para mejorar la deteccion de casos de

hepatotoxicidad y acercarnos a la realidad epidemiolégica del DILI en pediatria.

Creemos que se debe profundizar en la relacion entre el genotipo y la
susceptibilidad o resistencia individual a desarrollar enfermedad hepatica
idiosincrasica debida a farmacos o productos de herboristeria en la poblacién
pediatrica promoviendo nuevos estudios que ayuden a identificar todos los

posibles factores genéticos implicados en la hepatotoxicidad en la infancia.
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Resumen

El consumwr de productos de herboristeria es debido
principalmente a la percepcidn de que al ser “naturales”,
solo pueden ser beneficiosos y carecen de riespos para la
salud. Sin emhbargo, las propiedades de los mismos estdn
escasamente estudiadas v contrastadas,

Se presentan cuatro episodios de hepatotoxicidad por
productos naturales en tres nifios, analizéindose sus ca-
racteristicas epidemioldgicas y clinicas. Se hace especial
hincapi¢ en la importancia de una correcta anammnesis
para la sospecha diagndstica.

(Mt Hesp. 2015,32:652-655)
DMOI:10.3305/nh.2015.32.2 8853

Palabras clave: Heparotavicidad. Prodictos de heloriste-
ris. Nifios, Heparifis tavica.

Introducciin

Las enfermedades hepdticas de la infancia tienen
como causa mds frecuente las infecciones virales v no
thxico-medicamentosa como ocurte en el adulio . El
higado del nine, en teorfa, estd mias protegido que el
de los adultos frente a hepatotoxinas debido a la ma-
yor cantidad de glutatidn (principal componente de las
vias detoxificantes) e hipenrofia de algunas vias me-
tabdlicas como la sulfatacidn, que puaden compensar
el déficit madurativo de otras como la glucuronocon-
jugacidn’,
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652

HEPATOTOXICITY FROM THE CONSUMPTION
OF HERBALIST PRODUCTS BY A PAEDIATRIC
POPULATION

Ahstract

The consumption of herbal products is mainly due to
the perception that being “natural™ can only be benefi-
cial and without risk to health. However the properties
thereof are poorly studied and proven.

Four episodes are presented of hepatotoxicity from the
consumption of herbal products, by three children. We
analyse the epidemiological and clinical characteristics
of these products, and stress the importance of proper
anamnesis for accurate diagnosis,

(Nt Hesgp, 2015;32:652-655)
DOL:10.3305/nh. 201532 28853

Key words: Hepatoforicity, Herbal prodicts. Children.
Hepartitis foxic.,

Mo obstante, hay determinadas sustancias cuya pro-
babilidad de producir lesidn hepatotdxica disminuye
con la edad como es el caso de: Ac. valproico, parace-
tamol, ciclosporina v vincristina®,

La medicina alternativa incluye un grupo heterogé-
neo de pricticas que son utilizadas con gran frecuencia
2n la poblacidn general con un crecimiento importante
en pafses desarrollados en los dltimos anos. En el mar-
co de la medicina alternativa, el consumo de productos
botinicos es el que mayor auge ha alcanzado v el que
mavor incremento ha experimentado en las altimas
décadas’, estimdndosa una prevalencia actual entre un
18,6 % el 37% con amplias variaciones entre distintos
paises v tipos de estudios®,

Este aumento en 2l consumo de productos herbales
25 debido principalmente a la percepcidn de que al ser
“naturales” sdlo pueden ser beneficiosos v carecen de
riesgos para la salud. Sin embargo, aungue hov dia sa-
bemos que las sustancias de origen vegetal no carecen
de efecto bioldgico, las propiedades de las mismas es-
tdn escasamente estudiadas v contrastadas®.
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Pacientes v método

Los pacientes descritos pertenecen al Registro es-
pafiol de hepatotoxicidad en la poblacidn pedidirica’.
Este Registro comenzd a funcionar en el ano 2008 v
tiene recogidos en la actualidad un total de 70 casos de
toxicidad hepdtica en la infancia

La informacidn de cada paciente incluye datos so-
bre:

— Variables demogrificas

— Caracteristicas del tratamiento al que se imputa la
reaccidn, medicacidn concomitanta

— Curso del episodio. Variables de laboratorio du-
rante la reaccidn, hasta la eventual resolucidn vio
cada & m. desde el inicio.

— Datos histoldgicos si procede

— Exclusion de causas altermativas

La interpretacidn de los datos de laboratorio se co-
melacionardn con las lesiones anatomo-patoldgicas,
segun los criterios establecidos en la Conferencia In-
ternacional de Consenso celebrada en 19007 en:

l. Lesidn hepatocelular: incremento aislado de ALT
dos veces superior al limite de la normalidad o
actividad de ALT/FA expresada en maltiplos del
limite superior de la normalidad mavor a 5. En
los nifos como la FA esta elevada por la fraccidn
dsea, hay que wsar la isoenzima hepdtica de la
fosfatasa alcalina.

2. Lesidn colestdsica: incremento aislado de FA su-
perior a dos veces el valor normal o ALT/FA in-
ferior a dos.

3. Lesidn mixta: ALT elevada, incremento de FA v
ALT/FA mayor a dos pero inferior a cinco.

En todos los casos remitidos al registro se evalaa la
causalidad, primero por juicio clinico y posteriormente
mediante la aplicacidn de la escala Council for Inter-
nacional Organizations of Medical Sciences{ CIOMS
RUCAM)™,

Con estas consideraciones previas, hemos detectado
un total de 4 reacciones hepatotdxicas secundarias a
productos de herboristeria en tres pacientas 1o que co-
mesponde a un 5,7% de los casos del registro.

Los productos implicados han sido anis verde, anis
estrellado y cola de caballo. En el caso del anfs verde,
52 produjo una reexposicidn accidental por el descono-
cimiento previo de la cavsa de la hipertrasaminasemia.

Descripeion de los enfermos
Caso 1
Se trata de un nifo de dos meses de edad que con-

sulta en el servicio de urgencias hospitalarias por
rechazo de las tomas en las 24 horas previas. En la

ANEXOS

exploracidn fisica no se encuentran datos de interds.
En la anamnesis se registra la ingestidn, en los 20 dias
previos, de una infusion con “cola de caballo™. Se ra-
ta de un nifio sin antecedentes personales ni familiares
de interds que recibe la infusidn por estrenimiento v
dispepsia En la analftica realizada en el momento de
la consulta los anicos hallazgos patolégicos son la pre-
sencia de una cifra de GPT de 10,3 XLSN v de GOT de
18,3 LSN . Tras descartar razonablemente otras causas
de aumento de transaminasas se cataloga esta reaccidn
hepatotdxica como posible semin la escala diagnistica
de CIOMS. El enfermo permanece con enzimas hepd-
ticas elevadas durante 60 dias.

Caso 2y 3

Se trata de un nifio de 6 anos de edad que consulta
POr vOmMitos MuCos0s, rinomea ¢ impresidn subjetiva
por pane de la madre de pérdida de peso en los dltimos
dfas. En la analitica realizada en este momento destaca
la presencia de un GPT de 9.5 LS8N, GOT 6,2 LSN.
Preciza ingreso durante 48 horas por la no tolerancia
hidrica v es dado de alta con diagndstico de probable
hepatitis de etiologfa virica y seguido en consulta de
hepatologfa pedidtrica hasta normalizacidn de transa-
minasas que ocurme a los 30 dias. Se cataloga como
probable hepatitis de etinlogla virica,

A los cuatro meses consulta en el servicio de urgen-
Cias por un cuadro clinico semejante al del ngreso an-
terior. En la anamnesis realizada se detecta la ingestidn
de un compuesto comercial de venta libre en super-
mercados con menta, manzanilla y anis verde. Refiere
la madre que esta infusidn s2 la ha ofrecido por presen-
tar vimitos esporddicos al estar cursando un proceso
respiratorio de vias altas. Indagando en este tema, en
¢l ingreso anterior también habia ingerido este mismo
compuesto. En esta ocasidn llevaba 5 dias tomando la
infusidn, cree recordar que en el episodio previo lo in-
piridh durante 7- 10 dias.

La analitica muestra una GPT de 22,5 LSN v GOT
de 17,5 LSN. Este aumento de transaminasas perma-
nece durante 40 dfas. Tras descantar otras causas de
hepatitis se cataloga como reaccidn hepatotdxica alra-
mente probable o definida.

En este caso, en el que la reproduccidn de los sin-
tomas tras reexposiciin al mismo preparado apova
fuertemente el diagndstico, ha sido considerado el anis
verde como probable responsable de la reaccidn toxi-
ca por ser este el anico con hepatotoxicidad potencial
demostrada de los compuestos presentes el la infusidn.

Caso 4

Se trata de un nino de 4 meses de edad que consul-
taba en el servicio de urgencias por decaimiento. En
la anamnesis se registra la ingestidn de anfs estrellado
comprado en herboristeria desde 14 dia antes indicado

Hepatotoxicidad ¥ consume de productos
de herboristeria en la poblacidn pedidtrica
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para aliviar los “cdlicos del lactante”. En los exdmenes
complementario destaca la existencia de hipoglucemia
{50 mg'dl) con disminucidn de actividad de protrom-
bina (22%) e hipentransaminasemia (GFT 20,3 xL.SN,
GOT 17,5 XLSN). Se ingresa para estudio en el que
se descantan razonablemente 1as cawsas infecciosa v
metabdlicas de insuficiencia hepdtica Se produce una
recuperacidn de las enzimas hepitica en 2 mesas. Se
catalopa por la escala de CIOMS de reaccidn hepato-
tixica probable por anis estrellado.
Tarda en normalizar las ransaminasas 2 meses.

DMiscusitn

Muchos son los factores que pueden contribuir a la
hepatotoxicidad de los productos de herboristeria: el
efecto toxico de la's sustancia's del mismo, la falta de
identificacion del producto v de sus componentas, la
seleccitn de una pane errdnea de la planta, el almace-
namiento inadecuado, la contaminacion de las plantas
por productos quimicos, metales pesados 0 MICTOOL-
ganismos, la adulteracidn durante la produccidn v la
falta o el mal etiquetado de los productos. Por lo tanto,
establecer el diagnostico de hepatitis toxica por uso de
productos de herboristerfa, mochas veces de consomo
no reconocido, es complicado’,

El dano hepdtico asociado a fiirmacos convencio-
nales es un efecto identificado desde hace dempo v
valorado por el personal prescripior en el momento de
la toma de decisiones farmacoterapduticas . Sin em-
bargo, en el caso los productos naturales, su identifica-
cidin como causa de hepatotoxicidad es relatdvaments
reciente, 1o que favorece gue sea un problema esca-
samente considerado e investigado . En este sentido,
algunos productos fitterapéuticos s2 han asociado
con la aparicidn de hepatitis aguda v hepatitis cromica,
colestasis, lesiones vasculares @ incluso fallo hepdtico
v Cirrosis. Ademuds, las alteraciones hepdticas por es-
tos productos son dificiles de diagnosticar Por ello, la
prevencidn de la utilizacion v la identificacidn tempra-
na resulta clave en el control v el ratamiento de estos
problemas.

El consumo de remedios naturales estd muy exten-
dido v va aumentando en los alimos anos. La consi-
deracitn general, basada principalmente en conceptos
tradicionales, les otorga una serie de beneficios v les
exime de efectos nocivos. Sin embargo Numerosas
aportaciones en la babliografia alertan del potencial
hepatottxico de estas sustancias** "

El considerado como “patrdn oro™ para el diag-
ndstco de hepatotoxicidad es la reapancion de las
alteraciomes clinico-bioldgicas tras la reexposicidn al
firmaco (rechallenge)'™™ Sin embargo, por razones
éticas, no estd indicado volver administrar de forma
voluntaria una sustancia sospechosa de causar hepa-
totoxicidad, a fin de demostrar de forma mds fiable la
causabilidad. En nuestra sere ha existido reexposicidn
en | pacients, las sustancia implicada ha sido anfs ver-

ANEXOS

de. El principal motivo de reexposicion accidental ha
sido la falta de reconocimiento del primer episodio
como lesidn hepatottxica v el emdnes establecimiento
de hepatitis de cawsa viral sin datos objetivos que lo
sustenten. Se comprobd un mavor ascenso de ALT v
un intervalo mids cono entre exposicidn e imicio de sin-
tomas en la reexposicidn. La reexposicidn involuntaria
ocurmida es un hecho evitable v potencialmente grave.

El diagndstico de causabilidad, tras la adecuada
sospecha clinica, se debe establecer con la ayvuda de
escalas diagndsticas que valoran una serie de datos
objetivos mediante una pulfuacion NuméTica v esta-
blecen distintas categorfas de probabilidad De todas
las desarrolladas por distintos grupos son la escala
de CIOMS/RUCAM® v 1a de Marfa y Victorino™ las
muds utilizadas. Ambas valoran los datos existentes en
6 apartados con un sistema de puntacidn final con el
que se establecen diferemtes categorfas de sospecha
MNinguna de las escalas referidas estin validadas para
la poblacidn infantil siendo prioritario un método de
diagndstico pedidtrico mds acorde con esta poblacidn.

Hemos wtilizado la escala de CIOMS/EUCAM por
ser un procedimiento establecido en consenso intema-
cional v haber demostrado en varios estudios realiza-
dos en adultos una mayor capacidad para diferenciar
las distintas categorfas de sospecha v mayor consisten-
cia con el juicio climco realizado por los hepatdlogos
en adultos'™

El creciente consumo de plantas medicinales, los
riesgns @ incertidumbres acerca de sus efectos farma-
coldgicos v la posibilidad de aparicidn de interacciones
con otros medicamentos deben hacer cambiar nuestra
mentalidad sobre el modo de registrar el consumo de
estos productos en la historia clinica v su considera-
ciidn como posibles cansantes de efectos adversos . Es
miis, la posibilidad de llegar a detectar los episodios de
hepatotoxicidad secundarios a sustancias herbales de-
penderd en gran medida de la sospecha clinica v la co-
mectd anamnesis realizada tanto en la poblacitn aduléa
como en la pedidtrica.

Creemos que el conocimiento de que los productos
de herboristerfa, lejos de ser inocuns, pueden oca-
sionar efectos adversos, debe animarmos a transmitic
prudencid a Nuestros pacientes en el consumo de estas
Sustanciis.
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descrita su implicacidn en el desarrollo de cancer gés-
trico y linfomas de tejido linfoide asociado a mucosas
{MALT), si bien son patologlas muy poco frecuentes en
edad pediatrica.

Resumen del caso

Nifio de 11 afos remitido por episodios de impactacién
alimentaria en esdfago medio-distal desde hacla un afo
que precisaban inducir el vimito para resolverse. Mo dis-
fagia para sédlidos ni liguides. No wimitos. No regurgita-
dor. Mo dolor abdominal. Exploracian fisica anodina.

Antecedentes personales: Rinitis alérgica estacional, sen-
sibilizacidn a dcarcs del polvo, olivo, gramineas y plata-
nera en fratamiento con inmunoterapia sublingual desde
hacla afio v medio. Bronquitis en primera infancia con
mejoria desde inmuncterapia. Dermatitis atopica.

Antecedentes familiares sin interés.

Con la sospecha de esofagitis eosincfilica, se programé
endoscopia digestiva alta, que macroscdpicamente obje-
fivd mucosa esofigica rugosa con ercsiones longitudina-
les en tercio distal y medic y nodularidad antral con test
de ureasa positive, motivo por el gue se instaurd terapia
secuencial eradicadora, manteniendo IBF 8 semanas.
Se solicitd bateria ecsinofilica que fue positiva para le-
gumbres, alubias, cacahuete y melocotin.

Anatomia patoldgica (AP): Mucosa gastrica antral con
profiferacian linfoplasmocitoide con lesiones linfoepitelia-
les y expresion monotipica de cadena lambda, compati-
ble con linfoma B del tejido linfoide ascciado a mucosas
{MALT). Presencia de bacilos H. Pylori. Mucosa esofagi-
ca con cambios inflamatorios con ecsingfilia (> 15 Eosi-
niéfilosicampaol.

Evolucin: Se realiza estudio de extension en colabora-
cién con nuestro hospital terciario de referencia siendo
las serclogias VHE, VHC y VIH negativas, ecografla ab-
dominal, radicgrafla de térax, RMN cervical, tordcica y
abdominal y TAC tordcico normales. Se realiza biopsia de
médula dsea sin objetivar infiltracién por linfoma B.

Evolucian satisfactoria sin impactacidn alimentaria. En-
doscopia de control sin hallazgos compatibles con linfo-
ma ni infeccidn por HP, persistiendo ecsinafilia esofigica,
por lo que se realiza exclusion alimentaria de alimentos a
los que ha mostrado sensibilizaciin. Resultados de trans-
locaciaon 111;18){q21;921) pendientes.

Conclusiones y comentarios

HP habitualmente ocasiona gastritis pero esta implica-
do en entidades mas importantes, por lo que creemos
recomendable tomar biopsias de estdmago para AP en
endoscopias realizadas por cualquier atro motivo. El lin-
formma MALT es muy poco frecuente en la edad pedidtrica,
pero como en el adulte, cuando se asocia a infeccidn por
HP v =& diagnostica en estadios tempranocs, tiene buen
prondstico, resolviéndose en la mayorla de los casos erra-
dicando de la bacteria.
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HEPATITIS TOXICAS POR PRODUCTOS DE
HERBORISTERIA

Laura Trujille Caballero®, M.* José Salmerdn Femdndez®,
José Manuel Gonzdlez Gomez®, Emilia Urnutia Maldonado®,
Margarita Camacho Gonzslez-Aurioles?, Esther Ocefe Hita®
! Complejo Hospitalario Univers#ario de Granada, Espafia

? Hospital Universitario Matemo Infantil, Malaga, Espafia

Introduccidn y objetivos

Las enfermedades hepdticas de la infancia tienen como
causa mas frecuente la infeccidn viral y no tdxico-medi-
camentosa como en el adulta.

La medicina alternativa incluye un grupo de practicas
caon un aumento importante en palses desarrollades en
los ditimos afics. Se debe a la percepcitn de que al ser
“naturales” carecen de riesgos para la salud.

Presentamos las caracteristicas clinicas y epidemiclégi-
cas de tres pacientes con hepatotoxicidad secundaria a
productos naturales.

Métodos

En cada paciente se recoge informacion mediante un
protocolo que incluye:

= Variables demograficas.

= Medicamentos implicados.

= Curso clinico.

- Histologla.

- Exclusitn causas alternativas.

En todes los casos se evalda la causalidad mediante la
aplicacion de la escala Council for Intermacional Organi-
zations of Medical Sciences (CIOMS/RUCAM).

Resultados

Hemos detectado un total de 4 reaccicnes hepatotdxicas
en tres pacientes (Tabla). Loz productos implicados han
sido anls verde, anis estrellado v cola de caballo. En el
caso del anls verde, se produjo una reexposicitn acci-
dental por el desconccimiento previo de la causa de la
elevacion de enzimas hepdticas.

Muchas son los factores que pueden contribuir 2 la hepato-
toxicidad de los productos de herboristeria: el efecto toxico
de la's sustancials, la falta de identificacién del producto y
de sus componentes, la seleccian de una parte errdnea de
la planta, el almacenamiento inadecuade, la contaminaciin
de las plantas por productos quimicos, metales pesados o
microorganismos, la adulteracién durante la produccion y
la falta o el mal etiquetado de los productos.

El considerado como “patrén oro™ para el diagndstico
de hepatotooicidad es la reaparician de las alteraciones
clinico-biclégicas tras ka reexposician al farmaco (recha-
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lienge). En nuestra serie ha existido reexposicidn en un
paciente por desconocimiento de la reaccidn previa, la
sustancia implicada ha sido anis verde. Se comprobd un
mayor ascensa de ALT y un intervalo més corto entre ex-
pasicion e inicio de sintomas en la reexposicidn.

El creciente consumo de plantas medicinales, los riesgos
e incerfidumnbres acerca de sus efectos farmacoldgicos
y la posibilidad de aparicidn de interacciones con otros

miedicamentos deben hacer cambiar nuesira mentalidad
sobre el modo de registrar el consumo de estos produc-
tos en la historia clinica y su consideracidn como posibles
causantes de efectos adversos también en la poblacidn
pediatrica. Es mas, la posibilidad de llegar a detectar los
episodios de hepatotoxicidad secundarios a sustancias
herbales dependera en gran medida de la sospecha cli-
nica y la correcta anamnesis.

Caszo 1 Caso 2 Reexposicion Caso 2 | Caso 3
Sexo hombre hombre hombre hombre
Edad 2 meses 6 afos & afos 4 meses
Dias desde el inicio de la ingestidn | 20 2-3 2 14
Probable toxico Cola de caballo | Anfs verde Anis verde Anis estrellado
Motivo de |a ingestion del Estrefiimiento Mucosidad Mucosidad Aerocolia
compuesto
E.mn:il:iﬁrl_prﬂiu a farmacos en o Y— no o
los tres dltimos meses
Ei':t:.'m::;:fh en &l momentn Rechazo de las | Vémitos Vidmitos Dﬁaimi?jntcll,
el diagnastico tomas incohercibles incohercibles FECNET0 O [as
tomas
ALT™ (xN)*= 103N 95N 225N 203N
AST (xN)=*~ 183N 62N 175N 175N
FA (IU)*>=* 167 176 189 192
Bilirruhina (mg/dl) 0.6 09 0,9 0.7
Acttividad protrombina (%) Mormial MNormal MNormal 22
Dias tnrta la normalizacién &0 ag a0 B0
analitica
Resolucidn espontanea 3 Si Si Si
Tipo de reaccidn Hepatottxica Hepatotaxica Hepatotddca Hepatotéxica
Mecanismo patogénico Idiosincrasico Idiosincrasico Idiosincrasico Idiosincrasico
Evaluacion causalidad
CIDMS/RUCAM Probable Altamente probable | Probable
P121 presentar niveles bajos (< percentil 5) de apolipoprotelna

HIPOBETALIPOPROTEINEMIA PRIMARIA:
EXPERIENCIA EN NUESTRD MEDIO

Elgisa Cervantes Herndndez, Diana Ghandour Fabre,
Juan Pablo Mufioz Pérez, Marfa Herraiz Martinez, David
Gil Ortega, Inmaculada Vives Pifiera

Hospital Cnico Universitario Vingen de la Amixaca, Murcia,
Espafia

Introduccitn y objetivos

La hipobetalipoproteinemia primaria (HEL) engloba un gru-
po de enfermedades de causa penética con defecto del
metabolismo de las ipoproteinas que e caracterizan por

B, colesterol total (CT) v c-LDL, las cuales resultan clinica-
mente indistinguibles. Afectan a 1/1.000 individucs. Clini-
camente existe malabsorcidn grasa con diamea, esteatomea,
retraso en el crecimiento, esteatosis hepdtica, ataxia, reti-
nitis pigmentaria y acaniocitosis. Las formas graves suelen
manifestarse en la primera infancia con riesgo de prondstico
acwerso, necesitan monitorizacion estrecha del crecimiento
y prevencion de complicaciones neurcldgicas mediante la
administracién precoz de los suplementos vitaminicos.

El objetivo de este estudic fue analizar la historia natural de
los pacientes con diagnédstico de HBL en nuestra unidad
revisando su presentacidn clinica al diagnéstico, los pro-
blemas detectados en la evolucian y su situacién actual,
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medicacidn. Debemos ajustamos a los protocolos diag-
ndsticos, realizando mas endoscopias y valorar nuevos
tratamientos basades en el emples de Budesonida visco-
za y dieta de exclusidn.

P129

TOXICIDAD HEPATICA POR IBUPROFENO EN LA
POBLACION PEDIATRICA

M.? de las Angeles Carrasco Pardot, M2 Carmen
Martinez Padilla®, Ana Abril Molina®, M. José Salmerén
Fernandez', Marla Salmerdn Ruiz’, Esther Ocete Hita®

! Complejo hospitalario umiversitario de Granada, Espafia
?Complejo Hospitalario de laén, Espafia

Introduccion y objetivos

Los AIME son uno de los grupos de farmacos mas utiliza-
dos en los palses occidentales. Entre sus efectos secun-
darics ha sido descrita la hepatotoxicidad idiosincrasica,
cuya incidencia varia en funcidn del farmaco implicado,
El riesgo es bajo pero la gran penetrancia de su consumo
hace gue sean una causa a tener en cuenta en las lesio-
nes hepdticas. El ibuprafeno es considerado como uno
de los AINE més seguro y bien tolerado pero puede, sin
embargo, rara wez causar lesidn hepatica aguda clinica-
mente evidente y grave. Presentamos las caracteristicas
clinicas y evolutivas de cuatro reacciones hepatotéxicas
par ibuprafenc.

Métodos

Para el diagnastico de hepatitis tdxica se revisaron ex-
haustivamente los farmacos de consumo actual v los
previos. Se excluyeron ofras causas de enfermedad he-
pética: hepatitis viral reciente por virus A (1gM anti-VHA],
B (lgM anti-VHE) o C {anti-VHC y PCR), enfermedades
autoinmunes (ANA, anticuerpos antimitocondriales, anti-

LEM1 y anti misculo liso) y obstruccidn biliar (ecografia
abdominal complementada con resonancia magnética o
colangiografia endoscopica en los casos necesarios). Si
el contexto clinico lo sugeria se descartd citomegalovinus,
Epstein Barr, infeccidn por herpes virus o hepatitis E y
serclogia de bacterias como Salmonella, Campylcbacter y
listeria. Se determind la ceruloplasmina y ka excrecién uri-
naria de cobre para descartar la enfermedad de Wilson.
Se evalud, asimismo, ka presencia de otras enfermedades
metabdlicas hepaticas como la hemocromatosis, el défi-
cit de alfa 1 antifripsina v, en pacientes con historia de
hipotensian reciente, se descart la presencia de hepati-
tis BBquémica. La indicacion de biopsia hepdtica guedd a
criterio del meédico notificador del casa.

Se valord la causalidad, primero por juicio clinico y poste-
rioemente mediante ka aplicacidn de la escala Council for
Internacional Organizafions of Medical Sciences (CIOMS/
RUCAM). Dicha escala se basa en un sistemna de puntua-
cidn estandarizado segin diferentes criterios (cronolégi-
cos, evolucidin, factores de riesgo, fArmaco concomitante,
exclusidn de causas alternativas no farmacoldgicas, infor-
macidn previa de hepatatoxicidad del farmaco, reexposi-
cion), finalmente el resultado se traslada a categorlas de
sospecha divididas en: definida o altamente probable (>
B puntos), probable (6-8 puntos), posible (3-5 puntos),
improbable (< 2 puntos) v excluida (< 0 puntos).

Resultados
Las caracteristicas de los pacientes aparecen en la Tabla 1.

Conclusiones

El mecanismo de lesidn hepdtica inducida por el ibu-
profeno, no se conoce completamente, pere puede ser
muliifactorial. La gravedad de la lesion hepafica por ibu-
profeno puede variar desde elevaciones asintomaticas de
los niveles de fransaminasas séricas hasta insuficiencia
hepédtica aguda y la necesidad de trasplante.

Poéster moderado AEP 2015-63 Congreso de la Asociaciin Espafiola de Pediatria

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

paciogia | wsamioms | SEs | AT | At | ear | mumuvia | MESEREON | SEECCL
(alas) clinicos (XN) (xN) | (xN) | total mg/al nepéticas de CIOMS
Case 1 :'::p'zf:::ﬁ. 4 perena | 104N 106N | N 06 4 Posible
Artitis abz:r‘?i'nal
Case 2 |idiopatica 45 vomitos. * [276N|198N| N 03 3 Probable
Juvenil deshidratacion
Artritis Dolor
Case 3 |idiopatica 10 abdominal, | 879N |97,3N | 2,3N 0,14 6 Definido
Juvenil vomitos
. Anorexia,
Case 4 :f?f.’::m 7 astenia, |348N[102N| N | 399 2 Probable
Pl ictericia
Infeccion . Trasplante
Case 5 respiratoria 10 lctericia | 598N | 559N | N 1353 hepdtico Probable

ALT: aanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa, FA: fosfatasa alcalina, GGT: gamma-glutamil-transfe-

rasa, xN: multiples of normality.
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CONCLUSIONES

Segun los resultados de nuestra serie, observamos
que existe una buena correlacien entre los resultados
obfenidos en el Score diagnostice y los datos obtenidos
en la biopsia, planteando la pesibilidad de realizar la
biopsia 2 aguellos pacizntes que presentan puntuacio-
nes que establecen una HAIl probable [=10-15 puntos).

HEPATOTOXICIDAD IDIOSINCRATICA POR
FARMACQOS USADOS PARA EL SISTEMA NERVIOSO
José Mana Gomez Luque, Man'a José Salmerdn Ferndndez,

José Antonio Mart'n Gara'a, Man'a Luisa Alés Palmer,
Antonie Blance Melina, Esther Dcete Hita

Haspitsl Materno infantil Virgen de las Nisves, Granada.

INTRODUCCION Y DBJETIVOS

El uso frecuente de medicamentos en el pacients pe-
diatrico favorece la aparicion de reacciones adversas
hepatotoxicas idiosincraticas. Estas dependen de de-
terminadas caracteristicas del paciente, no relacio-
nadas con la dosis recibida y en muchas ocasiones no
identificadas correctaments. La falta de marcadores
especifices, que permitan cenfirmar la existencia de
hepatotoxicidad, hace tetalments necesaric una alta
sospecha clinica.

METODOS

Loz datos aportados estan incluides en un estudio
prospective observacional multicentrice iniciade en

Enero de 2008. Los criterics de inclusion son: incre-
mento de ALT mayor de 2 veces el limite superior de
normalidad [LSM]; o de bilirrubina conjugada; o a la
combinacion del incremento de AST, fosfatasa alcalina
¥ bilirrubina total, siendo uno de ellos ? veces > LSN.

Los datos se recogen en un profocolo estructurado con
informacion relacionada con:

1. Relacion temporal entre exposicion al farmaco v
enfermedad hepatica.

2. Mejora o recuperacion tras cese de exposicion.

3. Otros farmaces o productos naturales consumi-
dos, simultaneamente o previamente.

L. Datos de laboraterio, desde el inicie hasta la reso-
lucion, y exclusion de otras causas [viricas, autoin-
munes y bacterianas].

Se valoro la causalidad mediante la escala propuesta
por el Council for International Organizations of Medi-

cal Sciences [CIOMS).

RESULTADOS

Del total de casos regisirados, en © las reacciones
hepatotoxicas estan relacionadas con medicamentos
usados para el SN, suponiendo el B.3%. Los farmaceos
implicades son (Tabla 1): Metilfenidate (1), Lisdexanfe-
tamina [1), Olanzapina [1), Gabapentina [1] y Zonisa-
mida [1]. El tipo de lesion se ha definido coma hepa-
tocelular en 2 casos, colestatico en 2 y mixte en otre
caso. La causabilidad segin la escala de CIOMS s ha
establecido como “Posible™ en 3 casos y “Probable” en
2 (Tabla 2). Todos los casos evelucionaron faverable-

mente en menos de 30 dias.

Tabla 1
N* Farmaco GOT/AST' GPT/ALT' GGT/FA' Exposicién® Mormalizacién®
Caso 1 Metilfenidato 7,75 3.88 0,73 30 33
Caso 2 Gabapentina 4,43 11,05 22,95 20 g
Caso 3 Zonisamida 3,69 1.67 1,47 9 15
Caso 4 Olanzapina 18,68 11,28 1,73 15 22
Caso 5 Lisdexanfetamina 7,37 13.9 6,25 20 10
! Expresade an NxL5SN. * Nimero de dias
147
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Tabla 2

Nimero Edad (afios) Sexo Tipo de lesidén Causalidad (CIOMS)

Caso 1 14 M Hepatecelular Posible

Caso 2 15 F Colestatica Probable

Caso 3 3 F Caolsstatica Posible

Caso 4 18 F Hepatocelular Posible

Caso 5 12 M Mixta Probable
CONCLUSIONES

Es necesaric un alto nivel de sospecha para poder
conocer la verdadera eficlogia y no establecer diag-
nosticos imprecisos de “hepatitis viral” con serolegias
negativas. Hay gue tener en cuenta que este tipo de al-
teraciones hepaticas leves en la mayoriz de los casos
pueden acabar en lesiones hepaticas severas e irre-
versibles =i se produce reexposicion al farmaco o se
manfiene el tratamiente de forma prolongada.

Este trabajo ha sido financiade por el proyecto,
PI12/02525 integrade en el Plan Macional de 14D+l
2008-2012 y cofinanciade por el I1SCII-5ubdireccion
Gral. de Evaluacion y Fomenfo de la Investigacion el

Fondo Eurepeo de Desarrollo Regienal [FEDER]".

HIPOTIROIDISMO SECUNDARIO A TRATAMIENTO
CON INTERFERON ALFA PEGILADO (peg-IFNa)
PARA INFECCION CRONICA POR HEPATITIS C

EN NINOS

Beatriz Guzmén Morais, Borja Pefalba \ﬁﬂal.ﬁngel Vicente
Valls Arévale, Julia Sdnchez Zahenero, Elena Crehua
Gaudiza, Cecilia Mart'nez Costa

Haspital Clinico Universitario Valencia, Valencia.

INTRODUCCIGN

La hepatitis cronica C es una causa hepatopatia cro-
nica, que puede desencadenar cirrosis hepatica y he-
patocarcinoma. El interferon o pegilado [peg-IFNal,
junte con ribavirina [RBV], constituye el tratamiento
de eleccion debide a su alta eficacia terapeutica. Sin
embargo, su utilizacion ne esta exenta de efectos ad-
versos, entre los que destaca la disfuncion tircidea. El

148

ohjetivo de esta comunicacion es presentar un caso de
hipetireidisme en el curso del tratamiento con dichos
farmacos.

RESUMEN DEL CASO

Mifa de 8 afios afecta de hepatitiz C [genotipe 1a) por
transmision vertical que inicia fratamiento con peg-
IFNo. y RBY tras resultado histologico de hepatitis
cronica por YHC grado 2 y RNA YHC mantenido por
encima de 2x106 Ul/mL (6,40 legl. Tras mes y medio
de tratamiento se consigue disminucion de 2 log de
carga viral, y tras & meses la casi negativizacion [RNA
WHC <12 Ul/mL]. Durante los primeros meses de tra-
tamiento agueja sintornas gripales lastenia, anorexia,
vomites, febricula] que se resuelven al tercer mes,
permaneciendo posteriormente asintomatica. Al sexto
mes se detecta en control analitico programado TSH
de 257 pU/mL con Té de 0,34 ng/dL, estando ambas
previamente normal, y se inicia tratamiento con leveti-
roxina 50 pg/dia, con buena respuesta analitica.

CONCLUSIONES / COMENTARIOS

Ez importante, al indicar el tratamiento combinado
de interferon y ribavirina a un paciente con hepatitis
cronica C, la frecuencia y magnitud de los efectos se-
cundarios, ya que pusden interferir con la adherencia
al tratamiente y la respuesta a este, y ocasionar un
impacte negative en la calidad de vida de les pacien-
tes. Entre ellos destacan las alteraciones tircideas, por
lo que se recomienda el control de la funcion tircidea
antes, durante [cada 3-6 meses) y al menos una vez
finalizado del tratamiento cen IFMNa, para detectar pre-
cozmente las alteraciones y de este modo poder indi-
car el tratamiento adecuade.
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ANEXO II. Evaluacién de la causalidad de un farmaco en el dafio hepéatico agudo.

Escala de CIOMS.

ANEXOS

I Tipo hepatocelular Tipo colestasico o mixto Evaluacion
[riempo desde inicio
Incompatible La reaccion ocurre antes de la ingesta del farmaco, o La reaccion ocurre antes de la ingesta del farmaco, o Sin relacion
mas de 10 dias después de finalizar (excepto para mas de 30 dias después de finalizar (excepto para
farmacos de metabolismo lento) farmacos de metabolismo lento)
Desconocido Cuando la informacion no esta disponible para Insuficiente
calcular el tiempo desde el inicio documentacion
Trat Trat Tratamiento Tratamiento Puntuacion
inicial subsiguiente inicial subsiguiente
Con inicio del tratamiento
- Sugestivo 5-90 dias 1-15 dias 5-90 dias 1-90 dias +2
- Compatible <5dias0>90 >25 dias <5dias0>90 >90 dias +1
dias dias
Con final del tratamiento
- Compatible < 15 dias <15 dias <30 dias < 30 dias +1
[Evolucién Diferencia entre el pico de ALT Diferencia entre el pico de FA (0 TB) y
(SGOT) y el limite superior de valores el limite superior de valores normales
normales
Después de cesar la ingesta
- Altamente sugestivo Disminucion > 50% en 8 dias No aplicable +3
- Sugestivo Disminucion > 50% en 30 dias Disminucion > 50% en 180 dias +2
- Compatible No aplicable Disminucion < 50% en 180 dias +1
- Inconcluso No informacion o disminucion > 50% después Persistencia o aumento o no informacion 0
del dia 30
- En contra tipologia del farmaco Disminucion < 50% después del dia 30 o No situacion. No aplicable. -2
incremento recurrente
Si lo contintia tomando
- Inconclusivo En todas las situaciones En todas las situaciones. 0
Factores de riesgo Etanol Etanol o embarazo
Presencia +1
Ausencia 0
Edad > 50 anos +1
Edad < 50 anos 0
Tipo hepatocelular Tipo colestasico o mixto Evaluacion
Tratamiento concomitante
- No o no informacion o tratamiento 0
concomitante con incompatibilidad desde el
inicio del tratamiento
- Tratamiento concomitante compatible o -1
sugestiva desde el inicio del tratamiento
- Tratamiento concomitante conocido como -2
hepatotaxico y con compatibilidad o sugestivo
con el inicio del tratamiento
- Tratamiento concomitante con evidencia -3
para este efecto (positivo *‘rechalenge’ o test
validado)
Bisqueda de causas no relacionadas con
farmacos
Grupo! (6 causas):
Reciente infeccion viral con VHA (IgM anti-VHA) oVHB - Todas las causas (grupos | y 1) razonablemente descartadas +2
(IgM anti-VHB) o VHC (anti-VHC y test no A no B), obstruccion - Las 6 causas del grupo | razonablemente descartadas +1
biliar (ultrasonografia), alcoholismo (AST/ALT > 2), historia - 4 05 causas del grupo | razonablemente descartadas 0
reciente de hipotension aguda (particularmente si hay - Menos de 4 causas del grupo | razonablemente descartadas -2
enfermedad cardiaca)
Grupon:
Complicaciones de enfermedad
subyacente: clinica y/o biologico
Contexto sugerente de infeccion por CMV, - Causas no farmacologicas altamente probable. -3
VEB o herpes virus
Informacion previa de hepatotoxicidad del farmaco
- Reaccion identificada en la ficha técnica del producto +2
- Reaccion publicada pero no identificada en la ficha técnica +1
- Reaccion desconocida 0
Resp ala inistracion
- Positiva Duplica ALT con el farmaco a solas Duplica FA (o TB) con el farmaco a solas +3
- Compatible Duplica ALT con los farmacos juntos dados al mismo Duplica FA (o TB) con los farmacos +1
tiempo en la primera introduccion juntos dados al mismo tiempo en la
primera introduccion
- Negativa Incremento de ALT pero menor que en las Incremento de FA (o TB) pero menor que en las -2
mismas condiciones para la primera mismas condiciones para la primera
administracion administracion
- No dada o no interpretable Otras situaciones Otras situaciones 0
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ANEXOS

ANEXO III. Protocolo de recogida de datos de los casos sospechosos de DILL.

Tabla 1 Protocolo de estudio

N.° de Historia clinica .
Nombre, apellidos

Edad (fecha nacimiento)
Sexo: 1. Varén 2. Mujer
Peso (kg)

Talla (cm)

Superfide corporal (SC peso  talla/3.600) (m2)
Procedencia: 1. Hospital 2. Atencién primaria
Localidad: 1, Almeria; 2, Cadiz; 3, Cardoba; 4, Granada; 5, Huelva; 6, Jaén; 7, Malaga;
8, Sevilla; 9, Madrid; 10, Otro

Medicamento(s) sospechoso(s) de causar la reaccién (principio activo)
Especialid ad farmacéutica (nombre comercial)

Dasis diania total (mg)
Intervalo (h)

Via administracién: 1, Oml; 2, intravenoso; 3, intramuscul ar; 4, sublingual; S, rectal; 6,
aerosol; 7, topica; 8, otros .

Indicacion que motivo su prescripeion:

Fechas del tratamiento: desde (dia/mes/afio)

hasta (dia/mes/afio

Duracion dd tratamiento (dias

Dentro de este periodo jcudndo apareci6 la reaccion
i Desaparecié la reaccion al suspender la medicacion?
1, Si; 2, no; 3, no procede
¢ Reapareci6 al reemprender ¢l medicamento?
1, Si; 2, no; 3, no procede
Tiempo de resolucidn de la reaccion (dias)
Descripcion de la(s) reaccién(es) adversa(s)

(incluyendo resultados relevantes de exploracion o de labomtorio) y signos/sintomas
extrahepéticos

Astenia, anorexia: 1, si; 2, no Exantema: 1, si; 2, no Prunto: 1, si; 2, no

Ictericia: 1, si; 2, no Bosinofilia: 1, si; 2, no Fiebre: 1, si; 2, no

Medicamentos concomitan tes

Prescritos o por automedicad ones ingeridos por la madre en periodo de lactancia
(excluyendo los usados para tratar la reaccion adversa)

Preparado Dosisdiaria Via  Indicadén Duracién

Hasta

Hasta

Hasta

Hasta

AR R

Hasta
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ANEXOS

Tabla 1 (Continuacion)

Datos importantes de la historia clinica

Alergiss, metsholopatiss congénitas, test de Apgar, peso al nacer, tipo alimentacion,

estadonutricional, antecedentes obstétricns, testde

Coombs, medicamentos mgeridos por ks madre en ks gestacion y la lactancia

Pruebas diagndsticas

ECG, TC, colngiografia, niveles plasméticos de medicamento y/o sus metsholitos, ete.

Biopsia hepitica

Descripcidn y fecha de su realizacion

Deter minacion de niveles plasmiticos

Desenlace delar i0nseniale lo que p ls)

Resolucidn esponté Tequind tr iento, persi i de ls idn adversa,

necesidad de hospits lizacion, necesidad de prolongar

hospitalzac idn previa, incapacidad permanente o significativa, recuperacion, la vida del

peciente ha estado en peligro, fallecimiento

Antes deltratamiento (fecha) Inicial (fecha) Evolucion (fecha)
Evoluciin (fecha) Al alta (fecha)

Datos bioguimicos

Glucosa

Urea

Crestnna

Proteinss totales

Albimins

Alfa-1 (g)

Alfs.2

Bets

Camma globulinss

Bilirrubma total (n )

Bilirrubmna directs

AST (rango )

ALT (rango )

GGT (rango )

Fosfatass akalna (rango )

Hierro

Transferrma

Cobre

Ceruloplasmina

Inmunoglobulma M

Inmunoglobulma G

Inmunoglobulma A

Hemograma

Hematies

Hemoglobins

Hematderito

VCM

VSG

Plaquetss

Activided de protrombina

Leucocitos

Polimorfonucleares

Linfocitos

Manocitos

Eosindfilos

Basofilos

Imicis ks (fecha) Evolucion (fechs)  Alts (fecha)

Marcadores

IgM anti- HVA

HBsAg

Anti-HBe

Anti-HCV: ELISA

Anti-HCV: RIBA

Anti-HCV: PCR

Anti-HEV

CMV IgM

VEB IgM

Otros

Autoanticue rpos

ANA

AML

AMA

Anti-LKM-1

Factor reumastoide

Alfs-l.antitripsma(n ~ ..)

Células LE
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Tabla 1 (Continuacién )

Exduskén de otras causas
Malo rmaci ones compéntras
Aresia devix hilires
Quiste congénito de cokddoco
Enfarmedad de Camli
Estenosis de coléddoco terminal
Tumaores hapdticos y de vias bibares
Téuaoos
Akohol
Téncicos industriales (colas, pagamentos, barmices, jagoetes de vinilo, et )

Drogas legales
Toxmas (plantas, hong os)
Enfermedades nanp lisicas
Enfermedades sixtémicas con afectacsn hepinca

Arzits mumatide, lupus enematso sisémico
Polarentis nodosa
Insaficiendiacasdiaca
Hipo o hipestroadismo
Tran sfos iones miktiples
Traomatismos gmves abdominales
Vacumas
Ancwias hemolitica s

Congénitas

Infeca omes bacterian as Hipoxia
Hipotens i
Oros fimnacos

Embaraco

Tanajes
Hiperbil prubinowia fisi olsgica
Recién nacido
Lactancia matema
Infecriones viriaas
Hepatis AB,C D
Cromegaloviras
Toxoplasma
Epsten Bar
SIDA
Sarampién
Hepes ampe
Viras de b vancehaoster
Rubdola
Conxsacloe
Echoviras
Infecriones pro sozoaras:
Toxoplasma

Sepsis, salmon dos is, brocd osis
Paras sosi s pusestinales
Alraaciones mesabdl ioas
Sindrome de Gilbent
Enfarmedad de Wilson
Défiat de alfa-1 antiTripsina
Fibrosis quistica
Ghacogencosis
Galxxsemia
Tirosinemia
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ANEXO IV. Recogida de muestras de sangre para el protocolo de estudio de

hepatoatias asociadas a medicamentos en pediatria.

Se recogeran de los pacientes en los que se sospeche hepatopatia asociada al
consumo de farmacos:

- 2 tubos de sangre total en EDTA (K2E, tapon lila) de 4.0ml 6 3.5ml.

- 1 tubo para la separacién del suero (bioquimica, tapén amarillo) de 8.5ml.
Se guardan los tubos en la nevera (2-8 2C) y a los 15 min aproximadamente se
centrifugan a: 42C, 3000 rpm, 15 min. Los tubos después de la centrifugacion se
alicuotan en tubos eppendorf de 1.5 ml y se guarden a -802C. Los tubos tienen que
estar identificados con el nombre, apellidos del paciente y la fecha extraccion asi
como el tipo de muestra (suero, plasma o células) (esto ultimo si estan
alicuotadas).
Si resulta mas conveniente se puede proceder a la separacidn de los elementos y
congelacion a -809C.
Extraccion de 10 ml de sangre en un tubo con EDTA (tapa lila). Tubo de
bioquimica. Proceder rapidamente a centrifugar.
Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos.
Aspirar con pipeta Pasteur el plasma sobrenadante sin tocar la capa de células
blancas que cubre a las células rojas, y pasarlo a tubos eppendorf etiquetarlos y
congelar a -802. Del tubo de bioquimica extraer el suero, alicuotar y congelar a -
809C.
Tapar el tubo con la sangre, mezclarlo y verterlo haciendo alicuotas en tubos
eppendorf (2-3).
Etiquetarlo y congelar a -202C.
Mandar a Granada a través de servicio de mensajeria urgente para que lleguen en

24-48 horas.
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ANEXOS

hepatotoxicidad idicsincrasica en poblacion pediatrica. Consolidacion del Registro
Biobanco 037120008)

INSTRUCCION ESPECIFICA PARA EL ENVIO DE MUESTRAS BIOLOGICAS Y DATOS ASOCIADOS AL NODO DEL
COMPLEJD HOPITALARIO GRANADA DEL BIOBANCO PARA INVESTIGACION DEL SSPA  desde los centros
particioantes en el estudio “Analisis de factores inmunogeneticos (HLA, polimorfismos IL-10 y genctipo KIR| en la
(Codigo de Registro en

asociada 2 [a ingesta de medicamentos, productos de herboristeria, drogas o taaces.
Criterios de indusion: Ninos con edad comprendida de 02 15 ahos

ecicomenmoss. posde ser s 6o e g e |

medicamentosa, puade ser una de s siguientes:

3} > 2LSN [Imite superior de I2 normalidad) de GPT: e —_—
bl > 0.6 mg/dL de bifirrubina conjugad=; ———

c| > 80 U/L de GOT, > 2 mg/dL de bilirrubina total y >516 U/L de 2

iscenzima hepatica de |a fosfatasa alcaling (smuitaneamente). i

Basta la existencia de una de ellas pars ganerar 13 sospecha

Todos los casos seran notificados mediame & protocolo

Identificacion de donantes: Se incluiran en 2! estudic todos los donantes pediatricos, Neonatos y NNOs gue, 2
Juicio del medico responzable en ‘oz dferentss hospitales participantes, presentsn una tospecha de hepotooatls

esruciurade (consultar pagina  web:  www.proyecto-
paidosham.es/
TOMA DE MUESTRAS
Cuando este establecido el diagnostico de Los tubos deben
hepatotoxicidad se tomaran dos muestras de enviarss
sangre de cada paciente, identificados, bien "
- Extraer 2 tubos de hemograma |t2pon morade) con un cedige
. . . rotuladec 2 mano © {3l 1
- Extraer 2 tubos de bicquimica [2pon amarilo) pegatina. il |3
**En caso de que (2 extraccion sea dificuitosa se L L
ootendra como minimo un tubo de cada. )
ENVIO DE MUESTRAS
- Lo muestras se Se envizra junto a 5
[prviaran dentro de las muestras el — e
contenedores de formulzrio : Datos | —
pioseguridad de la donadion, = —  — ~
pdecuados ndicando &l = B
codigo con &l que = e
- |z no 32 dispons de ze han idendficado
plics contactar los tubos y una T
poreviaments con & copia del
piobance Telf 958 Consentimiento . ~
D23 651para que los Informado. '
pbroporcicnz)
Para Ia tramitar la BECOGIDA v emvio de las 4 El Biobanco
muestras e Hospital Remitente se pondra en | Biobanco | enviara al
contacto con el Biobance el dia anterior o el = | memsajerc que -
mismo dia_antes de s 11:00 recogera el
. paguete antes
Benilde Ayala 958 023 451 /671 599 548 < delas 1400
benide ayala exts@juntadeandalucia es y
biok ! o [ _ 5
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ANEXO V: Consentimiento informado para la donacién de muestras bioldgicas al
Biobanco..

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
AL BIOBANCO

Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia. Nodo del Hospital
Universitario San Cecilio

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste ultimo s6lo en caso
de incapacidad del/de la donante):

Apellidos y nombre del/de la Donante:

DNI / NIE: (oo N2Seg. Social: ....cceoveeiiieeee e
Apellidos y nombre del/de la representante legal:

10) N0 781 1T

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/0
CONSENTIMIENTO:

Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a
la donacién de muestras bioldgicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma

CONSENTIMIENTO:

YO0, D./DRA. i e e e declaro bajo mi
responsabilidad que he leido y comprendido el Formulario de Informacién, del que
se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacidn sobre la donacién de muestras biologicas

e e e al Biobanco y sobre la posible realizacion
de analisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la
informacion recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto
todas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:

-Excedentes del procedimiento médico-quirurgico asistencia al que va a someterse
o se ha sometido.

Tomadas mediante el procedimiento EXPreso.......ccu v eieeeireereieeseereies e ee e e
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Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.
Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

* Codificada (seran posible volver a ligarlas identificadas con un cédigo que
protege mi identidad, siendo

conmigo) o

* Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado
de forma irreversible la vinculacion entre las mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea
utilizada en

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: ~SI  NO

En caso afirmativo, por favor, indique el medio de

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi
salud (Si solicita que las muestras sean anonimizadas, no podra recibir esta
informacion)

Marque lo que proceda: SI  NO
Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este
documento.

En ,a de de

EL/LA REPRESENTANTE LEGAL
(sélo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:
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