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1. RESUMEN

La lesion hepatica inducida por farmacos debida a quimioterapia es una causa
importante de morbilidad en enfermos oncolégicos aunque sus manifestaciones clinicas
son poco conocidas. Por otro lado, se conoce que niflos con el mismo tumor e igual
tratamiento tienen toxicidades diferentes, lo que hace pensar en la posibilidad de que
existan factores genéticos individuales que influyan en la aparicion de efectos
secundarios como la hepatotoxicidad. El objetivo de este estudio es determinar las
caracteristicas (formas de presentacion, gravedad y tipo de lesion) de la hepatotoxicidad
por quimioterapia en nifios tratados por cancer, asi como estudiar la posible influencia
de los factores inmunogenéticos (HLA, polimorfismos de citoquinas y genotipo KIR) en
la lesion hepatica inducida por citostaticos en esta poblacion.

Pacientes y método: Se incluyo en el estudio a un total de 22 enfermos oncolégico en
los que, tras descartar otras causas de aumento de transaminasas (infecciosa,
metabdlica, autoinmune o hereditaria), se concluye, segin la escala de causalidad
CIOMS, que se trata de un episodio posible, probable o definido de lesién hepatica por
farmacos.

Resultados: Todos los nifios tuvieron mas de un episodio de hepatotoxicidad, en total se
analizan 98 episodios. Mercaptopurina y metotrexato fueron los farmacos implicado con
mayor frecuencia. El patrén histolégico de dafio predominante fue hepatocelular. Solo
2 episodios fueron clasificados de graves. Con respecto a la influencia de los factores
inmunogenéticos en la aparicién de hepatotoxocidad, en el andlisis de los polimorfismos
KIR encontramos que el genotipo K2DS2 es cuatro veces mas frecuente en el grupo de
nifos que presentan hepatotoxicidad, por lo que podria tratarse de un factor de riesgo
para padecer DILI. Adema3s, el genotipo K2DS2 ligado a su ligando C1 parece favorecer
la aparicion de hepatotoxicidad.

Conclusiones: La hepatotoxicidad idiosincrasica por quimioterapia es frecuente, la
tendencia es a la recidiva con la reexposicidon y, aunque no suele ser grave supone
retrasos en los tratamientos y reduccién en las dosis recibidas de quimioterapicos. La
elevada frecuencia hace aconsejable establecer algoritmos de seguridad estandarizados
con controles estrictos de enzimas hepdticas durante los periodos de quimioterapia de
alto riesgo. No hemos podido poner de manifiesto relacién entre el HLA y los
polimorfimos de la citoquinas con la aparicion de hepatotoxicidad. El genotipo KIR
podria ser factor factor de riesgo para la susceptibilidad a la hepatotoxicidad inducida
por quimioterapia.
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2. INTRODUCCION:

Actualmente estamos asistiendo a un creciente interés de los pediatras,
farmacdlogos clinicos, agencias reguladoras e industria farmacéutica por conocer la
seguridad, eficacia y calidad de los farmacos que van a ser usados en la infancia. Es
llamativa la escasa informacién, con validez cientifica, sobre la que se sustentan
actualmente muchas de las prescripciones. Precisamente los pediatras necesitan en su
ejercicio diario asegurar una minima toxicidad farmacoldgica y que al mismo tiempo el
nino no se vea privado de los posibles beneficios de los medicamentos que pueda
necesitar. Estudios recientes, que analizan las prescripciones realizadas en centros
hospitalarios, ponen de manifiesto la magnitud del empleo de farmacos sin indicacidn
en ficha técnica para su uso en pediatria (generalmente debido a la ausencia de
alternativas terapéuticas registradas) o su empleo de una forma distinta a la
contemplada en la licencia de comercializacion: empleo de dosis diferentes a las
recomendadas, en distintos grupos de edad, por vias diversas o para una indicacién no
aprobada, que llega a alcanzar cifras de un 90% en neonatos ingresados en unidades de
cuidados intensivos (1). Este problema se acentla en pacientes pediatricos oncoldgicos
en los que los protocolos internacionales incluyen sistematicamente medicamentos de
uso pediatrico no autorizado (hasta en un 87% de los nifos, segun los estudios
realizados) (2), afiadiéndose la problematica de su administracidén, que no se realiza de
acuerdo con una formulacién y/o dosificacién especificas. A esto se suma que los datos
farmacocinéticos relativos a citostaticos en pacientes pediatricos son limitados o estan
confinados a unos pocos estudios. También se afiade la rdpida aparicion de nuevos
agentes antineopldasicos, cuyos mecanismos de accion, farmacodinamia, e interacciones
son en ocasiones poco conocidos, lo que ha motivado un aumento de la preocupacién
por identificar su espectro de toxicidades. El vacio existente sobre datos de eficacia y
seguridad de muchos farmacos en el nifio, causa cierta preocupacién acerca del proceso
de registro de fdrmacos y el establecimiento de sus indicaciones en pediatria.

La incidencia de las reacciones adversas a medicamentos en pediatria se ha
establecido recientemente en 15,1 reacciones por 1000 nifios (3). Representan el 2% de
las admisiones de un hospital pedidtrico, similar a las del paciente adulto, y de ellas sélo
un pequefio porcentaje (menos del 8%) cursan con afectacidn hepatica, que puede ir
desde un ligero aumento de las transaminasas hasta una hepatitis fulminante. Las
referencias bibliograficas en la literatura con respecto a este problema de salud son aun
escasas, aunque recientemente se ha descrito algunas series mas extensas en poblacién
pediatrica en relacidn a hepatotoxicidad atribuida a distintos medicamentos (4, 5).

Dentro del grupo de nifios oncoldgicos, la hepatotoxicidad inducida por el propio
tratamiento es una complicacién frecuente. Esta forma de toxicidad inducida suele
aparecer de forma idiosincrdsica, y establecer una causalidad puede llegar a ser muy
complejo debido a varios factores: por un lado los pacientes suelen recibir tratamiento
con combinaciones de quimioterdpicos y farmacos de soporte potencialmente
hepatotodxicos de forma simultdnea; por otro los periodos de latencia entre la exposicidn
y la alteracidon de la funcién hepatica pueden ser extremadamente variables. Otras
circunstancias, como la necesidad de transfusiones, las infecciones y la malnutricién
pueden contribuir al dafio hepatico. También las referencias bibliograficas en este grupo



de pacientes son escasas, pese a ser esta toxicidad causa de morbilidad y origen de
retrasos en la administracion de tratamientos (6,7).

La toxicidad hepatica puede presentarse con manifestaciones clinicas vy
patoldgicas que virtualmente evocan cada variedad de enfermedad hepatica conocida,
y cuya intensidad puede oscilar desde elevaciones asintomaticas de las enzimas
hepaticas hasta insuficiencia hepatica fulminante. La forma de presentacion mas comun
es un cuadro clinico que simula la hepatitis virica aguda, con ictericia, nduseas, astenia
y malestar o dolor abdominal. Dado que, a menudo, no se dispone de material
histolégico para etiquetar la lesién hepatica, se ha propuesto una clasificacién basada
en la actividad de la alanino aminotransferasa (ALT) sérica y de la fosfatasa alcalina (FA)
expresadas en multiplos del limite superior de la normalidad y la relacién entre ambas.
Esta clasificacidn, aunque refleja de forma imperfecta algunos patrones especificos (ej.
lesiones vasculares, crénicas, neoplasias, etc), exhibe una buena correlacién, en general,
con la lesidon hepatica subyacente y es excelente a efectos prondsticos (8).

En condiciones habituales de practica clinica, el proceso de atribucion de
causalidad se sustenta en la sospecha de hepatotoxicidad junto con la pertinente
exclusién de causas especificas, seguidos de la minuciosa busqueda de exposicidén a
toéxicos, una secuencia temporal compatible y el andlisis del potencial hepatotdxico de
los agentes identificados. La lista de farmacos capaces de producir hepatotoxicidad se
incrementa constantemente y practicamente cualquier fdrmaco en uso debe ser
considerado responsable potencial. En ciertos casos la imputabilidad del medicamento
es particularmente dificil debido a que hay un retraso considerable entre su interrupcién
y la aparicidon de la enfermedad hepatica. El ejemplo tipico es la amoxicilina —acido
clavuldnico que puede originar hepatitis varias semanas tras la interrupcion del ciclo
terapéutico, pero dicha particularidad ha sido comunicada también con otros agentes,
incluyendo citostaticos.

La disponibilidad de marcadores moleculares de toxicidad hepatica aplicables a
la practica clinica parece aun lejana. Por ello, el diagndstico de hepatotoxicidad continda
siendo un desafio para el clinico. Los avances futuros en materia de hepatotoxicidad
idiosincrasica requerirdn un mayor conocimiento de los factores genéticos vy
ambientales que hacen a un individuo Unico en su respuesta anormal a un farmaco. Las
investigaciones en las bases genéticas de la hepatotoxicidad idiosincrdsica requerirdn la
identificacion de un amplio nimero de sujetos afectos y el uso de DNA-tecas para la
caracterizacion de polimorfismos en un Unico nucledtido, que diferencien a esta
poblacion de los sujetos expuestos que no desarrollan toxicidad. Con respecto a la
poblacion oncoldgica, estos estudios se han convertido en prioritarios, puesto que con
el aumento global de la supervivencia (9) todos los esfuerzos se dirigen a la minimizaciéon
de la toxicidad, y a la creacion de tratamientos personalizados segun el riesgo individual
de toxicidad de cada paciente.



2.1. EL HIGADO. GENERALIDADES Y CONCEPTOS

El higado, érgano mas voluminoso del cuerpo humano, desarrolla funciones
esenciales en el organismo, entre las que destacan la produccién de bilis, la sintesis
proteica y la regulacién de la glucosa plasmatica. Pero la funcion fundamental es actuar
como centro detoxificador para multiples toxicos, tanto producidos de forma enddgena
como exodgenos. Es de hecho el primer érgano que se pone en contacto con los
nutrientes y xenobidticos absorbidos por via enteral a través de la vena porta, mientras
gue por la arteria hepatica le llegan otros productos del metabolismo y las sustancias
gue penetran en el organismo por una via distinta a la enteral (10).

2.1.1 REACCIONES DE BIOTRANSFORMACION HEPATICAS:

La funcién de biotransformacién de farmacos y toxinas que precisan ser
metabolizadas por el huésped, tanto para conseguir su efecto farmacoldgico como para
su posterior eliminacion, tiene lugar en 3 etapas:

- Reacciones de fase I:

El sustrato se transforma mediante oxidacidn, reduccién o hidrdlisis por la accién de

la super familia de enzimas que componen el citocromo P450 (CYP). Estas enzimas,
compuestas por una apoproteina y un grupo hemo, se encuentran en la membrana
citoplasmatica, mitocondrial y del reticulo endoplasmatico del hepatocito (11, 12). La
reaccidon mas comun catalizada por el CYP es una mono-oxigenacioén del sustrato: previa
transferencia de electrones de NADPH, el grupo Hem se une a un a&tomo de oxigeno, que
posteriormente transfiere a la molécula metabolizada en forma de grupo hidroxilo.
El resultado de las reacciones en esta fase es la generacién de un grupo hidroxilo, que
permite posteriormente a la sustancia en cuestidn participar en la reacciones de Fase |l
(10, 11). Cada enzima estd 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 CYP 1, 2y 3.

- Reacciones de fase Il:

Completan el metabolismo de aquellas sustancias que tras la fase 1 no son lo
suficientemente hidrdfilas, mediante conjugacién con un grupo polar hidrosoluble como
el acido glucurédnico, sulfato, acetato, glicina, glutation o grupo metilo (12). Estas
reacciones son catalizadas por transferasas o conjugasas. Como consecuencia se
produce un descenso en la actividad farmacolégica y un aumento en la excrecién. Dos
de las familias mdas importantes de enzimas de fase Il son: La glutation S-transferasa
(GST) vy la N-acetiltransferasa-acetilCoA (NAT) (13). 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,
Doxorrubicina y Ciclofosfamida (11,12).



- Reacciones de fase lll:

Dependientes de la accidn de distintas familias de proteinas transportadoras (14):

- Proteinas de la membrana basolateral (sinusoidal): determinan la cantidad de
farmaco y/o metabolitos que llegan a la membrana canalicular. Estan representadas
por la superfamilia de polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATP) (15)
que facilitan el transporte de sales biliares conjugadas, esteroides, glucurdnidos y
cationes organicos. Numerosos citostaticos como metotrexato o irinotecan, ademas
de otros farmacos, 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 (17). Son proteinas dependientes de ATP,
denominadas ABC transportadoras o ATP-binding-cassette. Las mas importantes son
(18, 19):

e MDR1 (ABCB1 ¢ Glucoproteina-P1): proteina mas estudiada, se expresa
en la superficie luminar de los enterocitos, en la membrana canalicular de los
hepatocitos y en la membrana apical luminal de las células epitelales ductales del
pancreas y renales tubulares, y es responsable de la excrecidn biliar de farmacos
bipolares catidnicos.

e MRP2 (ABCC2): proteinas relacionadas con la resistencia a multiples
farmacos.

e BSEP (ABCB11, bile salt export pump): bomba de expulsién de sales
biliares.
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Figura 1. Transportadores de sales biliares en higado humano y colangiocitos. Tomado de Pauli
Pauli-Magnus C, Hepatology 2006 (18)



2.1.2. HEPATOTOXICIDAD.

La OMS denomina Droga a “cualquier sustancia o producto que es usado con la
intencién de modificar o explorar el funcionamiento fisioldgico o cambiar el estado
patoldgico del receptor”. Se incluyen en esta definicién todos los fdrmacos existentes y
los remedios naturales. Reaccion adversa a drogas (RAF) se considera a toda reaccién
detectada, peligrosa o no placentera, que resulta de una intervencion relacionada con
el uso de productos medicinales; estas reacciones predicen riesgos para una
administracion futura y hacen necesaria su prevencién o un tratamiento especifico, una
alteracion de la dosis e incluso la retirada definitiva del producto (20).

El higado tiene como funcién principal la desintoxicacion. No es por tanto de
extrafar que, al jugar un papel clave en el proceso de metabolizacién de los farmacos,
sea con frecuencia un organo diana de las posibles reacciones adversas que estos
pueden causar (12). Se considera como reaccion adversa hepatotdxica toda lesidén o dafio
hepatico causado por la exposicion a un medicamento u otros agentes no
farmacoldgicos, a las dosis habitualmente empleadas para el tratamiento profilactico o
terapéutico. La hepatotoxicidad, asi definida, tiene especial transcendencia por su
potencial gravedad, constituyendo una de las causas mas frecuentes de retirada de
medicamentos en Europa y Estados Unidos (21).

2.1.2.1 Tipos de hepatoxicidad

La reaccidn hepatotdxica por farmacos puede ser de tipo intrinseco o predecible
(por ejemplo el paracetamol a dosis supraterapéuticas) o idiosincratica o inesperada (22,
23). Sin embargo no siempre es facil distinguir y separar estos dos conceptos. Las
caracteristicas de ambos tipos de hepatotoxicidad son:

e Hepatoxicidad Intrinseca:

Las drogas con hepatoxicidad intrinseca producen lesién hepatica de forma
previsible, dependiente de la dosis. Salvo el paracetamol o acetil para aminofenol
(APAP), hay pocas sustancias de uso habitual con estas caracteristicas. La
administracion de 4 gr/dia de APAP, dosis maxima recomendada, produce una
elevacién de la alanino aminotransferasa (ALT) tres veces mayor del nivel
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.

o Hepatoxicidad Idiosincratica o inesperada (26):

Este tipo de reacciones son impredecibles, especificas de especie y no existe
relaciéon constante entre la dosis, via de administracion o duracion del
tratamiento y la aparicién o severidad de la reaccidn. Se distinguen dos tipos de
mecanismos para estas reacciones (6):



a) Idiosincrasia metabdlica:

Esta condicionada por un metabolismo alterado del fdrmaco, que
puede provocar la ausencia de metabolizacién de un precursor
determinado o bien la génesis de una mayor cantidad de metabolitos
toxicos en el paciente frente a otros individuos. El dafio se debe a la
accion directa del farmaco o de su metabolito tdxico sobre la diana
hepatocitaria (27). 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.

b) Idiosincrasia inmunoalérgica:

Se debe a una respuesta inmune contra el hepatocito. Se postula
gue 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 generd o bien a otra proteina plasmatica formando
un neoantigeno que actla como diana a la respuesta inmune. Dicha
respuesta se caracteriza por la produccion de anticuerpos que
reconocen bien a la proteina nativa, a la modificada o a otras
proteinas celulares. 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 fdrmaco es
precoz. Entre los signos clinicos de hipersensibilidad estan el rash,
eosinofilia, fiebre, artritis, artralgias, adenopatia y leucocitosis. Son
farmacos ejemplo de este tipo de toxicidad el diclofenaco, a-
metildopa, hidralacina, nitrofurantoina, estatinas o agentes anti-TNF-
a (28).

La mayoria de las veces no existe una clara distincién entre un mecanismo
metabdlico y una reaccién de hipersensibilidad ya que ambos suelen estar implicados al
mismo tiempo aunque con variable intensidad (29).

2.1.2.2 Mecanismos fisiopatoldgicos

Tanto los medicamentos como los remedios naturales son capaces de producir
efecto téxico en cada una de las etapas de su metabolismo. Sus efectos patoldgicos
posibles son muy diversos, descartados aquellos con efecto toxico directo responsables
de hepatotoxicidad directa y por tanto de uso muy restringido en la préctica clinica. A
continuacion se repasan los mecanismos etiopatogénicos propuestos para explicar los
distintos tipos de alteracion hepdatica como: colestasis, citolisis hepatica debida a
mediadores inflamatorios o por toxicidad mitocondrial y mecanismos inmunoldgicos.
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Figura 2: Mecanismos de hepatotoxicidad. Adaptado de Pifieiro-Carreiro et al (13)

2.1.2.2.1 Colestasis:

La colestasis inducida por fdrmacos se caracteriza por la alteracion del
flujo biliar y la retencién de acidos biliares con efecto citotédxico, responsables de
dafio hepatico agudo y crénico, con resultado final de fibrosis biliar y cirrosis (19).
En algunos casos resulta de la inhibicién del transporte de la bilirrubina o sales
biliares sin datos de inflamacidn o necrosis, en cuyo caso se denomina colestasis
simple. Lo mas frecuente es que la colestasis se asocie a lesiéon mds o menos
extensa de colangiocitos, provocada por la excrecién en la bilis de metabolitos
toxicos resultantes de la biotransformacién hepatica (30.) Sin embargo la lesidn
idiosincratica de tipo colestatico se ha relacionado con mecanismos
inmunoalérgicos, causantes del dafio en el epitelio biliar y asociados a sintomas
de alergia como eosinofilia o rash (31). 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 concentracién de ATP. Una disminucion
prolongada de ATP en los colangiocitos puede producir una ductopenia
progesiva, que aparecen el 1% de los pacientes con DILI con colestasis.

La mayoria de las drogas que causan colestasis son sustrato de los
transportadores de la membrana apical o canalicular del hepatocito (ATP binding
cassette) (19). Pertenecen a este grupo de transportadores las proteinas
asociadas a resistencia multiple a drogas 2 y 3 (ABCC2 y ABCB4) que tienen un
papel importante en la excrecién ductal de varias sustancias (figura 1).
Variaciones en los genes que codifican estas proteinas transportadoras dan lugar



a un transporte alterado de determinadas drogas, pudiendo ser responsables de
la susceptibilidad de algunos individuos a sufrir dafio hepdtico progresivo
relacionado con el uso frecuente de estas sustancias (32). Estudios realizados en
pacientes con colestasis inducida por farmacos y DILI han identificado cuatro
mutaciones diferentes en genes codificantes de la familia de transportadores (32,
33). 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, tras la exposicion a dichas sustancias.

2.1.2.2.2 Apoptosis inducida por acido biliar:

La retencion de los componentes de la bilis dentro del hepatocito durante
la colestasis estd asociada con apoptosis celular (34), que puede tener lugar por
dos vias: activacion del receptor de muerte celular FAS (35) o por alteracion
mitocondrial que se comentard posteriormente. Entre los complejos vy
multifactoriales mecanismos de apoptosis hepatocitica relacionada con
colestasis, es conocida la especial hepatotoxicidad de los acidos biliares
hidrofdébicos, como los acidos glico-quenodesoxicdlico (GCDC) y desoxicélico, y
como estos se acumulan en el higado en enfermedades hepaticas colestaticas.
La hepatotoxicidad intrinseca de moléculas hidrofdbicas es evidente en los nifios
gue tienen una mutacién en la bomba exportadora de sales biliares de la
membrana canalicular. La incapacidad para secretar acidos biliares en la bilis
provoca, en estos pacientes, lesidon hepatica, cirrosis y muerte por insuficiencia
hepatica (36).

2.1.2.2.3 Daiio hepatico inducido por neutréfilos y macréfagos:

En algunos eventos fisiopatoldgicos, como sepsis, trauma tisular, etc, se
produce inflamaciéon con reclutamiento de macréfagos y neutréfilos en los
sinusoides hepaticos (37). La funcién principal de los neutrofilos y macréfagos es
la de destruir los microorganismos invasores, asi como fagocitar las células
muertas y restos celulares, sin embargo la liberacién de mediadores tdxicos
puede agravar la lesion hepatica inicial. La toxicidad por fdrmacos es capaz de
activar los neutréfilos y células de Kupffer, ya sea de forma directa o mediante la
activacion del complemento. Las células de Kupffer liberan mediadores
citotdxicos como sustancias reactivas del oxigeno (ROS) y proinflamatorios como
citocinas y quimiocinas (38). El factor C5a y algunas citoquinas preparan y activan
los neutrdéfilos para su reclutamiento a nivel vascular intrahepatico. Si son
estimulados quimiotacticamente, los neutrdfilos se extravasan y adhieren a los
hepatocitos e inducen muerte celular necrética mediante la liberacién de ROS y
proteasas. Las moléculas de adhesion de neutrdfilos (integrinas [2,
especialmente CD11b/CD18) y ICAM-1 en las células endoteliales y hepatocitos
son esenciales para la migracién de los neutroéfilos desde el sinusoide, su
extravasacion y para la produccion de ROS. Las citoquinas pueden inducir la
formacion de moléculas de adhesidén hepatica y quimioquinas, que a su vez estan
también moduladas por el estrés oxidativo.



2.1.2.2.4 Toxicidad mitocondrial

Los mecanismos mas conocidos de toxicidad mitocondrial son: Ia
deplecion de DNA mitocondrial, la inhibicién de la B-oxidacion de acidos grasos
y la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial (39)

La mitocondria es la principal fuente de produccion de energia en forma
de ATP mediante fosforilacion oxidativa. La cadena respiratoria mitocondrial
produce también el anion superdxido (02-), un radical libre altamente reactivo y
citotoxico formado por la reduccién parcial del oxigeno. La eliminacion de este
radical es efectuada por la enzima mitocondrial superéxido dismutasa (SOD),
codificada por el gen SOD2, y contribuye a reducir el estrés oxidativo
transformando el anién superdxido en perdxido de hidrégeno y 02. La catalasa
y glutation peroxidasa 1 (GPX1) forman parte del sistema antioxidante de
defensa celular y catalizan la reduccion de perdxido de hidrégeno a agua (40). Si
los mecanismos de defensa antioxidante se ven comprometidos o se produce un
incremento en el estrés oxidativo mitocondrial, ésta se constituye en un
regulador critico de la muerte celular mediante la oxidacion de grupos sulfidrilos
proteicos o la activacién de vias de sefializacion mitocondrial de muerte celular.
La disfuncién mitocondrial y el dafio oxidativo se encuentran intimamente
involucrados en la patogénesis de DILI, como se manifiesta mediante estudios
recientes que demuestran que determinados polimorfismos (rs4880) de la SOD
condicionan la aparicion de hepatotoxicidad ligada a la administraciéon de
asparraginasa en adultos con leucemia linfoblastica aguda (41).

La mitocondria tiene también un importante papel en la muerte
programada celular hepatica o apoptosis celular. La apertura del poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial (PPTM), permite la liberacién de
citocromo C que a su vez puede activar a otros factores pro-apoptdticos (42, 43).
Este mismo mecanismo puede causar muerte celular directa, dependiendo del
numero de mitocondrias afectadas. Si la apertura del poro transicional ocurre en
la totalidad, o la mayoria, de las mitocondrias del hepatocito, se produce una
deplecion 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, aunque las afectadas
desencadenen el mecanismo de apoptosis descrito anteriormente.

2.1.2.2.5 Mecanismos inmunoldgicos:

En la etiopatogénesis de DILI influyen alteraciones tanto a nivel del
sistema inmune innato como adaptativo.

2.1.2.2.5.1 Sistema Inmune Innato:

El sistema inmune innato es un modulador esencial tanto en la extension
como en la intensidad del dafio hepatico una vez iniciado (27). El estrés celular
origina sefales que estimulan en el organismo la participacidon de células del
sistema inmune innato, especialmente células de Kupffer y Natural killer (NK). Se
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activan simultdnea de 2 cascadas: una proinflamatoria, con la produccién de
citoquinas como TNF (Factor de Necrosis Tumoral), INFy, FasL (Fas ligando), y
otra antiinflamatoria motivada por ciertas prostaglandinas que juegan un papel
hepatoprotector. Del balance en la produccién de estos mediadores dependera
gue la lesion inflamatoria inicial se resuelva (“adaptacion”) o bien progrese a un
dafno hepatico manifiesto. Si la produccion de citoquinas antiinflamatorias es
baja, el umbral para la aparicién de dafio hepatico disminuye, y a la inversa (44).
Estos hallazgos indican 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 lesién hepatica.

2.2.2.5.2 Sistema inmune adaptativo:

= Hipdtesis del hapteno (19):

Los farmacos, habitualmente con tamafio insuficiente para actuar
como antigenos, se comportan como haptenos que al unirse a proteinas
hepaticas, como los 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 esta, a las
células T helper mediante las moléculas de clase Il del complejo mayor de
compatibilidad. Dependiendo del genotipo HLA del huésped se puede
producir una activacién intensa de células T que condiciona un dafio del
hepatocito (figura 3), o la no activacidn del sistema adaptivo inmune que
permite una adecuada tolerancia al farmaco.

Drug + . o

protein

Common MHC I
(resistant to DILI)

=>4

APC

o Variable MHC II
{susceptible to DILI)

Drug + e o7
protein 7

Hepatocyte death

Figura 3: Papel de la respuesta inmune del huésped en la patogénesis de DILI.
Tomado de Tujios S, Fontana RJ. Gastroenteroly and Hepatology 2011 (19)
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La haptenizacion aislada de una proteina podria ser insuficiente para

desencadenar unarespuesta inmune, siendo necesaria la coexistencia de una
infeccion o proceso inflamatorio hepatico concomitante. Sin embargo, en la
mayoria de los pacientes no es posible demostrar una situacion de base
predisponente, ni muchos pacientes con tratamientos prolongados, durante
los que presentan infecciones intercurrentes y diversas condiciones que
cambian su situacién inmune, desarrollan DILI. Son necesarios mas estudios
gue incluyan los conocimientos existentes sobre todas las circunstancias
metabdlicas, expresion del genoma y del microbioma humano, para obtener
mas informacion (45).

=  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, y aunque aun se desconocen los
mecanismos subyacentes. Teniendo en cuenta los datos conocidos hasta
el momento, todo parece indicar que las variaciones genéticas en la
inmunidad del huésped pueden jugar un papel critico en la patogénesis
de DILI (18). En distintos estudios se ha podido determinar relacién entre
alelos HLA clase Il y lesion hepatica tipo colestdsica o mixta (46): el alelo
HLA-DRB1*1501 se relaciona con una mayor susceptibilidad a DILI de tipo
colestatico causada por amoxicilina-clavulanico (46, 47), y portadores
HLAB*5701 tienen 80 veces mas riesgo de DILI asociado al uso de
flucloxacilina (48).

Uno de los objetivos de este trabajo es hallar asociaciones entre
polimorfismos HLA y mayor riesgo de DILI asociado a quimioterapicos,
por lo que este tema se desarrollard de forma mas detallada
posteriormente.

= Autoinmune like DILI:

Algunas moléculas como metildopa, nitrofurantoina y minociclina,
pueden causar una lesidon hepatica de tipo autoinmune, dando lugar a
una forma de DILI indistinguible de una hepatitis autoinmune espontanea,
pudiéndose hallar infiltracién de células plasmaticas, aumento de
inmugobulinas y presencia de autoanticuerpos ANA y ASMA (49).

2.1.2.3 Clasificacion clinica:

Las manifestaciones clinicas asociadas a DILI no son especificas. No hay un patrén
clinico, ni histopatoldgico o analitico, que nos ayude para establecer el diagndstico
etioldgico, siendo los sintomas clinicos que a menudo presenta el paciente con DILI
inespecificos y similiares a los que aparecen en las enfermedades hepaticas por otras
etiologias: malestar general, anorexia, nduseas y vomitos. La forma mas frecuente de
presentacion es similar a una hepatitis aguda, ictérica o anicterica (50). En algunas
ocasiones el paciente puede presentar sintomas de hipersensibilidad como rash cutaneo,
fiebre y eosinofilia, aunque esta forma de presentacién es poco frecuente y
habitualmente asociada a DILI de tipo colestatico (13, 27). El curso clinico es variable
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pudiendo producir desde elevaciones sub-clinicas transitorias de transaminasas a
enfermedad hepatica crénica o fallo hepatico fulminante.

El patrén anatomo-patoldgico es variable e inespecifico, por lo que la biopsia
hepatica no es estrictamente necesaria para poder establecer el diagndstico de DILI,
reservandose para aquellos casos de mala evolucidn o con etiologia no aclarada, en los
gue es preciso excluir otras enfermedades y llegar a un diagndstico especifico (51)

Dada la diversidad de términos que existia hasta el momento para definir las
reacciones adversas a farmacos, con la consiguiente imposibilidad de comparar los datos
de los distintos registros de farmacovigilancia y farmaindustria, en 1986 se constituyé
The Council for International Organizations of Medical Sciencies (CIOMS) (52-54) un
grupo de trabajo formado por expertos que en 1989 publicd el consenso alcanzado para
denominar las lesiones hepaticas provocadas por farmacos y los criterios diagndsticos
necesarios para cada tipo de lesidn. Este comité decidié basar el diagndstico de lesidon
hepatica en una serie reducida de valores bioquimicos, disponibles en la mayoria de los
centros, concluyendo que el diagndstico de lesidon hepatotdxica debe establecerse si se
produce una de las siguientes condiciones (54,55):

- Aumento de ALT superior a dos veces el limites superior de la normalidad
(>2xLSN)

- Aumento > 2xLSN de la bilirrubina directa

- Elevacién, de forma simultanea, de la aspartato aminotransferasa (AST), FA 'y
bilirrubina total (BT), siempre que en alguno de ellos el valor sea superior a 2x
LSN.

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 lesién hepatica.

Desde ese momento los tipos clinicos de DILI quedaron definidos en tres: Lesién
hepatocelular, colestastica o mixta, si cumplian los criterios que se recogen en la tabla
1. La proporcién entre el valor de ALT y el de FA, expresado como R es un indicador util
para distinguir los distintos tipos de lesién.

TIPO DE LESION CRITERIOS
Lesion hepatocelular ALT>2xXLSNO6R*>5
Lesion colestatica T1FA>2XLSNOR*<2
Lesion mixta T ALT>2XLSNy1FAy2<R*<5

Tabla 1: Tipo de lesion hepética. R* = ALT/FA
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En 2011 un Grupo de Trabajo Internacional de Expertos constituido por clinicos
y cientificos, realizaron una revisidn de los criterios diagndésticos de DILI, estableciendo
el valor de ALT en >5 veces el LSN para el diagndstico de esta patologia (51). En el trabajo
publicado por Molleston et al. en el mismo afio (DILI Prospective Study) (56) se establece
el mismo umbral para el diagndstico de DILI en pediatria: > 5 veces el LSN de ALT o AST
o > 5 veces el LSN del valor basal previo a la droga. Sin embargo, en una revisién
posterior de una serie de casos, realizada por Mansi et al. (2015) se establece un nivel >
de 3 veces el LSN para el diagndstico en nifios (57). Esto muestra la necesidad aun de
unificar criterios a nivel internacional para la poblacién pediatrica.

Desde el punto de vista evolutivo, CIOMS definid como lesién 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. Estos conceptos se han revisado posteriormente,
sobre todo en los casos de colestasis en los que la recuperaciéon es mas lenta. La
propuesta del DILI working group, publicada en 2011, establece como lesién hepatica
aguda la de duracién inferior a 3 meses en los casos de lesidon hepatocelular o mixtay 6
meses en las formas colestaticas. Si las alteraciones hepaticas duran mas de lo referido,
se usa el término de lesidén persistente y cuando superan el afio se denomina lesiéon
hepatotdxica cronica (51).

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.

- Lesidon hepatica fulminante: Si aparecen de forma rdpida, dias o pocas semanas,
signos encefalopatia y alteraciones graves de coagulacién.

En ausencia de datos histolégicos se deben de evitar los términos hepatitis,
necrosis hepatica, enfermedad crdnica hepatica y cirrosis (56, 58).

2.1.2.4 Factores de riesgo relacionados con la hepatotoxicidad.

La lesién hepatica asociada a fadrmacos se considera una enfermedad compleja,
multifactorial, en la que la susceptibilidad del individuo a padecerla depende de la
combinacion de factores ambientales, las propiedades del fadrmaco y las caracteristicas
genéticas o adquiridas del individuo (59).

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

Drug
Class, dose, duration,
drug—drug interactions

Host
Age, sax, weight,
genetic factors, metabolism,
immune factors, other diseases

Figura 4. Factores de riesgo potenciales involucrados en la patogénesis de DILl. Tomado de
Tujios S, Fontana RJ. Gastroenteroly and Hepatology 2011 (19)
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Los principales factores de riesgo detectados son los siguientes:

Edad: se ha descrito mayor riesgo de hepatotoxicidad a mayor edad, aunque en
algunos estudios no ha podido ser demostrado (60,61). La disminucion de la
funcion renal, el menor volumen de distribucion 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 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 anos (64). Esto
supondria que la influencia de la edad es farmaco dependiente. El fenotipo
téxico también podria relacionarse con este factor, siendo la colestasis
caracteristica en mayores de 60 afios (61).

Sexo: se ha comprobado que las mujeres tienen mas riesgo para presentar
hepatotoxicidad con ciertos farmacos, como el diclofenaco, tetraciclinas y
nitrofurantoina, pero no para DILI en general (65, 66). Segun el registro espafiol,
un 89% de los casos de hepatotoxicidad de evolucién fulminante se dieron en
mujeres, en las que también es mas frecuente la lesidon hepatocelular (67, 68).

Enfermedad hepatica previa: no se ha asociado con un incremento del riesgo de
DILI para la mayoria de los farmacos, constituyendo una excepcién los pacientes
con hepatopatia crénica 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 aumenta la probabilidad de presentarla (71). También se ha
relatado un mayor riesgo de DILI en pacientes con psoriasis tratados con
metrotexate con respecto a los tratados con el mismo farmaco por artritis
crénica (72), aunque este estudio podria estar limitado por factores de confusién.

Interaccion farmacoldégica: tedricamente algunos fadrmacos y xenobidticos
pueden modular el potencial hepatotéxico de otras drogas, bien por induccién o
inhibicidn de su metabolismo a través del CYP 450, o por competicidn a nivel de
los transportadores de membrana (73). Sin embargo la evidencia al respecto es
aun insuficiente.

Genética (74, 75): los factores genéticos determinan la actividad de Ia
metabolizacién de farmacos, la efectividad de los factores protectores del
huésped y la regulacion de la respuesta inmune. Los estudios genéticos han
mostrado en adultos asociaciones significativas en casos de DILI:

o Genética asociada al metabolismo de los tdxicos: Los distintos
polimorfismos genéticos de los CYP u otras enzimas relacionadas con el
sistema de detoxificacidn hepatico, provocan una variabilidad individual
en el metabolismo de los farmacos que puede conducir a la aparicién de
DILI por disminucidon o incremento de la actividad del enzima. En la
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siguiente tabla se enumeran algunos los polimorfismos mas conocidos
hasta la actualidad y los fdrmacos con los que se relacionan (74).

Farmaco Alelo HLA
Flucloxacilina B*57:01

A*02:01
Amoxicilina-Clavulanico DRB1*15:01-DQB1*06:02
Lumiracoxib DRB1*15:01-DQB1*06:02
Lapatinib DRB1*07:01-DQA1*02:01
Ximegalatran DRB1*07:01-DQA1*02:01
Ticlopidina A*33:03
Terbinafina A*33:01
Fenofibrate A*33:01
Ticlopidina A*33:01

Tabla 2: Polimorfismos enzimdticos y hepatotoxicidad. Adaptada de Larrey et al,
(74).

o Otros determinantes genéticos: Los GWAS (Genome-wide association
study) realizados sobre grupos de pacientes con DILI inducida por un
farmaco especifico (amoxicilina-clavulanico (76), ximelagatran, lapatinib
(77) o lumiracoxib (78)) han identificado determinados polimorfismos de
HLA | y Il asociados significativamente (79). Se muestran en la tabla

siguiente:
Polimorfismo enzimatico Farmaco

- Deficiencia en CYP2D6 » Perhexilina

- Deficiencia en CYP2C19 » Tetrabramato

- Deficiencia en NAT2 » Sulfamidas, dihidralacina

- Deficiencia en sulfoxidacién » Clorpromacina

- Deficiencia en glutation sintetasa » Acetaminophen

- Deficiencia en GSTasab tipo T » ¢;Tacrina?

- Deficiencia en detoxificacién de » Halotano, fenitoina, amineptino,
metabolitos reactivos. sulfamidas, carbamacepina

Tabla 3: HLA 'y Il asociados con la hepatotoxicidad. Adaptada de Ortega-Alonso 2016
(80)

También se ha descrito la implicacién de determinados polimorfismos de
citoquinas, como la IL-10 (IL-10-627, IL10-1082GIA, bajo productor de IL-10) (81, 82) y de
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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, lo que se conoce como “Hipdtesis de la sefial de peligro” (82),
iniciandose una respuesta inflamatoria que no se ve frenada por alteraciones a este nivel.
Tanto la asociacidn con los polimorfismos de HLA como IL-10 y KIR se desarrollaran mas
extensamente con la descripcién de la respuesta inmune.

2.1.2.5 Diagndstico. Escalas clinicas de causalidad.

Establecido el diagnostico de lesidon hepatica, es fundamental conocer la
etiologia. La amplia variedad de agentes capaces de producir un cuadro clinico
indiferenciable de DILI dificulta el diagndstico y, en muchas ocasiones, nos lleva a
establecer una etiologia errénea. Sélo con un adecuado nivel de sospecha, y la
realizacion de 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 diagndstico cierto de DILI (11, 13)

El diagnostico de DILI debe ser realizado mediante la aplicacion de escalas
clinicas que de forma objetiva permitan establecer |la causalidad o no del farmaco
sospechoso. Para ello se realiza un estudio secuencial desde la sospecha clinica inicial,
recogiendo en la anamnesis todos los antecedentes de ingesta de posibles
hepatotoxinas y su relacién temporal con la enfermedad. Es fundamental descartar
cualquier enfermedad capaz de producir alteraciones hepdticas, como infecciones por
virus hepatotropos (VHB, VHA, VHC, CMV, VEB); enfermedades metabdlicas como la
enfermedad de Wilson, o el déficit de a-1 antitripsina; enfermedades autoinmunes, etc
(anexo ).

Una de las escalas mas utilizadas es la propuesta por CIOMS (53, 54) (anexo |)
también denominada RUCAM (Roussel Uclaf Assessment Method). Dicha escala se basa
en un sistema de puntuacién estandarizado segun diferentes criterios: cronolégicos,
evolutivos, factores de riesgo, farmacos concomitantes, exclusién de causas no
farmacoldgicas, informacidon previa de hepatotoxicidad del farmaco y reexposicion.
Finalmente el resultado se traslada a distintas categorias segun la puntuacién obtenida:

- 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 buscan escalas menos complejas, como la desarrollada y
probada por Maria y Victorino (M&V) (83). Las distintas escalas han sido analizadas y
comparadas 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 forma sencilla, incluyendo a la poblacion pediatrica (84).
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2.1.2.6 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 tdxicos ingeridos de
forma aguda o crdnica no existe tratamiento especifico. El tratamiento principal consiste
en el cese, lo antes posible, de la administracién del xenobiético, por lo que el
diagnostico precoz es indispensable. El uso de corticoides no esta indicado de forma
generalizada, utilizandose solo en el caso de lesidn hepatica grave en el contexto de una
reaccion de hipersensiblidad multisistémica. El Unico tratamiento posible en casos de
fracaso hepatico grave es el trasplante hepatico (13).

2.1.2.7 Sistemas de deteccidn y registro.

No existe en la actualidad métodos sensibles para detectar la probabilidad de
hepatotoxicidad idiosincratica en la fase de desarrollo de los medicamentos. 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
ocurrirda cuando el medicamento sea comercializado y administrado a la poblacién
general (85). La Unica forma de acercarnos al problema es mediante el analisis conjunto
de los casos aparecidos en una poblacidén y en un tiempo determinado, con la ayuda de
distintos tipos de registro, cada uno con ventajas e inconvenientes segun sus
caracteristicas. Los mas utilizados son:

- Programas de notificacion espontanea:

Son sistemas “pasivos” en los que de forma voluntaria u obligatoria se declaran las
sospechas de RAF. En Espafa funciona desde 1983 el Programa de Notificacion
Espontanea de Reacciones Adversas, también denominado “tarjeta amarilla”, siendo el
eje fundamental del Sistema Espaiol de FArmacovigilancia (85). 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 Monitorizacion de Uppsala, dependiente de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que actualmente contiene los datos de mas de
4 millones de RAF (86). Estos sistemas han permitido conocer nuevos riesgos y describir
determinados sindromes asociados a farmacos, sin embargo estd demostrado que las
cifras registradas son muy inferiores a las reales, estimandose que la notificacién no
alcanza mas del 10%, en el mejor de los casos, cuando se comparan con los datos
obtenidos en los escasos estudios prospectivos existentes (87).

- 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 poblacidn general. Ejemplos de
este sistema de deteccidn son:

1. SPANISH DILI REGISTRY (Grupo espaiiol para el estudio de las hepatopatias
asociadas a medicamentos, http://www.spanishdili.uma.es/index.php/es): se
cred en 1994 mediante una red multidisciplinar a la que se han ido incorporando
progresivamente numerosas Unidades Clinicas de Hospitales de todo el territorio
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nacional participando activamente en la identificacién de casos y en la
recoleccidn de muestras de sangre de sujetos afectos (68, 84).

2. Proyecto PAIDOSHAM (Grupo espafiol de trabajo sobre la hepatotoxicidad en la
infancia, http://www.paidosham.es): constituye una red activa de especialistas
motivados en la deteccién y comunicacidon de incidencias de hepatopatias

tdxicas con la creacidn de un registro en la edad pediatrica activo desde 2008 (88-
90).

3. 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 de esta patologia. Se desarrolla por un acuerdo de cooperacién entre el
Instituto Nacional de Salud, nueve centros clinicos y un centro coordinador en
EEUU (91).

- Registros intensivos selectivos:

Consisten en registros limitados al dmbito 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, en los casos que se activan las alertas
tanto los pacientes como sus historias son revisados de forma especifica para valorar la
presencia o no de DILI. Son validos para mejorar y aumentar la deteccién de casos, pero
solo en su dmbito asistencial y en los servicios clinicos diana (51).
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2.2 SISTEMA INMUNE. INMUNIDAD INNATA Y ADQUIRIDA.

El sistema inmune se encarga de la defensa del organismo frente a agentes
patdgenos extranos a él. Existe una inmunidad innata, que supone la primera linea de
defensa y responde de forma rapida e inespecifica, y una inmunidad adaptativa que
desarrolla respuestas mas versatiles. El sistema inmune innato esta constituido por
factores solubles: proteinas de fase aguda, citoquinas, quimiocinas y el complemento; y
por componentes celulares: neutréfilos, monocitos/macréfagos y los linfocitos citoliticos
naturales (NK, natural killer) (92). El sistema inmune especifico o adaptativo (adquirido)
estd compuesto por los linfocitos T y B y sus moléculas efectoras. La siguiente tabla
recoge las principales citoquinas y quimiocinas:

FACTOR EFECTOS BIOLOGICOS CELULA PRODUCTORA
IL-1 Proinflamatorias. Inducen sintesis de reactantes de fase Macrofagos
aguda
IL-2 Proliferacion de linfocitos T. Activacién y proliferacion de NK. Linfocitos T
Proliferacion de linfocitos B.
IL-3 Factor de crecimiento de mastocitos; factor estimulante de Linfocitos T
multiples colonias.
IL-4 Factor de crecimiento de linfocitos T; potencia la sintesis de Linfocitos T
IgE; potencia la diferenciacién de linfocitos B; crecimiento de
mastocitos.
IL-5 Potencia la diferenciacién de eosindfilos; potencia la sintesis Linfocitos T
de inmnoglobulinas; potencia la sintesis de IgA
IL-6 Proinflamatorias. Inducen la sintesis de reactantes de fase Linfocitos T, macréfagos,
aguda. Estimula secrecién de Ig. fibroblastos, endotelio
IL-7 Potencia el crecimiento de células pre-T. Células estromales
IL-8 Proteina activadora de neutrdfilos; factor quimiotactico de Linfocitos T, macréfagos y
linfocitos T y de neutrdfilos. epitelio
IL-9 Actua con la IL-4 e induce la produccion de IgE, crecimiento Linfocitos T
de mastocitos.
IL-10 Inhibidor de la sintesis de citoquinas; suprime la funcion de Linfocitos Ty macrofagos
los macréfagos; potencia el crecimiento de linfocitos B;
inhibe la produccidn de IL-12; suprime la inflamacién en la
superficie de la mucosa.
IL-12 Inductor de diferenciacion Th 1. Estimula actividad citotodxica Monocitos y macrofagos.
de LTy NK.
IL-13 Potencia la sintesis de IgE; potencia el crecimiento de Linfocitos T
linfocitos B; inhibe la activacién de los macroéfagos; produce
hiperreactividad de las vias respiratorias
IL-17 Induce la sintesis de IL-1B y de IL-6, importante en las Linfocitos T
infecciones fungicas.
IL-18 Estimula actividad citotdxica de LT y NK. Macréfagos
IFN-y Activa a macréfagos. Aumenta la expresion de MHC 1y 2. Linfocitos T
Incrementa la presentacion antigénica
TGF-B Inhibe proliferacion de LT y LB. Promueve cambio de isotipo Linfocitos T, macréfagos y otros
a lg A. Inhibe a los macréfagos. tipos celulares.
RANTES Quimiocina para monocitos, linfocitos T y eosindfilos. Linfocitos T
MIP-1a Quimiocina para linfocitos T; potencia la diferenciacidn de Células mononucleares,
linfocitos T CD4+. endotelio.
Eotaxinas Quimiocina para eosindfilos, baséfilos y linfocitos Th2. Epitelio, endotelio, eosindfilos,
1,2y3 fibroblastos,
macroéfagos
IP-10 Quimiocina para linfocitos T activados, monocitos y linfocitos Monocitos, macroéfagos,

NK.

endotelio.

Tabla 4: citoquinas, quimiocinas y sus funciones (93)
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El reconocimiento de los patégenos por el sistema inmune innato estd facilitado
por receptores en los macréfagos, células NK y neutréfilos que reconocen unidades
determinadas del patégeno denominadas patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) (94). Este reconocimiento conduce a la produccidon de citoquinas y quimiocinas
gueinician la inflamacién y reclutan células inflamatorias, inducen una respuesta de fase
aguda y activan el sistema inmune adaptativo (92).

El sistema inmune adquirido se caracteriza fundamentalmente por la
especificidad de antigeno y el desarrollo de la memoria inmunoldgica (95) 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), encargados de neutralizar las toxinas
liberadas por los patégenos, opsonizar microorganismos para facilitar su
captacion por las células fagociticas, activar el complemento
produciendo la citolisis del patégeno, y dirigir 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 (96) que destruyen las
células infectadas por virus (94) y células cancerosas, activan los
macrofagos para matar los patégenos intracelulares, y administran las
sefiales necesarias para la sintesis de anticuerpos por los linfocitos By la
formacién de células B de memoria.

2.2.1 LINFOCITOS T

Existen dos tipos de células T: las células T citotdxicas (TCD8+) o Tc que destruyen
células diana infectadas, y las células T helper (TCD4+), que a su vez pueden ser TH1y
TH2, y que activan principalmente macréfagos 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 estas, las
llamadas células de memoria (95), persisten constituyendo una memoria inmunoldgica
que garantiza una respuesta mas rapida y efectiva en un segundo encuentro con el
patégeno. 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).

2.2.1.1 Estructura y genética del Receptor de las células T (TcR)

El receptor de la célula T (TcR) esta formado por una coleccién de proteinas de
membrana, unas involucradas en el reconocimiento del antigeno (region variable V) y
otras con funcion estructural o de transmisién de sefal al interior celular (regidn
constante C). El TcR es monovalente (tiene un solo sitio de unién al antigeno) y nunca se
secreta, a diferencia de las inmunoglobulinas.
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Existen dos tipos de TcR alternativos. Los linfocitos T que expresan TcR a-8 se
denominan células T-2 y representan la mayoria de los linfocitos T. Los linfocitos T que
expresan TcR y-6 se denominan células T-1 y son minoritarios (menos del 5% de los
linfocitos) (96).
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Figura 5. Estructura del receptor TcR. Reproducido de Murphy K et al (97)

Los genes del receptor se organizan en diferentes segmentos genéticos: V,J,Dy
C. La recombinacién VDJ se produce entre segmentos génicos localizados en el mismo
cromosoma Yy es la responsable de la diversidad estructural de los receptores, y por
tanto, de la especificidad de estos. Cuando los dominios V (variables) de las dos cadenas
se emparejan crean un solo sitio hipervariable en el extremo que constituye el sitio de
unidn al antigeno. Hay tres regiones hipervariables que determinan la especificidad del
receptor hacia el antigeno y forman una superficie complementaria a él llamada region
determinante de complementariedad o CDR (CDR1, CDR2 y CDR3). La diversidad
estructural de los receptores T se debe enteramente a la diversidad generada durante
este proceso de reordenamiento génico mediante un complejo de enzimas codificadas
por los genes RAG1 y RAG2 (genes de activacion de la recombinacion).

2.2.1.2. Correceptores CD4 y CD8 y moléculas accesorias

Todos los linfocitos T con TcR a-B expresan de modo alternativo y excluyente las
proteinas CD4 o CDS8, que se conocen como correceptores del linfocito T. (98, 99). Ambas
son glicoproteinas de membrana que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. El hecho de que un linfocito T exprese CD4 o CD8 no es trivial, ya que
le permitird interaccionar con unas células especificas, determinando su funcion:
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- Linfocitos T CD4: reconocen CMH de clase |l - péptido, y estan especializadas en activar
otras células inmunitarias efectoras, células B o macréfagos, para que actien contra los
antigenos que han capturado.

- Linfocitos T CD8 reconocen complejos de MHC de clase | - péptido, y se activan para
destruir células diana que exhiben péptidos extranos derivados de agentes patégenos
citosolicos.

CELULA DIANA APC

| N

5 CD8 MHC
class |l b2
CD4

MHC
class |

TCR

Figura 6: Interaccion de los correceptores con las moléculas MHC. Reproducido de
Murphy K et al (97)

Ademas, en la activacion de los linfocitos T intervienen una gran coleccién de
moléculas de superficie (también llamadas moléculas accesorias) que tienen
fundamentalmente dos acciones: promover y aumentar el contacto-adhesion entre el
linfocito Ty la APC (sinapsis inmunoldgica) y/o participar en la transduccion de sefiales
durante la activacion de los linfocitos T. Podemos destacar, entre otras (100):

- CD28: en todas las células T helper (y en algunas citotdxicas), transmite la
segunda sefial de activacion.

- CD45: contribuye en la activacion celular.

- Integrinas linfocitarias: principalmente el heterodimero CD18/CD11a.

- CD2: contribuye en la activacién celular.

2.2.1.3 Transduccién de seiiales en el linfocito T.

Los linfocitos T reciben la primera sefial de activacion a través del receptor de
antigeno (TcR) desde las células APCs. Para que esta sefial sea completa debe haber
entrecruzamiento de receptores. La segunda sefal puede ser de varios tipos (100):

- A través de CD28 (cuyos ligandos en la APC son CD80 y/o CD86) y que es la
habitual en los linfocitos T CD4 (también en algunos CD8).
- Através de moléculas solubles: la IL-2 sintetizada por un linfocito T helper se une

a su receptor en los linfocitos Tcitotdxicos

- Aveces, se produciran las 3 sefiales sobre la misma célula.
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En el momento en que la sefalizacidon haya sido completa, se producira la cascada
de transduccion de sefiales.
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Figura 7: Transduccidn de sefiales en el linfocito T. (Reproducido de Regueiro J.R., Lopez C.,
Gonzdlez S. & Martinez E.) (100)

Una vez que se ha iniciado la cascada de sefiales se producira la activacién de los
factores de transcripcion (NFkB, NFAT, AP-1 y Junos) que actuardn en los cromosomas
de las células T, teniendo lugar una nueva transcripcion génica que termina en la
diferenciacién, proliferacion y acciones efectoras de las células T (96).

2.2.2 CELULAS NATURAL KILLER (NK).

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, intervienen en la regulacion del sistema inmune (101).
Carecen de TcRy, en su mayoria, expresan en la superficie las moléculas Fcy R-ll (CD16)
y CD56 que, junto con otros marcadores, definen este grupo celular.

2.2.2.1 Funcidn citotodxica.

Para ejercer esta accidn 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 interaccién celular (102). Dichos
receptores pueden ser de activacion o actuar como activadores o inhibidores segun el
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ligando presente en la célula diana y el balance neto entre seiiales activadoras e
inhibidoras (103). La lisis se puede realizar:
- Lisis natural: sin necesidad de un periodo de sensibilizacion previa.
- Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o ADCC: implica la presencia
de anticuerpos que son reconocidos en su extremo Fc por los receptores CD16 de
las células NK.

2.2.2.2 Funcion secretora.

Esta funcidn se activa por distintos estimulos, como la interaccién con las células
blanco, la accién de IL-2 (104) e IL-12 o por activacidon directa, por ejemplo por
anticuerpos frente a las moleculas CD16, CD69 o CD80. Entre las sustancias sintetizadas
y secretadas destacan citoquinas como el TNF-alfa, IFN-gamma, IL-3, GM-CFS y M-GSF y
quimiocinas tales como MIP-1alfa, MIP-1beta y RANTES de gran importancia en los
fendmenos inflamatorios.

2.2.2.3 Receptores NK especificos de antigenos HLA.
Las células NK poseen una variedad de receptores cuya funcidon es el
reconocimiento e interaccién con moléculas de clase | del complejo principal de
histocompatibilidad clase | (HLA-1). Estos receptores son un grupo heterogéneo de
glicoproteinas que pertenecen a distintas familias de moléculas y se expresan en células
NK vy en ciertos linfocitos T (105).
e Receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas:
- KIRs (killer cell Ig-like receptors): receptores de antigenos HLA-I.
- ILTs (immunoglobulin like transcripts).

e Receptores tipo lecitina:
- CD94/NKG2.

Los receptores de las células NK estan altamente especializados en el
reconocimiento de moléculas HLA clase |, y de las distintas combinaciones de receptores
KIR y ligandos HLA se derivan distintos fenotipos que son importantes a nivel de estudio
adaptativo y prondstico clinico, y que condicionan la resistencia o susceptibilidad a
enfermedades infecciosas, inflamatorias y cdncer (101, 106).

2.2.2.3.1 Receptores NK tipo KIR.

Son receptores implicados en la inhibiciéon de la lisis celular al interaccionar
especificamente con determinadas moléculas HLA de clase | de la célula diana. Para su
denominacién se afiade a la palabra KIR los sufijos 2D y 3D que indican el nimero de los
dominios de inmunoglobulina que poseen, vy 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
(107). Los genes que codifican estos receptores se encuentran agrupados en una region
denominada leukocyte receptor complex (LRC), situada en la region cromosdémica
19q13.4 (108).

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
diferencias en la expresidon de estos receptores cuando se estudian distintos individuos
y hay indicios de que el repertorio de receptores esta regulado, durante el desarrollo,
por factores genéticos (109, 110).
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2.2.2.3.1.1 Variabilidad en los receptores KIR

e 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 (110, 111). Esta
variabilidad es consecuencia de la estructura de la regién LCR y estd 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 homélogas durante la meiosis que genera fendmenos de
duplicacién, deleccidén y conversidon génica (111).

El conjunto de genes codificados en la linea germinal, en cada individuo, en cada
uno de los cromosomas homadlogos, conforman el haplotipo KIR. Se han identificado al
menos 30 haplotipos diferentes, clasificados en dos grandes grupos: haplotipos Ay B.

- Los haplotipos A constan de 9 genes (KIR3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-

2DL4- 3DL1-2DS4 3DL2) (112) presentando un perfil claramente inhibidor, ya que

de éstos solo KIR2DS4 es potencialmente activador (113). La variabilidad entre
distintos haplotipos A se consigue gracias 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, con 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 KIR3DP1 y KIR2DLA4. En los haplotipos B hay

una mayor presencia de receptores activadores (114).

e Variabilidad alélica: polimorfismos.

Esta familia de receptores presenta una extensa variabilidad polimérfica que da
lugar a la aparicion de multiples variantes alélicas para cada gen (115). Estas
modificaciones pueden influir en la expresidon de los receptores, en la unién a los
ligandos y en su funcionalidad (107, 109).

2.2.2.4 Transduccidn de seiiales en las células NK:

Tanto los receptores KIR, los ILT y los receptores tipo lecitina pueden ejercer
acciones inhibidoras como activadoras dependiendo de la cola citoplasmatica de dichas
moléculas y de las quinasas con las que se asocien (112, 115):

- Las colas citoplasmaticas largas generalmente contienen dos motivos
inhibitorios de tirosina denominados ITIM (immunoreceptor tyrosine- based
inhibitory motifs), que transducen sefiales inhibidoras a la célula NK. La accidn
inhibidora previene de la destruccién 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 la
célula NK al no ser frenada su actividad. Los receptores de este grupo son los
denominados KIR2DL (KIR2DL1, 2, 3y 5), KIR3DL (KIR3DL1, 2, 3), ILT-2, NKG2A y
NKG2B (115).
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- Las colas citoplasmaticas cortas poseen un residuo de aminodcido cargado
positivamente en su regién transmembrana (motivo activador ITAM) que les
permite asociarse con moléculas de senalizacion (homo o heterodimeros de
CD3¢ y/o FceRI-y u homodimeros de DAP-12 o DAP-10) capaces de generar una
sefal de activacion. Estos receptores son KIR2DS (KIR2DS1, 2, 3, 4y 5) y KIR3DS1.

- El receptor KIR2DL4 tiene capacidad inhibidora y activadora al poseer un tallo
intracitoplasmatico con un residuo mediante el que interacciona con FceRIl-y y
un motivo ITIM inhibidor (114-116)

KIR2D KIR3D

Type 1 Type 2 KIR3DS KIR3DL
A A

KIR2DS KIR2DL

OO0 | || OO0 | POC0 | || CRE0 | COOT | | | OOC0 | OO0 | CreTeP
cooo ||| oo | tood ||| cooo | cocd | || cacl | cooo | tocdao

O o (& O
21Tim Y 21TIm 2 F 11ITImM
+11ITim 2 AM
KIR2DS1 KIR2DL1 KIR2DL4 KIR2DLSA KIR3DS1 KIR3DL1 KIR3DL3
KIR2DS2 KIR2DL2 KIR2DLSB KIR3DL2
KIR2DS3 KIR2DL3
KIR2DS4
KIR2DSS ©IPD-KIR 10/11

Figura 8: Estructura de los receptores tipo KIR y sefiales de activacion (verde) e
inhibicion (rojo). Tomado de Vilches C, Parham (116)

2.2.3 CITOQUINAS.

Las citoquinas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular que acttan
mediando interacciones complejas entre células de linfoides, células inflamatorias y
células hematopoyéticas. Se sintetizan fundamentalmente por los linfocitos en
respuesta a estimulos antigénicos o inflamatorios (116). Actian uniéndose a receptores
especificos de la misma célula que las produce (accidn autocrina), de células cercanas
(accién paracrina) o de células distantes (accién endocrina). Bajo este término se
incluyen las interleuquinas (IL), linfoquinas, interferones y monoquinas. Sus funciones
son muy variadas, pero se pueden clasificar en las siguientes categorias:

Diferenciacién y maduracion de células del sistema inmunitario
Comunicacion entre células del sistema inmunitario

En algunos casos, ejercen funciones efectoras directas.
Estimuladores de colonias.
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2.2.3.1 Interleuquina 10.

La interleuquina 10 (IL-10) es una citoquina de tipo Il que forma parte de la
familia que incluye a IL-19, IL-20, IL-22, IL-26 e IL-29. Estas citoquinas tienen una
organizacién génica similar y se unen a receptores con una estructura parecida. Sin
embargo, llevan a cabo actividades biolégicas muy diferentes. La IL-10 es producida por
distintas células del sistema inmunitario, pero también se observa en células epiteliales,
gueratinocitos de la piel y ciertas células tumorales.

Sus funciones bioldgicas principales son disminuir y regular la respuesta
inflamatoria producida por las células dendriticas y los macrofagos, asi como reducir las
respuestas adaptativas de las células T CD4+. Esta citoquina es un potente inhibidor de
la presentacion antigénica, ya que reduce la expresion del complejo principal de
histocompatibilidad de tipo Il (MHC 1) y de las moléculas accesorias de coestimulacion
CD80 y CD86 en células dendriticas. El efecto global es la inhibicidon de la maduracién de
dichas células, lo que causa una reduccion de las citoquinas proinflamatorias interferén
gamma (IFN-y), IL-4 e IL-5 producidas por los linfocitos T (117). La IL-10 también inhibe la
produccién de otros mediadores inflamatorios como la IL-1 y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) producidos por macréfagos (118). También puede promover la
activacion de las células B y estimular la proliferacién de células NK, por lo que su
actividad no es siempre inhibitoria (119).

La IL-10 es producida por:
Celulas T helper 2 (Th2)
Celulas T reguladoras (Treg)
Monocitos

Algunas celulas dendriticas
Algunos macrofagos activados
Algunos granulocitos

{

=10 IL-10

Espacio extracelular

II I Membrana celular

X Q)

Citoplasma

IL-10 inhibe: IL-10 estimula:
= Celulas dendriticas = Celulas NK
= Macrofagos - Celulas B

= Linfocitos T CD4+

Figura 9. IL-10, su receptor y células del sistema inmunitario relacionadas con esta citoquina
(tomado de Enrique lafiez 1999, (120))

Se ha podido comprobar que los factores genéticos influyen considerablemente
en la produccion de citoquinas (121), y un numero importante de polimorfismos parecen
controlar el nivel de secrecién de la IL-10. El gen de la IL-10 estad localizado en el
cromosoma 1, en la posicidon 1g31-1g32 (122). Se han confirmado tres polimorfismos
bialélicos en esta regién promotora génica: -1082G/A, -819C/T y -592C/A. Con su
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combinacidn podemos encontrar los siguientes haplotipos, correspondiendo cada uno
de ellos a un fenotipo relacionado con una produccién de IL-10 alta, intermedia o baja
(123):

* GCC/GCC, productor alto.

e GCC/ACC, productor intermedio.

e GCC/ATA, productor intermedio.

¢ ACC/ACC, productor bajo.

e ACC/ATA, productor bajo.

e ATA/ATA, productor bajo.

Una disminucién en la produccidn de esta citoquina (haplotipo bajo productor
de IL10) se ha implicado en un aumento de la actividad inflamatoria (23) que provoca
una evolucién mas grave (mayor extension e intensidad) de la lesién hepdatica asociada
a farmacos una vez iniciada por distintos mecanismos, lo que se conoce como “Hipotesis
de la Senal de Dafio” (Danger signal Hipothesis) (82). Esto se ha podido demostrar

concretamente en la toxicidad hepatica producida por paracetamol (27) y diclofenaco
(81).

2.2.3.2 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 Thl. Ejerce su
efecto sobre células tumorales e inflamatorias (124).

Existe un polimorfismo bialélico (125,126) 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
e A/A, alto productor.

2.2.3.3 Factor de crecimiento transformante Beta (TGF-B)

El TGF-B es una citoquina antiinflamatoria e inmunosupresora, que participa
principalmente en respuestas inmunitarias celulares o Th1l. Esta citoquina es secretada
principalmente por monocitos, fibroblastos y células endoteliales. Induce Ila
proliferacion de monocitos y la diferenciacion celular. Es una citoquina fibrogénica.
Aumenta la produccién de proteinas de la matriz extracelular y sus receptores, e inhibe
la sintesis de enzimas de degradacién proteolitica.

Destacan dos polimorfismos confirmados en la regiéon promotora génica: TGF-p
coddn 10 T/Cy coddn 25 C/G (127). Se transmiten en haplotipo, es decir, van juntos.

No existen datos concluyentes en la literatura respecto a los fenotipos y haplotipos de
estas citoquinas, siendo escasos los estudios dedicados al respecto. Los principales
parecen los siguientes:

¢ TT GG, TC GG; productor alto

e TC GC, CC GG, TT GC; intermedio

e CCGC, CCCC, TT CC, TCCC; bajo

2.2.3.4 Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria que se ha relacionado principalmente
con la respuesta humoral o Th2, con implicacion en varias funciones celulares. También
puede presentar actividad antiinflamatoria. Secretada por distintas células como los
linfocitos T, monocitos y fibroblastos, induce la diferenciacién de eosinéfilos y la
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produccién de IgA. Estimula el eje hipotdlamo-pituitario-adrenal que se ha asociado con
obesidad central, hipertensidn y resistencia a la insulina. Se ha relacionado con la
patogénesis de la enfermedad coronaria (128).

La IL-6 presenta una serie de polimorfismos bialélicos en la regién promotora
génica, de entre los que destacamos: -174G/C. Genotipos y Fenotipos:
* GG, alto productor.
¢ GC, alto productor.
¢ CC, bajo productor.

2.2.3.5 Interferén gamma (IFN-y)

El IFN-y es una citoquina proinflamatoria e inmunorreguladora, implicada
principalmente en respuestas celulares o Th1. Pertenece a los interferones tipo II.
Es secretada principalmente por linfocitos Th, Tc, NK y celulas dendriticas. Es una
citoquina quimiotactica para monocitos y aumenta en ellos la expresion de HLA clase I.
Su principal funcién es la activaciéon de los macréfagos, tanto en las respuestas
inmunitarias innatas como en las adquiridas (127).

De esta citoquina destacamos el polimorfismo bialélico en la region intrén 1:
+874T/A. Genotipos y Fenotipos:
¢ TT, productor alto.
* TA, productor intermedio
e AA, productor bajo.

2.2.4 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH, major histocompatibility
complex) del ser humano, también denominado complejo de antigenos leucociticos
humanos (HLA, human leukocyte antigen), es una regién de cuatro megabases (Mb)
situada en el cromosoma 6 (6p21.3). Sus productos, las moléculas HLA, constituyen un
elemento clave en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. En el CMH humano
se diferencian tres regiones, de clase |, clase Il y clase lll que codifican diferentes
glucoproteinas de membrana especificas:

* Genes de clase | (CMH-I): determinan glucoproteinas de membrana presentes en casi
todas las células nucleadas y sirven para presentar antigenos peptidicos de células
propias alteradas a los linfocitos T citotéxicos.

* Genes de clase Il (CMH-II): determinan glucoproteinas de membrana de células
presentadoras de antigeno (APC: macréfagos, células dendriticas, linfocitos B), que
sirven para presentar antigenos peptidicos a linfocitos T colaboradores Th.

* Genes de clase Il (CMH-III): no todos ellos tienen que ver, aparentemente, con el
sistema inmune. Entre los que si tienen papeles inmunolégicos cabe citar los genes de
proteinas del complemento, y el del TNF

El conjunto de genes HLA de clase | y clase Il tienen tres importantes
caracteristicas:
- El polimorfismo, es decir, la existencia de un gran nimero de alelos para cada uno de
estos genes.
- La codominancia o expresién de los dos alelos de un mismo gen.
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- Ligamiento de los genes en el brazo pequefio del cromosoma 6.

Clase CMH CMH-II CMH-111 CMH-|
DP DQ DR C4C2BF.. B C A

Productos DP DQ DR Proteinasdel HLA-B HLA-C HLA-A
génicos (af) (of) (of) complemento,
TNFa, TNFb

Ubicacion hacia centromero brazo corto hacia telomero
¢ cromosoma 6 R

Tabla 5: Organizacion génica del CMH (adaptada de Enrique lafiez Pareja (120)

2.2.4.1 Moléculas de clase |

e Estructura.

Las moléculas de clase | son heterodimeros glucoproteicos constituidos por una
cadena pesada ay una ligera B (129)
- La cadena pesada a presenta una porcion 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 8, llamada B2-microglobulina, esta constituida por un solo dominio,
no presenta polimorfismo y su localizacién es extracelular, intimamente asociada a la
cadena pesada.

En el extremo aminoterminal existe un surco formado por la interaccién espacial

entre los dominios al y a2 (130) donde se albergan los fragmentos de antigenos
proteicos procesados para ser reconocidos por el sistema inmune especifico (131).

e Organizacion genética.

La region de clase | contiene los tres loci clasicos, HLA A, By C, cada uno de los cuales
codifica para una cadena alfa diferente. Los genes de la cadena alfa presentan una
organizacién similar y comprenden 8 exones separados por sus correspondientes
intrones. El primer exdn codifica para el péptido lider; y el segundo, tercero y cuarto,
para los dominios al, a2, y a3 de la cadena pesada. La region transmembrana es
codificada por el quinto exdn y la regién intracitoplasmatica por los exones 6, 7 y 8 (131,
132). 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.

e Polimorfismo de la cadena alfa.

Todas las moléculas cldsicas HLA de clase | (HLA A, B y C), presentan un alto grado
de polimorfismo en cada uno de los tres loci, (132), que obedece a cambios de la
secuencia en los exones 2 y 3, lo que se va a traducir en variaciones en la secuencia de
aminodacidos en los dominios al y a2 de la cadena pesada.
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2.2.4.2 Moléculas de clase Il

e Estructura.

Son glucoproteinas de membrana heterodiméricas que resultan de la asociacién de
dos cadenas llamadas alfa y beta, codificadas ambas dentro de la regién de HLA D. Las
dos cadenas presentan una porcién extracelular, transmembrana e intracitoplasmatica
(133). La porcidn extracelular estad constituida por dos dominios llamados al- a2 y f1-
B2. La asociacién de las dos cadenas forma también un surco en el extremo
aminoterminal de la molécula, de configuracién mas abierta que en CHM |, pero con la
misma funcion de albergar pequenos péptidos antigénicos (130).

e Organizacion genética.

De mayor complejidad que la de clase |, ya que cada uno de los tres loci (DR, DP y
DQ) contiene dos genes, A y B, que codifican para las cadenas alfa y beta
respectivamente. Ademas, la subregién DR puede contener genes adicionales
responsables de la subdivision de los genes DR en cuatro grupos: DR1, DR8, DR52 y
DR53.

e Polimorfismo de las moléculas de clase Il:

Las moléculas de clase Il presentan polimorfismo en sus dos cadenas. La mas
polimdrfica para los tres loci es la B, y dentro de esta, la region 1 de la molécula,
codificada por el exén Il

2.2.4.3 Funcion de las moléculas de clase l y I

Los linfocitos T identifican al antigeno una vez ha sido procesado en pequefios
fragmentos peptidicos y asociado a las moléculas de clase | y clase Il. Las células T CD8+
reconocen al antigeno presentado por las moléculas de clase I, mientras que las T CD4+
lo hacen asociadas a las moléculas de clase Il. 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 (132) con alta afinidad y a la vez conservar la capacidad de unir una gran
variedad de péptidos distintos. La unién al ligando peptidico, que pasa a ser parte
integral de la estructura molecular del MHC, estabiliza la molécula.

Las moléculas de MHC son altamente polimdrficas en ciertos sitios del surco de
unién al péptido. Se ha demostrado que los péptidos que se unen a una variante alélica
determinada de MHC tienen similares aminoacidos en dos o tres posiciones especificas
de la secuencia peptidica, lamados residuos de anclaje. Las cavidades de unidn de las
moléculas de MHC de clase Il son mas permisivas a la uniéon de los aminoacidos,
haciendo mas dificil definir residuos de anclaje y predecir qué péptidos seran capaces
de unir determinadas moléculas de MHC de clase Il (133, 134).
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Figura 10: Estructura de las moléculas HLA clase | y Il

2.2.4.4 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 Il que codifican proteinas con
diferentes espectros de especificidad de unién.
¢ El polimorfismo: existen mas de 200 alelos en algunos loci del CMH, y cada alelo
presenta una frecuencia relativamente elevada en la poblacién (135). 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 heterocigotos 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
gue posee un individuo. Ademas, procesos de recombinacidon génica pueden crear
nuevos alelos, con lo que aumenta la diversidad molecular del CMH.

El polimorfismo de las moléculas de CMH garantiza un numero 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, este no podra
responder al antigeno; esto es muy infrecuente.

2.2.4.5 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 expresiéon de las
moléculas de HLA genéticamente polimdrfica puede existir una relacién entre e/
haplotipo HLA particular del sujeto y su propension al desarrollo de reacciones
hepatotdxicas inmunoalérgicas.
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Se han realizado estudios de fenotipo HLA en pacientes que han desarrollado
reacciones de hipersensibilidad debidas a farmacos, encontrandose una asociacién
significativa (Genome-wide association study or GWAs). Los primeros trabajos
intentaban relacionar la hepatitis causada por la anestesia con halotano con el HLA del
paciente (136, 137). Los resultados fueron contradictorios. Eade et al no encuentran
asociacién estadistica entre la hepatotoxicidad por halotano y ningun alelo del HLA (136)
mientras que el grupo de Otsuka et al (137) determinan una asociacion significativa entre
el haplotipo Aw24-Bw52-DR2 y el desarrollo de hepatitis ictérica tras la anestesia con
este farmaco. Los estudios no son comparables al tratarse de poblaciones diferentes, y
porque en el segundo trabajo, ademas de las moléculas de HLA | también se estudian
las de tipo Il (DR) que 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 (138) o clorpromacina y HLA-DR6 (138), no estableciéndose una
significacidn estadistica debido probablemente al pequefio tamafio de las muestras.

Estudios mas recientes han demostrado una asociacion significativa entre la
hepatotoxicidad por amoxicilina-clavulanico y el haplotipo HLA-DRB1*1501 (47). Estos
datos apoyarian la hipdtesis de que el fenotipo HLA del huésped pueda predisponer al
desarrollo de reacciones inmunoalérgicas a farmacos al ser reconocidos como
neoantigenos determinados productos de su metabolizacién (hipdtesis del hapteno
(19)). 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 tdxico especifico
(48,76-79).

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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2.3. HEPATOTOXICIDAD Y QUIMIOTERAPIA.

La hepatotoxicidad debida a quimioterapia es una causa importante de
morbilidad en enfermos oncoldgicos. La mayoria de los casos de hepatotoxicidad
inducida por la quimioterapia son idiosincrasicos y no tienen una firma clinica o
histolégica Unica que sea distinta de otros agentes que causan DILI (139). Los principales
mecanismos subyacentes a la hepatotoxicidad relacionada con la quimioterapia se
basan en la produccidon de metabolitos reactivos generados por reacciones de oxidacién
en fase |, dafo inmunoldgico o alteraciones en la funcién mitocondrial (140, 141). La
hepatopatia subyacente y la afectacion hepdtica por el propio tumor pueden ser
modificadores importantes de la lesién hepatica (139). Debido a que los beneficios
(remision del cancer) son altos, también lo son los riesgos que el oncdlogo y el paciente
deben estar dispuestos a asumir. En cualquier caso el dafio relacionado con las drogas
utilizadas para el cancer todavia se evalia mal debido a la subestimacion clinica relativa
y al dificil diagndstico diferencial (142).

Las neoplasias linfoides de precursores hematopoyéticos engloban a la leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y el linfoma linfoblastico de origen B o T. Los dos procesos,
leucemia y linfoma linfobldsticos, son considerados biolégicamente equivalentes y se los
denomina de una u otra forma por la implicacién de médula ésea y sangre periférica en
el primer caso y de estructuras extramedulares en el segundo. La leucemia linfoblastica
aguda (LLA) es una enfermedad maligna que representa el 25% de todas las neoplasias
malignas en los nifos (143). Aproximadamente el 80% de todos los pacientes afectados
se pueden curar, pero la resistencia a la terapia y sus efectos tdxicos siguen siendo
problemas clinicos graves (144). El linfoma linfoblastico representa el 30% de los linfomas
no hodgkin en los nifos, y tanto desde el punto de vista citolégico como en las
alteraciones cromosémicas que presenta es muy parecido a la LLA, por lo que el
tratamiento de ambas enfermedades es similar.

Las enfermedades histiocitarias son un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizados por la proliferacion de células denditricas y de macréfagos, que pueden
afectar a diferentes érganos o tejidos a cualquier edad. La presentacion clinica y la
gravedad son muy variables, desde formas con resolucién espontdnea a formas muy
graves con compromiso vita y disfuncién multiorganica (145). La etiopatogenia es
desconocida, aunque en los ultimos afios se han producido importantes avances que
han permitido mejorar el conocimiento de la enfermedad (146). El tratamiento es
igualmente muy variable: en muchos casos no se administra ningln tratamiento y el
prondstico es excelente, pero en otros casos es necesaria la utilizacién de distintos
citostaticos similares a los empleados en las neoplasias hematoldgicas, que conllevan la
aparicién de toxicidad.

A pesar de los avances terapéuticos alcanzados, entre 20 y 30 % de los nifios con
este tipo de patologias fallecen por causas relacionadas con la enfermedad o su
tratamiento. El éxito del tratamiento depende de multiples factores, que incluye rasgos
bioldgicos y genéticos en las células tumorales en el momento del diagndstico,
caracteristicas del paciente y lo mdas importante, las diferencias en la respuesta
terapéutica (147). Numerosos estudios han demostrado que existe gran variabilidad
entre pacientes, tanto en el efecto terapéutico, como en la toxicidad de los farmacos
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utilizados en el tratamiento. Ademas, las células tumorales tienen la habilidad de
incorporar rapidamente cambios fenotipicos que las hacen resistentes a una gran
diversidad de farmacos estructuralmente diferentes. Por tanto, el fracaso terapéutico
puede deberse a la resistencia intrinseca de las células leucémicas o a una reducida
exposicidon a la droga por biotransformacion acelerada en los sistemas enzimaticos del
paciente (148). La intensidad del tratamiento en los pacientes con LLA y linfoma
linfoblastico varia de acuerdo con diferentes caracteristicas identificables en el
momento del diagndstico. No obstante, aunque la mayoria de los nifios alcanzan la
curaciéon, los efectos colaterales a mediano y largo plazo de la quimioterapia
anticancerosa, ocasionan alteraciones que comprometen su calidad de vida. Ademas, la
toxicidad aguda que provocan los tratamientos intensivos puede cobrar la vida del
paciente o retrasar la continuidad del tratamiento planificado, lo que aumenta el riesgo
de recaidas (8). Como resultado, el foco de la investigacion esta cambiando lentamente
de tratar de aumentar las tasas de supervivencia a reducir las toxicidades relacionadas
con la quimioterapia. Estos efectos adversos a menudo son consecuencia de la toxicidad
directa en el tejido sano, como resultado de la baja especificidad mostrada por estos
medicamentos y se vuelven mas frecuentes a medida que se intensifica el tratamiento.
En este escenario, es obvio que cualquier factor capaz de modificar la farmacocinética o
la farmacodinamia de los quimioteraicos tiene el potencial de ser critico para la
aparicién de efectos adversos graves en los pacientes con este tipo de enfermedades.

2.3.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

2.3.1.1 Epidemiologia
La LLA constituye el 25% de los tumores y el 75% de las leucemias en la edad

pedidtrica. El pico de incidencia maximo se establece entre los dos y los cinco afios de
edad (143), predominando ligeramente en los varones, sobre todo en la edad puberal.

Las diferencias geograficas son notables en esta enfermedad; mientras que en
los paises menos desarrollados, como Norte de Africa y Oriente Medio, predominan los
linfomas y las LLA de estirpe T, en los paises industrializados la LLA de estirpe B es, con
diferencia, la mas frecuente de las hemopatias malignas (149,150). Este hecho se ha
relacionado con la mayor facilidad para la exposicion a determinados agentes
medioambientales “leucemdgenos” en los paises industrializados. En los paises con
poblaciones heterogéneas, se ha observado una mayor incidencia de LLA en la raza
blanca.

2.3.1.2 Fisiopatologia
La secuencia de acontecimientos que derivan en la transformacién maligna en

la LLA se debe a multiples factores. Estos eventos se producen durante el desarrollo de
la estirpe linfoide, ya que la alta tasa de proliferacién y de reordenamientos genéticos

que acontece en este momento favorece la aparicién de mutaciones espontaneasy de
otras alteraciones citogenéticas (149, 150).

- Causas genéticas:

En mas del 75% de las LLA de pacientes pedidtricos se pueden detectar
anomalias genéticas primarias, siendo necesarias varias alteraciones para que se
desarrolle una leucemia. Los estudios de Mullinghan han identificado una media de 6
alteraciones en las copias de DNA en los casos de LLA infantil (151). Los factores genéticos
tienen un papel cada vez mds importante en la etiologia de las leucemias agudas. Esta
afirmacidn esta basada en:
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1) La relacidn estrecha entre la LLA y algunas translocaciones cromosdmicas.

2) La mayor frecuencia de leucemia aguda en los familiares de pacientes con LLA.

3) La mayor incidencia de LLA en determinadas enfermedades genéticas
(sindrome de Down, Klinefelter, neurofibromatosis, Schwachman, Bloom, Fanconi,
etc.)(150, 151).

Los avances de las técnicas y conocimientos de la biologia molecular de los
ultimos afios han permitido identificar casi el 100% de las anomalias citogenéticas de las
células leucémicas. Estas pueden afectar al nimero total de cromosomas o a su
estructura. Se ha comprobado que la hiperdiploidia (aumento del numero de
cromosomas >51) en los linfoblastos es un factor de buen prondstico. En la actualidad,
sabemos que esto, probablemente, es debido a que las células leucémicas
hiperdiploides tienen una mayor predisposicion a la apoptosis, porque son capaces de
acumular mayor concentraciéon de metabolitos activos del metotrexato (poliglutamatos)
y por ello son mas sensibles a este farmaco. De todas las anomalias cromosdmicas
estructurales, las translocaciones son las mas frecuentes (151).

Translocacién Frecuencia Genes afectados Caracteristicas
t(1,19)(gq23;p13) 5-6% E2A-PBX1 Fenotipo pre-B,
hiperleucocitosis. Necesario
tratamiento intensivo
t(9,22)(q34;P11) 3-5% BCR-ABL Cromosoma Philadelphia,
hiperleucocitosis.
Tratamiento con imatinib
t(4,11)(q21;p23) 2% MLL-AF4 Asociada a lactante,
hiperleucocitosis, mal
prondstico
t(12,21)(p13;922) 25% TEL-AML Fenotipo B, buen prondstico,
mavyor sensibilidad a
asparraginasa

Tabla 6: Translocaciones mas frecuentes en la LLA

- Factores ambientales:

Entre los factores medioambientales que pueden facilitar el desarrollo de
leucemia, destaca la exposicion a las radiaciones ionizantes. El aumento de incidencia
de leucemia entre los supervivientes de Hiroshima y Nagasaky se relaciond con la
proximidad a la explosién. Se cree que el 1% de las leucemias en el adulto son
secundarias a las pruebas radioldgicas realizadas durante su vida. Existe controversia
sobre si los campos electromagnéticos (teléfonos moéviles, torres de alta tension, etc.)
incrementan o no el riesgo de leucemia. De momento, los estudios realizados no han
encontrado una clara asociacidn. La exposicién a diferentes productos quimicos, como
el benceno, se ha asociado a leucemia mieloide aguda (LMA) en el adulto. También la
quimioterapia utilizada para el tratamiento de distintos tumores, puede tener efecto
leucemogeno (por ejemplo, los agentes alquilantes o los inhibidores de la
topoisomerasa ll). En el estudio de la LLA en el menor de un afio con reordenamiento
del gen MLL se ha observado que esta alteracidén genética aparece con alta frecuencia
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en aquellas leucemias agudas secundarias a la exposicién a agentes inhibidores de la
topoisomerasa Il. A partir de esta observacién, se ha desarrollado la hipdtesis de que
sustancias en la dieta, medicamentos o en el ambiente que inhiban las topoisomerasas
y la capacidad reducida del feto o de la madre de eliminar estas sustancias podrian
aumentar el riesgo de desarrollar leucemia aguda en el lactante (152).

Se ha dado mucha importancia al papel de los virus en el estudio de la etiologia
de las leucemias. Esto es debido a que la mayoria de las LLA se producen en un periodo
de la vida en el cual el sistema inmune esta en desarrollo y podria ser mas susceptible a
los efectos oncogénicos de determinados agentes virales. Hasta el momento, el virus de
Ebstein-Barr en la LLA-L3 y los HTLV | y Il en algunos casos de leucemias del adulto han
sido los Unicos con una clara asociacion (152).

2.3.1.3 Prondstico. Grupos de riesgo.

El prondstico de la LLA depende de las caracteristicas del paciente y de la
leucemia, pero actualmente lo mas importante es la respuesta precoz al tratamiento,
cuantificado por la enfermedad minima residual (EMR). La respuesta precoz al
tratamiento refleja las caracteristicas genéticas de los linfoblastos, las caracteristicas
farmacodinamicas y farmacogenéticas del paciente y el efecto de la quimioterapia sobre
las células. Factores prondsticos histéricamente importantisimos, como la edad y el
numero de leucocitos al diagndstico, estan empezando a ser cuestionados con los
nuevos tratamientos basados en el seguimiento por EMR. Los pacientes con una edad
inferior a un ano contindan teniendo un prondstico claramente peor que el resto de los
pacientes. Algunas anomalias cromosdmicas como la t(9:22) o la t(4:11) presentaban
muy mal prondstico. Actualmente, tras la adicién a la quimioterapia de los inhibidores
de la tirosin kinasa, como el imatinib, el prondstico de los pacientes con LLA Phi+ t(9;22)
ha mejorado espectacularmente, dejando de ser en el momento actual una indicacién
de trasplante de progenitores hematopoyéticos. Los pacientes que tras las primeras 4-
6 semanas que dura la induccién no presentan remision completa, tienen una alta tasa
de recaida y una supervivencia libre de enfermedad muy reducida (154).

Atendiendo a los factores prondsticos, en el protocolo actualmente vigente
(SEHOP-PETHEMA 2014, (155)) encontramos 3 grupos de pacientes:

1. RIESGO ESTANDAR: El paciente debe reunir todos y cada uno de los
siguientes criterios:

e Edad >1 y <10 aios

e Leucocitos <20 x10e9/I al diagndstico

* Inmunofenotipono T

e Ausencia de infiltracién del SNC y/o testes

e Citogenética (uno de los dos criterios es suficiente):
o Alta Hiperdiploidia (51-67 cromosomas), indice de DNA 1,16-1,48
o 1(12;21) positiva

e Not(1;19)

* No reordenamiento MLL

¢ Presencia de <1.000 blastos/mm3 en dia +8 de la Induccidén, en sangre

periférica
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e Presencia de < 5% de blastos y < 0,1% de ERM en médula 6sea (MO) en dia
+15 de la Induccién y al final de la induccién I'A

2. ALTO RIESGO: La existencia de cualquiera de los siguientes criterios
determina la inclusion del paciente en este grupo de Alto Riesgo:

o t(4;11) (MLL/AF4)

e Hipodiploidia <44 cromosomas o indice DNA <0,81

® > 1.000 blastos en dia +8 de la Induccién, en sangre periférica

® > 25% de blastos y >10% de ERM en el dia +15 de la Induccién, en médula
Osea

e ERM > 1% en el dia +33 de la Induccién, en médula dsea

e Pacientes afectos de LAL Ph+

3. RIESGO INTERMEDIO: Aquellos pacientes que no retnan los criterios de
Riesgo Estandar ni de Alto Riesgo

2.3.1.4 Tratamiento.

El tratamiento de la leucemia ha cambiado mucho en los ultimos afos. Hace 50
afios el uso de quimioterapia combinada condujo a la remisién del 80-90% de los nifios
con LLA, pero la mayoria presentaron recidivas, sobre todo en sistema nervioso central,
con supervivencia final inferior al 10% (156). Con la adicidn de irradiacién craneoespinal
y quimioterapia intratecal se consiguié aumentar la supervivencia (157). Posteriormente,
el desarrollo de un régimen intensivo de induccion y consolidacién con 8 farmacos y 8
semanas de duracién supuso un avance muy importante, apareciendo los protocolos
denominados BFM (158). Este régimen es la base de la mayoria de las terapias actuales,
que presentan componentes bdsicos similares: inicialmente hay una fase de Induccién
que dura entre 4-6 semanas e incluye un glucocorticoide, vincristina, una preparacién
de asparaginasa, uso opcional de antraciclinas y quimioterapia intratecal. Después de la
remision de la enfermedad, el tratamiento incluye una fase de quimioterapia intensiva
de 6-8 semanas de duracién que pretende consolidar la remisiéon y prevenir la
reaparicion de la leucemia en el sistema nervioso central. Posteriormente se administra
la intensificacién retardada, que dura 8 semanas. Los ciclos repetidos de metotrexato,
administrados a dosis altas en infusion intravenosa durante 24 horas, seguidos de la
administracion de acido fdlico para “rescatar” los tejidos de posibles efectos téxicos, son
un componente esencial de estas etapas.

Los pacientes reciben por ultimo la denomidada “terapia de mantenimiento”,
donde se usan antimetabolitos (metotrexato oral de forma semanal y mercaptopurina
oral diariamente) a dosis bajas durante un tiempo prolongado. Se desconocen las
razones exactas por las cuales se requiere esta fase de tratamiento, asi como la duracién
y composicion mas efectivas de la misma, pero su no administraciéon se asocia con un
riesgo de recaida 4 veces mayor que cuando si se administra (159). Se ha demostrado
que los polimorfismos del paciente pueden influir tanto en la eficacia como en la
toxicidad de los antimetabolitos (160), especialmente en esta fase.
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Las recaidas se producen en un 15-20% de los nifios, siendo las tasas de curacién
mas bajas después de la misma. Los nifios de presentan una recaida precoz (antes de 6
meses del fin de tratamiento), con frecuencia presentan mutaciones que reducen la
eficacia de los quimioterapicos empleados (162, 162).

Con respecto al trasplante alogénico de células hematopoyéticas, como terapia
primaria se usa en menos del 10% de los pacientes, mientras que tras la recaida este
porcentaje es mas alto (50% de los nifios que recaen).

En la actualidad estamos asistiendo a un hito muy importante en la historia del
tratamiento de la leucemia, y es el avance de la inmunoterapia (anticuerpos
monoclonales y células CAR-T), que probablemente en los préximos anos logre un
aumento significativo en la supervivencia de los nifios con recaida (163).

A continuacidn se muestra el esquema de tratamiento vigente actualmente en
Espana, SEHOP-PETHEMA 2014 y los quimioterapicos empleados en cada una de las
fases:

RE » |Ind’A| | IndB | [CONS | |REIND MANTENIMIENTO

Rl — |IndA| |IndB| [CONS |[REIND MANTENIMIENTO

4

4
AR — |IndA| |ndB| |AR-1| [AR-2| |AR-3| [REIND|:IREINDs/REINDL| panT
|

1 ol 155
=

ERM <0,1%
TPH
ERM >0,1% 1/
!
CLOFA + VP16 + CFM

Figura 11: esquema de tratamiento SEHOP-PETHEMA.

Abreviaturas: RE riesgo estandar; Rl riesgo intermedio, AR alto riesgo; Ind.A induccidn fase A;
Ind.B Induccién fase B; CONS Consolidacién; REIND Reinduccidon; ERM enfermedad residual
minima; TPH trasplante de progenitores hematopoyéticos.
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Riesgo estandar:

Induccién A Induccién B Consolidacion Reinduccién Mantenimiento
PRED CFM 6-MP Fase | Fase Il 6-MP
DNR ARA-C HD-MTX DEXA CFM MTX
VCR 6-MP TIT VCR TG TIT
ASP TIT DOXO ARA-C

TIT ASP TIT
TIT
Riesgo Intermedio:

Induccion A Induccién B Consolidacion Reinduccién Mantenimiento
PRED CFM 6-MP Fase | Fase Il 6-MP
DNR ARA-C HD-MTX DEXA CFM MTX
VCR 6-MP TIT VCR TG TIT
ASP TIT DOXO ARA-C PEG-ASP

TIT ASP TIT
TIT
Alto riesgo:

Induccion A | Inducciéon B Intensificacion Reinduccion | Mantenimiento
PRED CFmM AR-1 AR-2 AR-3 R-1 | R-2 | R-3 6-MP
DNR ARA-C DEXA | DEXA | DEXA | DEXA | DEXA | DEXA MTX
VCR 6-MP VCR VCR HD R R R TIT

ARA C
ASP TIT HD- | HD- VP | Poxo | poxo | poxo
MTX MTX
TIT TIT TIT PEG- ‘:5;‘ ‘:5;‘ Tsi-
ASP
CFM | IFO | TIT | M | cFm | CFm
HD DNR TIT TIT TIT
ARA C
PEG- | PEG- e | 6 | T6
ASP | ASP
ARA- ARA- ARA-
C C C

Tabla 7: farmacos usados en cada fase del tratamiento de la LLA en nifios, segun esquema
SEHOP-PETHEMA 2014.

Abreviaturas: PRED: prednisona, DNR: daunorrubicina, VCR: vincristina, APS: asparaginasa nativa de E. coli,

CFM: Ciclofosfamida, ARA-C: citarabina, 6-MP: mercaptopurina, HD-MTX: metotrexato a altas dosis,

DOXO: doxorrubicina, TG: tioguanina, PEG-ASP: asparaginasa pegilada de E. coli, IFO: ifosfamida, HD ARA-

C: citarabina a altas dosis, TIT: triple intratecal (metotrexato, citarabina e hidrocortisona).
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2.3.1.5. Hepatotoxicidad en el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda

2.3.1.5.1 Epidemiologia y manifestaciones clinicas.

La hepatotoxicidad asociada la quimioterapia es frecuente en los regimenes de
tratamiento contemporaneos para la LLA. La mayoria de las veces ocurre de forma no
predecible o idiosincrasica, es decir, no tiene relacién con la dosis administrada del
citostatico. Suele ocurrir entre 1 y 4 semanas de la exposicién, y mas frecuentemente
tras exposiciones multiples (139). Pese a su frecuencia, las series descritas son escasas,
y las tasas de hepatotoxicidad varian ampliamente entre estudios sin que estas
diferencias puedan atribuirse totalmente a diferencias en la poblacion (huésped),
fenotipos de leucemia (enfermedad) o las pequefias variaciones en la dosificacion del
régimen y las combinaciones de quimioterapia (terapia). En general, en los estudios
publicados el porcentaje oscila entre el 15-25% de los pacientes (164). Los efectos
adversos de estos agentes en el higado también pueden ser modificados por
enfermedad hepatica preexistente, la sensibilidad genética a la quimioterapia y la propia
afectacion tumoral del higado (139).

El dafo hepatico puede ser reversible o permanente, dependiendo de la
variabilidad genética, edad, sexo, y la capacidad de adaptacion hepatica del paciente. En
poblacidén adulta se conoce que la edad avanzada, el sexo femenino, y habitos sociales
especificos como el tabaco y el alcohol pueden incrementar el riesgo de toxicidad (165).
Estudios recientes han tratado de determinar factores de riesgo en nifios tratados de
leucemia linfobldstica, detectandose que la mayor edad y la obesidad se relacionan con
un incremento del riesgo de sufrir hepatotoxicidad quimio-inducida (164).

La presentacion clinica de la hepatotoxicidad inducida por quimioterapia es muy
variable, incluyendo formas asintomaticas con elevacidn de las transaminasas, hepatitis
colestasica manifiesta, progresion a fibrosis y cirrosis, transformacién maligna,
obstruccion sinusoidal y fallo hepatico fulminante (166). En el tratamiento actual de la
leucemia linfoblastica, lo mas frecuente es la elevacién de las transaminasas, siendo
raros los casos de dafio hepatico grave o permanente (167, 168).

2.3.1.5.2 Grados de hepatotoxicidad en los protocolos actuales.

En los ultimos protocolos vigentes en Espafia la hepatotoxicidad se clasifica en
5 grados, atendiendo a la elevacién de ALT, AST, fosfatasa alcalina y bilirrubina total,
segun los Criterios CTAE versidon 4 del National Cancer Institute of United States (NCI)
(169). Se muestran en la tabla 8:
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0 1 2 3 4 5

Fosfatasa Limites >LSN- >2,5-5x >5-20x LSN >20 LSN
alcalina normales 2,5xLSN  LSN
Bilirrubina Limites >LSN- >1,5-3xLSN  >3-10x LSN >10 LSN
normales 1,5xLSN
GGT Limites >LSN- >2,5-5x >5-20x LSN >20 LSN
normales LSN
25xLSN e
Sintomas de Asterixis, Encefalopatia
encefalopatia moderada a
fallo No Muerte
hepa’tico moderada grave, coma
Hipertension No - Flujo Flujo venoso Sitacion Muerte
portal -- venoso portal potencialmente
portal retrogrado + mortal,
disminudio varices 0 requiere
ascitis intervencion
urgente
ALT Limites >LSN- >3-5xLSN  >5-20x LSN >20 LSN
normales
3xLSN e
AST Limites >LSN- >3-5x LSN >5-20x LSN >20 LSN
normales
3xLSn.n e

Tabla 8: Grados de hepatotoxicidad segtn el National Cancer Institute of United States (NCI).
Abreviaturas: LN, limites normales; LSN, limite superior de la normalidad

En lineas generales, en las guias de tratamiento actuales se indica la suspensién o el
retraso del tratamiento si los niveles de transaminasas o bilirrubina alcanzan un grado 3
de toxicidad.

2.3.1.5.3 Principales quimioterapicos implicados.

2.3.1.5.3.1 Antimetabolitos:

Su mecanismo de accidn consiste en inhibir la sintesis tanto de DNA como de
RNA y conducir a la apoptosis celular. Estos farmacos tienen potencial hepatotdxico
variable, y puesto que muchos son metabolizados en el higado, requieren de ajuste de
dosis en pacientes con disfuncién hepdtica.

- Citarabina/arabindsido de citosina:

La citarabina combina una base de citosina con un azlcar arabinosa en lugar de
desoxirribosa, lo que conduce a la muerte celular. Es el antimetabolito mdas importante
en el tratamiento de la leucemia mieloblastica aguda, siendo también usado en el
tratamiento de la leucema linfoblastica, habitualmente a dosis mas bajas. Se ha descrito
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elevacidn transitoria de las transaminasas después de su administracidn a altas dosis, no
siendo frecuente la progresion a colestasis (170).

- 6-Mercaptopurina y tioguanina:

Andlogos de las purinas, se emplean actualmente como farmacos clave en el
tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda. La 6-MP es especialmente importante
en la fase de mantenimiento. Pueden producir tanto dafio hepatotdxico como colestasis.
La tioguanina se relaciona con la enfermedad veno-oclusiva hepatica, toxicidad grave y
frecuentemente irreversible que parece ser dosis dependiente (171). La efectividad de
ambos farmacos depende de sus metabolitos activos: 6-tioguanina nucleétido (6-TGN)
y 6-metilmercaptopurina nucleétido (6-MMPN). Los niveles que alcanzan estos
metabolitos dentro de las células hematopoyéticas parecen tener relacion directa con
la eficacia y toxicidad de la droga: la acumulacidn excesiva conduce a una mayor
toxicidad; por el contrario, los niveles bajos pueden conducir a una disminucién de la
eficacia de la terapia (172).

8-MP| %5 Tua TPMT ™\
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\ |
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Figura 12: Metabolismo de la mercaptopurina, tomado de Milosevic y col (172)

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en los genes que codifican las
proteinas involucradas en el metabolismo de 6-MP y tioguanina, el transporte celulary
el mecanismo de accidon pueden influir en la eficacia y la toxicidad de estos farmacos.
Los mds conocidos son los polimorfismos del gen responsable de la tiopurin S-
metiltransferasa (TPMT), enzima importante que inactiva los medicamentos con
tiopurina y 6-MP. Actualmente se sabe que personas que portan dos alelos TPMT
inactivos (deficiencia homocigdtica de TPMT) experimentan toxicidad severa medular y
hepatica cuando se tratan con dosis convencionales. Los portadores TPMT deficientes
heterocigéticos (un alelo TPMT inactivo) muestran toxicidad moderada a severa en
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contraste con los portadores homocigotos del alelo TPMT de tipo salvaje (TPMT * 1) y
tienen un menor riesgo de toxicidad cuando se toman dosis convencionales de ambos
farmacos (172, 173). También se ha demostrado que los SNP en el gen de la pirofosfatasa
de trifosfato de inosina (ITPA), que modula la actividad de la ITPasa, también influyen
en la acumulacién de los metabolitos téxicos de tiopurina y 6-MP. Los portadores de
estos SNP son propensos a toxicidad severa (173, 174).

Otros polimorfismos estudiados corresponden a los de los genes que codifican
las proteinas de transporte tipo ABC (transportadores de casete de unién a ATP), como
la proteina de resistencia a multiples farmacos 4 (MRP4), que sirve como una bomba de
eflujo transmembrana para varios aniones orgdnicos. La proteina MRP4 exporta
nucledtidos de 6-MP metilados de las células, protegiéndolos asi de la toxicidad de este
farmaco. El gen ABCC4 que codifica la proteina MRP4 es altamente polimdrfico, con mas
de 20 variantes genéticas. Los alelos ABCC4 menos funcionales pueden ser responsables
de toxicidad mas grave durante el tratamiento con 6-MP. Ademas, los alelos ABCC4 mas
activos podrian ser responsables de la resistencia a la 6 MP (172, 176). En particular, el
nucledtido T en ABCC4 c. * 1372 T> G ha sido sefialado por Lopez et al. (177) en un estudio
GWAS como la variante genética que da como resultado una disminucién de la expresiéon
de ABCC4 vy, por lo tanto, mayor toxicidad inducida por 6-MP.

- Metotrexato:

El MTX es un antimetabolito que actua inhibiendo competitivamente la dihidrofolato
reductasa. Esta enzima participa en la formacion del tetrahidrofolato necesaria para la
formacién del nucledsido timidina, requerido para la sintesis de ADN, ARN, timidilatos y
proteinas.

En dosis bajas, el MTX se excreta practicamente sin modificar en la orina, mientras
que en dosis altas (como las que se usan en el tratamiento de la leucemia linfoblastica
en las fases previas al mantenimiento), es metabolizado parcialmente en el higado a 7-
hidroximetotrexato.

A dosis altas generalmente causa un aumento transitorio en los niveles de
transaminasas en el 60%-80% de los pacientes, que se resuelve de forma espontdnea en
1-2 semanas. Sin embargo, a dosis mas bajas y en pacientes que se someten a
tratamientos prolongados, como en la artritis reumatoide, puede provocar fibrosis y
cirrosis (178). En los pacientes que toman MTX oral diario, se estima que la fibrosis o la
cirrosis se desarrollan con mas del doble de frecuencia que en aquellos que tome el
medicamento de forma intermitente por via parenteral (176). Hay descritos al menos 3
casos de carcinoma hepatocelular desarrollado en pacientes con fibrosis hepatica
secundaria a metotrexato, y todos ellos fueron nifos tratados por leucemia linfobldastica
aguda, uno de ellos con deficiencia de alfa-1 antitripsina. Estos datos sugieren un
potencial efecto carcinogénico a largo plazo secundario al tratamiento con metotrexato,
al menos en los raros casos que desarrollan fibrosis hepatica (179).
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Figura 13: metabolismo intracelular del metotrexato, tomado de Moya y col (180).

Los polimorfismos en los genes de las enzimas que intervienen en el

metabolismo del metotrexato han sido objeto de multiples estudios, con resultados
dispares. A continuacidon se resumen los mds importantes (180):

Polimorfismos de la Metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR): La MTHFR es una
enzima clave en el metabolismo del acido fdlico, al regular la cantidad de folato
intracelular disponible para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos. Cataliza la
reducciéon de 5,10 metilén tetrahidrofolato a 5 metil tetrahidrofolato, forma en
que circula el folato enddgeno, que es un donador de grupo metilo necesario
para la conversion de homocisteina a metionina durante la sintesis de proteinas.
Esta enzima mantiene los niveles normales de folato reducido y homocisteina.
Se han estudiado diferentes SNP de MTHFR, con el fin de encontrar asociacion
entre ellos y la eficacia y toxicidad del MTX. Entre ellos, los SNP rs1801133
(677C>T) y rs1801131 (A1298C) son de los que mas trabajos publicados existen.
Estos polimorfismos han sido implicados en la respuesta al tratamiento con MTX.
Se ha descrito que los pacientes con LLA que presentan haplotipos mutados
tienen menor supervivencia libre de eventos, con mayor riesgo de recaidas en
los pacientes con la variante C677T, asi como mayor frecuencia de toxicidad
hematoldgica y hepatica durante la consolidacidn y el mantenimiento (181).
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Dihidrofolato reductasa (DHFR): Se ha descrito una asociacién entre el SNP
rs1643650 y la respuesta al farmaco; los pacientes con un genotipo T/C o C/C
podrian tener una mejor respuesta al MTX en monoterapia que los pacientes con
genotipo T/T (182).

5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtido formiltransferasa (ATIC): estd
implicada en la liberacién extracelular de adenosina desempenando un papel
fundamental en los efectos antiinflamatorios del MTX a dosis bajas. Se han
estudiado diferentes variantes genéticas de ATIC, con el fin de encontrar
asociacion entre ellas y la toxicidad y/o eficacia del tratamiento con MTX. De las
publicaciones existentes, el SNP rs2372536 es el mas estudiado y hay que
destacar la concordancia entre los resultados de 3 publicaciones que describen
una asociacion entre los portadores del alelo G en rs2372536 y la toxicidad al
farmaco (180).

Timidilato sintetasa (TS): es inhibida directamente por el MTX PG, por lo que se
han intentado relacionar algunas de sus variaciones genéticas con la respuesta
y/o toxicidad del MTX. Se ha descrito una asociacién entre una secuencia
variable de repeticiones en tandem en la regiéon promotora y los niveles de
expresion proteica. Recientemente, un estudio ha descrito que el genotipo
3G/3G en el alelo TS*3 se asocia con peor respuesta al MTX en pacientes con
artritis reumatoide (183).

Transportador de folato reducido de proteina 1 (RFC1/SLC19A1): interviene en la
entrada del MTX a la célula, por lo que una alteracion en su funcionalidad puede
provocar un aumento o disminucion de los valores de MTX intracelular. Se han
estudiado diferentes SNP del gen RFC1/SLC19A1, siendo rs1051266 (G80A) del
gue mas publicaciones existen. Los resultados de estos estudios muestran
discordancias entre la eficacia y/o toxicidad del MTX y el SNP rs1051266.

ATP-binding cassette B1: Los transportadores ATP-binding casette estan
implicados en el eflujo del MTX, y la ABCB1 es uno de los genes mas estudiados
como posible marcador farmacogenético. De todos los SNP estudiados, la
variante rs1045642 (C3435T) situada en el exdn 26 del gen 64 es la que mas veces
se ha documentado. (184, 185). A pesar de tanto trabajo para determinar la
contribucidon genética de ABCB1 en la respuesta y toxicidad del MTX, los
resultados de los estudios hasta la fecha publicados no son concordantes (180).

Gamma glutamil hidrolasa: La GGH tiene la funcion de revertir la
poliglutamacion del MTX permitiendo, de este modo, que se pueda extraer de la
célula, por lo que variaciones genéticas que afecten a su funcionalidad, también
pueden ser indicadoras de una falta de eficacia del fdrmaco o de una toxicidad
asociada a este. El SNP rs11545078 es del que mas publicaciones existen, con
distintos resultados (183, 186).
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2.3.1.5.3.2 Agentes alquilantes:

- Ciclofosfamida (CFM):

Pertenece al grupo de farmacos alquilantes citotdxicos. El compuesto original esta
inactivo in vitro y ejerce su accion bioldgica a través de metabolitos, principalmente
mostaza fosforamida y acroleina, producidas por el sistema de enzimas hepaticas
microsomales P450. La acroleina obstruye el sistema de defensa antioxidante de los
tejidos, produce especies reactivas de oxigeno (ROS) e interactla con los aminodcidos
proteicos causando cambios estructurales y funcionales (187).

La lesidon hepatica inducida por CFM no es frecuente, y parece depender
principalmente de su metabolito activo, la acroleina (188). En la mayoria de los casos se
observan elevaciones leves y transitorias en los niveles séricos de aminotransferasa,
siendo excepcionales otras alteraciones (139).

Con respecto a la farmacogenética, estudios actuales tratan de establecer la relacion
entre polimorfismos de los genes que codifican las enzimas del sistema P450 vy la
respuesta a la CFM. La mayoria de los estudios farmacogendmicos se han centrado en
la evaluacion de las variantes genéticas de CYP2B6 y CYP2C19, las enzimas que catalizan
el paso de bioactivacidn inicial. La expresidon y la actividad de CYP2B6 y CYP2C19 son
altamente polimorficas debido a los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) comunes.
La variaciéon heredada en ambos genes también parece influir en los resultados
terapéuticos. Sin embargo hay aun inconsistencias en la calidad de los datos (189, 190).

- Ifosfamida:

La ifosfamida un analogo de Ciclofosfamida. Su perfil de toxicidad parece ser similar
al de Ciclofosfamida, y puede provocar elevaciones leves y transitorias en suero de los
niveles de aminotransferasa. La causa de la hepatotoxicidad idiosincrasica de ifosfamida
no es bien conocida. La lesidon hepdatica ascociada a sintomatologia sélo esta descrita en
un pequeio numero de casos, con desarrollo en todos ellos de hepatitis colestdsica que
surge dentro de unas pocas semanas de recibir ifosfamida (junto con otros agentes
antineoplasicos). El sindrome de obstruccién sinusoidal se ha informado solo en
regimenes de acondicionamiento previos a trasplante de células hematopoyéticas, y su

gravedad varia desde una lesién transitoria autolimitada hasta el fallo hepatico agudo
(191).

2.3.1.5.3.3 Antibidticos antitumorales:

- Doxorrubicina y Daunorrubicina:

Ambos son producidos por la bacteria Streptomyces peucetius. Las drogas de este
grupo, que incluye epirrubicina e idarrubicina, parecen similares en términos de
toxicidad y metabolismo. La doxorrubicina puede causar una reaccién idiosincrdsica y
potencialmente producir toxicidad hepdtica. Por otro lado, la funcidn hepatica
deteriorada retrasa la excrecidn y aumenta la acumulacién de farmaco en plasma y

tejidos, lo que conduce a efectos secundarios sistémicos como la miocardiopatia (139,
142).
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2.3.1.5.3.4 Alcaloides de la Vinca:

Los alcaloides de la vinca son farmacos citotdxicos derivados de la planta de
bigaro Catharanthus roseuso, vy actian sobre la tubulina y los microtibulos
impidiendo la division celular.

- Vincristina:

Se han observado pruebas anormales de la funcién hepatica con elevacién
transitoria de las transaminas después del tratamiento con vincristina, y se ha informado
hepatotoxicidad grave en pacientes que recibieron vincristina junto con radioterapia
(139, 142). Asi mismo, la vinscristina se ha asociado a la aparicién de sindrome de
obstruccion sinusoidal hepatico (192). Su metabolizacidn primaria es hepatica, por lo que
su administracidén en pacientes con hepatopatia y elevacién de la fosfatasa alcalina y la
bilirrubina debe hacerse con precaucién, ya que puede haber retraso en el aclaramiento
de la vincristina y potenciarse su toxicidad (142).

2.3.1.5.3.5 Otros antineopldsicos:

- Asparraginasa:

La hepatotoxicidad es frecuente con la asparraginasa derivada de Escherichia coli.
Lo habitual es la elevacion moderada y transitoria de las transaminasas, la bilirrubina
y/o la fosfatasa alcalina. Aunque el mecanismo de hepatotoxicidad es desconocido, se
cree que podria tener relacién con la deplecién que provoca de la asparagina, lo que
lleva a una sintesis anormal de proteinas, aunque tiende a ser reversible (164).

La hepatotoxicidad es también frecuente con la forma pegilada de la asparraginasa,
decribiéndose elevaciones moderadas de las transaminasas y la bilirrubina. La
recuperacién en estos casos suele ser retardada (193).

3.3.2 LINFOMA LINFOBLASTICO.

Los linfomas linfoblasticos forman un grupo de neoplasias linfoides en las que el
origen es una célula precursora de esta estirpe. Suponen un 30% de todos los linfomas
no Hodgkin en los nifios. Hasta en un 90% de los pacientes con linfoma linfoblastico las
células neoplasicas pertenecen a la estirpe T y el resto presentan marcadores B. Su
naturaleza es semejante a la de las leucemias linfoblasticas agudas, pero se diferencian
porque en el caso de los linfomas la afectacion medular es inferior al 25% y en cambio
hay afectacion extramedular. La presencia de una masa mediastinica anterior de rapido
crecimiento es muy frecuente, asi como la afectacién del sistema nervioso central, el
derrame pleural, la infiltracién testicular y la presencia habitual de adenopatias
periféricas.

Las alteraciones cromosdémicas observadas en los linfomas linfobldsticos se
asemejan a las descritas en las LLA, aunque han sido mucho menos estudiadas y su valor
prondstico es menos conocido.

49



Los protocolos terapéuticos presentan una estructura semejante a los de las
leucemias linfoblasticas, con diversas fases, con una duracion total que alcanza 24 meses.
Los medicamentos empleados se resumen en la siguiente tabla (194).

Induccion Consolidacion o Reinduccion Mantenimiento
Protocolo M
Prednisona Mercaptopurina Dexametasona Mercaptopurina
Vincristina Metotrexato Vincristina Metotrexato
Daunorubicina Metotrexato Doxorrubicina
. . intratecal . .
Asparraginasa E. coli Asparraginasa E. coli
Ciclofosfamida Ciclofosfamida
Mercaptopurina Citarabina
Metotrexato Tioguanina
intratecal
Metotrexato
intratecal

Tabla 9: tratamiento del linfoma linfobldstico (194)

La toxicidad derivada del tratamiento es similar a la observada en la LLA,
pudiendo acarrear eventos fatales. Los efectos secundarios a medio y largo plazo
tampoco son desdefiables, incluyendo la presencia de segundos tumores que en algunas
series han llegado hasta el 6% de los pacientes tratados (195).

En cuanto al prondstico de los pacientes con linfoma linfoblastico, ha cambiado
totalmente desde que los pacientes se tratan con pautas similares a las utilizadas en la
leucemia linfoblastica aguda. Se han descrito largas supervivencias de hasta el 75% en
nifios. La edad > 14 afios, el género femenino y la afectacién del sistema nervioso central
han sido referidos en algunas series como factores de mal prondstico (194). A pesar de
las mejoras en los tratamientos, un 10-20% de los pacientes presentan recidivas o
enfermedad refractaria, siendo entonces el trasplante de progenitores
hematopoyéticos y la inmunoterapia las opciones terapéuticas (196).

2.3.3 HISTIOCITOSIS.

Se trata de un grupo de enfermedades caracterizada por la proliferaciéon de
células dendriticas CD1a+ o CD207 langerina + en diversos tejidos. Estas células derivan
de los progenitores CD34+ de la médula ésea y comparten caracteristicas similares en lo
gue se refiere a su origen, presencia de antigenos de membrana y sintesis de citoquinas.

Su etiologia no estd clara. Se han analizado diferentes factores etiopatogénicos
infecciosos y ambientales, con resultados poco concluyentes. No se han encontrado
factores predisponentes, salvo la exposicidn al tabaco en las formas pulmonares aisladas
de los adultos (197). Si se ha podido demostrar que tanto las citoquinas proinflamatorias
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como la proliferacidn clonal y las mutaciones oncogénicas juegan un papel importante
(145).

En cuanto a la clinica, los niflos pueden presentar una gran variedad de sintomas
y signos en funcioén de los drganos y sistemas afectados. Puede afectar a los huesos como
una lesidn Unica; a los pulmones, como una lesidn solitaria; a veces se presenta como
una afectacidon cutanea o bucal aislada o, mas infrecuente, se presenta con una
patologia multisistémica mas grave, con implicacion de diferentes drganos: piel, huesos,
pulmones, ganglios linfaticos, higado, bazo, SNC, etc. Esta afectacién multiorganica
conlleva una evolucién mds comprometida y un peor prondstico, pudiendo tener un
desenlace fatal (198, 199).

El manejo terapéutico es muy variable y depende del tipo de afectacidn (200):

. Los pacientes que presentan afectacion en un solo érgano o sistema, sin
afectacidn sistémica (afectacion exclusiva de piel, lesién Unica en hueso, afectacién de
un solo ganglio linfatico), no reciben quimioterapia.

] Los pacientes que presentan una afectacién mas extensa precisan de
tratamiento con quimioterapia. La pauta de tratamiento depende de la clasificacién
segln el grupo de riesgo, pero se basa fundamentalmente en la combinacién de 2
farmacos, prednisona y vinblastina, en ciclos de induccién, seguidos de diferentes
pautas de mantenimiento segun respuesta inicial.

Dentro de las pautas de mantenimiento, los medicamentos mas utilizados son la
6-mercaptopurina y el metotrexato, administrados de forma similar al tratamiento de
mantenimiento de la LLA y el linfoma linfoblastico, con una duracién de 6 o 12 meses
segun el riesgo individual. Si bien en la fase de induccidén no suelen aparecer toxicidades
importantes, salvo neutropenia leve, en la fase comentada de mantenimiento los
principales problemas son las toxicidades hepatica y medular, como sucede en la fase
de mantenimiento de LLA y linfomas linfoblasticos.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

3.1HIPOTESIS

- Se desconoce la importancia real de la hepatotoxicidad en oncologia pediatrica
a pesar de ser causa de morbilidad y suspension, modificacién de dosis o
modificacidn de intervalos de tratamientos quimioterdapicos.

- Nifios con el mismo tumor e igual tratamiento tienen toxicidades diferentes, lo
gue hace pensar en la posibilidad de que existan factores genéticos individuales
gue influyan en la aparicion de efectos secundarios como la hepatotoxicidad.

3.2 OBJETIVOS.
3.2.1 PRINCIPAL

Determinar la posible influencia de los factores inmunogenéticos (HLA,
polimorfismos de citoquinas y genotipo KIR) en la lesién hepdatica inducida por
citostaticos en niflos con enfermedades oncoldgicas

3.2.2 SECUNDARIOS

Identificar el citostatico responsable (clase terapéutica, dosis, tiempo de exposicion),
y/o asociaciones de los mismos.

- Caracterizar clinico-patolégicamente la lesidon hepatica
- Definir el curso clinico (gravedad y tiempo de resolucién) del episodio.

- Inclusién del grupo de nifios oncoldgicos en el registro de hepatotoxicidad por
drogas en la poblacién pediatrica creado en 2008.
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4. PACIENTES Y METODOLOGIA
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4. PACIENTES Y METODOLOGIA

4.1 DISENO:

Se ha llevado a cabo un estudio observacional de casos y controles. Para ello se
han seleccionado pacientes pediatricos, de edades comprendidas entre de 0- 14 afios,
diagnosticados vy tratados de enfermedades malignas en la unidad de Oncologia y
Hematologia Pediatrica del Hospital Universitario Materno Infantil Virgen de las Nieves
de Granada. El periodo de recogida de datos ha sido el comprendido entre los afios
2008 al 2017.

Como grupo control se incluyen nifios de las mimas edades, igualmente
diagnosticados y tratados de enfermedades malignas en el mismo periodo de tiempo,
pero en los que no se detectd en el curso del tratamiento alteracion del perfil hepatico.

4.2 SUJETOS Y AMBITO DE ESTUDIO:
4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION:
- Edad comprendida entre O y 14 aios
- Tratamiento por proceso maligno
- Sefiales de alerta:
a) > 200 U/L de ALT;
b) > 0,6 mg/dL de bilirrubina conjugada;

c) > 220 U/L de AST, > 2 mg/dL de bilirrubina total y >516 U/L de isoenzima
hepatica de la fosfatasa alcalina (simultdneamente).

- Firma del consentimiento informado por parte de los padres o tutores, y por el propio
paciente en caso de tener 12 afios o mas (ANEXO IV)

4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION.

- No consentimiento para la entrada en el estudio por parte de los representantes
legales.
- Alteracién de la funcién hepatica previa al tratamiento quimioterapico.

- Proceso hepatico viral, metabdlico, autoinmune o enfermedad por depdsito
justificativo de la alteracion del perfil hepatico.

- Enfermedades no hepaticas que cursen con alteracion del perfil hepatico: tiroidea,
insuficiencia cardiaca o infeccion por VIH fundamentalmente.

4.2.3 RECOGIDA DE DATOS.

En todos los casos se ha recogido informacién acerca de sus caracteristicas
demograéficas, historia médica, enfermedades concurrentes y exposicién a otros
farmacos mediante un formulario estructurado, que incluye una investigacion sobre el
uso de otros farmacos o plantas medicinales consumidos en los tres meses previos a la
hospitalizacién o consulta (ANEXO 1I)
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Para cada quimioterapico se recoge informacion sobre:

e Fecha de inicio y final del tratamiento.

e Dosis.

e Indicacién.

e Intervalo de tiempo desde el inicio de la administraciéon del farmaco y el inicio
de la alteracién hepatica o 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 informacidn sobre factores de riesgo asociados a enfermedad
hepatica.

El patron de daio hepatico y la relacion cronolégica entre el farmaco y el inicio
del mismo se han definido de acuerdo a los criterios de la Reunion de Consenso
Internacional de dafio hepatico inducido por farmacos (Benichou C, J Hepatol 1990):

1.- Lesion hepatocelular: incremento aislado de ALT cinco veces superior al limite
de la normalidad o actividad de ALT/FA expresada en multiplos del limite superior de la
normalidad mayor a 5.

2.- Lesion colestdsica: incremento aislado de FA superior a dos veces el valor
normal o ALT/FA inferior a dos.

3.- Lesidon mixta: ALT elevada, incremento de FA y ALT/FA mayor a dos pero
inferior a cinco.

4.2.3.1 Establecimiento de causalidad:

El diagndstico de hepatotoxicidad ha sido evaluado por el médico a cargo de los
pacientes y corroborado por el médico responsable del registro. Los criterios de
evaluacién incluyen una secuencia temporal adecuada desde la administracion del
farmaco hasta el inicio de la alteracién hepatica, un curso clinico no coincidente con los
efectos de otra enfermedad concomitante, otro fdrmaco u otra terapia no farmacolégica;
la mejoria con la retirada, disminucién o espaciado temporal del fdrmaco y la existencia
de casos previos de hepatotoxicidad descritos por el quimioterdpico.

Se incluirdn aquellos casos de hepatotoxicidad que cumplan los criterios clinicos
y ademas cuya evaluacion de causalidad al quimioterdpico haya sido estimada como
posible, probable o definida por la escala de CIOMS (ANEXO I). Esta escala contiene una
serie de cuestiones preseleccionadas que son puntuadas segun la informacién
disponible. La puntuacién total es trasladada a una de las siguientes categorias de
sospecha: definida o altamente probable, probable, posible, improbable y excluida.

Con el protocolo estructurado de recogida de datos se establece la relacion
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 evalla el tiempo de
resolucién del cuadro tras la supresion del quimioterapico, y la respuesta a la
reintroduccion del mismo segun cada caso.

Una vez establecido el diagndstico de hepatotoxicidad se tomaron dos muestras
de sangre de cada paciente, y se almacenaron alicuotas de suero (estudio inmunoldgico)
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y sangre total (estudio inmunogenético) a -20°C y se remitieron al centro coordinador
en Granada a través de la red de Biobanco. (ANEXO Ill). En el centro coordinador se
procesaron las muestras y se realizaron las siguientes determinaciones genéticas:

1. Tipificacién HLA: en las muestras recogidas se analizan los loci:
e HLA clase |: HLA-A*, B* y C*.
e HLA-clase Il: HLA-DRB1*, DQB1*, DQA1* y DP.

Para el genotipado se utiliza el kit LABTypeTM SSO (One Lambda, Inc. Canoga
Park CA) que utiliza la tecnologia Lumine xTM x MAPTM. Luminex es un sistema de
reaccion en cadena de polimerasa reversa de secuencias especificas con
oligonucleétidos (PCR-SSO) que implica la amplificacion de regiones especificas dentro
del CMH 1 o Il con grupos de cebados (primers) especificos, seguidos por un proceso de
sondeo del ADN amplificado con esferas de Luminex cubiertas con probes de
oligonucledtidos especificos de secuencia para identificar la presencia o ausencia de
alelos especificos. La asignacion del tipo HLA se basa en la reaccién patrén observado y
se compara con diferentes patrones conocidos.

2. Tipaje KIR: se realiza el genotipado de 14 genes (inhibidores: 2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2 y 3DL3; activadores: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 y 3DS1) y 2
pseudogenes KIR en todos los sujetos reclutados usando el kit de genotipado KIR SSO
(One Lambda, Inc. Canoga Park CA) que utiliza la tecnologia Lumine x TM  descrita
previamente. Se amplifican por PCR los exones 3, 4, 5, 7, 8 y 9 del cromosoma 19. La
asignacion de genotipos se basa en la reaccidn con patrones de secuencias de genes KIR
publicadas.

3. Identificacion y analisis de los polimorfismos genéticos de las citoquina IL-10,
TNF-a, TGF-B1, IL-6 y IFN-y. Inicialmente se extrae el ADN de las muestras de sangre total
recogidas en EDTA utilizando el Kit High Pure PCR Template Preparation (Roche
Diagnostic, Mannheim, Alemania). Posteriormente los polimorfismos genéticos de las
citoquinas fueron analizados utilizando la bandeja de genotipificacién de citoquinas de
One Lambda (Cytokine Genotyping Tray) por PCR-SSP (PCR-Sequence Specific Priming)
siguiendo el protocolo del fabricante. Los fragmentos de ADN amplificados son
separados por electroforesis en gel de agarosa y se visualizan por tincion con bromuro
de etidio y exposicidn 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.
Los polimorfismos estudiados son: - TNF - a (-308G / A). - TGF - 1 (-10T / A; 25C/ G). -
IL10 (-1082G / A; -819T / C; -592 C/ A. - IL6 (-174G / C). - IFN- y (+ 874T / A). Todos los
analisis se llevan a cabo en la Unidad de Investigacién del Complejo Hospitalario
Universitario de Granada (ibs GRANADA).
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5. VARIABLES DEL ESTUDIO. ANALISIS ESTADISTICO
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5.1 VARIABLES DEL ESTUDIO:
1. Quimioterdpico responsable del dafio hepatico.

2. Caracterizacidén clinica del DILI: total de dias de consumo del tdxico y dias
desde el comienzo de exposicidn al toxico hasta el inicio de los sintomas.

3. Duracion del dafio hepatico: Dafio agudo definido como alteracion de la
bioquimica hepatica secundariamente al consumo del farmaco durante un periodo
inferior a 6 meses y dano crénico definido como alteracién de la misma durante un
periodo superior a 6 meses.

4. Tipo de dafio hepatotodxico: Este sera definido como hepatocelular, colestasico
o mixto dependiendo de los valores del cociente entre el valor de la fosfatasa alcalina'y
la ALT.

5. Gravedad de la hepatotoxicidad: Definida como: dafio fulminante (segun
criterios de consenso); dafio grave (pacientes con ictericia y tiempo de protrombina <
50%); dafo no grave (pacientes que no cumplen criterios de dafo grave) y pacientes
trasplantados.

6. Genotipo HLA

7. Genotipo KIR.

8. Polimorfismo de los genes que codifican la IL-10, IL-6, TGF-B, TNF-a y IFN-y
5.2 ANALISIS ESTADISTICO:

La gestion y andlisis de los datos se ha realizado con el programa SPSS 19.0 para
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL).

Las variables cualitativas se expresan como numeros absolutos en porcentajes, y como
valores medios + DS las cuantitativas.

e Técnicas de Estadistica Descriptiva: distribucién de frecuencias y porcentaje para las
variables cualitativas y estadisticos de tendencia central y dispersidn para las variables
cuantitativas (media).

e Técnicas de Estadistica Inferencial: el criterio para considerar la existencia de
significacién estadistica fue un valor de P <0.05 y se fija el intervalo de confianza en el
95%.
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Como test de asociacion se utilizaron el “test de chi-cuadrado” o el “test exacto
de Fisher” cuando se esperaba que alguno de los valores fuese menor de 5 (variables
cualitativas). El efecto independiente de cada factor se determind usando un modelo de
regresion logistica. La fuerza de la asociacién se determina con el cdlculo de la Odds
Ratio. Las variables dependientes en este estudio fueron HTX / No-HTX.
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6. CONSIDERACIONES ETICAS
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6. CONSIDERACIONES ETICAS

6.1 CONSIDERACIONES ETICAS:

El presente estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con la ultima versién de la
Declaracién de Helsinki.

Todos los casos y controles han firmado el consentimiento informado para la donacién
de muestras a la red de BIOBANCO (ANEXO IV).

6.2. CONFIDENCIALIDAD DE DATOS:

En todas las fases del estudio se respetd 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 sdélo es conocida por el personal autorizado implicado en el estudio.
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7. RESULTADOS



7. RESULTADOS

Se estudian un total de 22 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 Poblacion Pediatrica

Como muestra control se incluyen 24 nifos, igualmente diagnosticados vy
tratados de enfermedades maligna, pero en los que no se detectd ninglun episodio de
hepatotoxicidad.

69



Caso

B W W NNNRRRR R

[ BN RN RS RRV, RET, |

NN NN NN

7.1. DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS DEL GRUPO CASOS.

Se incluyé en el estudio como casos a un total de 22 enfermos.

Las principales caracteristicas epidemioldgicas y clinicas se recogen en la siguiente tabla:
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Tabla 10: caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los casos
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Tabla 10: caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los casos
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7.1.1 SEXO
De los 22 casos, 7 fueron mujeres (30%), y 15 varones (68%).

7.1.2 EDAD
La edad media de los casos es de 5,4 afios, con un mdaximo de 13 afios y un
minimo de 1 afio

EDAD EN ANOS

H]l m3 m4 m5 mH6 H7 H8 H9 mH12 m13

=

>

Figura 14: edad del grupo de estudio

7.1.3 Diagnéstico principal.

La enfermedad de base por la que estaban recibiendo tratamiento los casos se
muestra en la figura 15:

DIAGNOSTICO PRINCIPAL

M Leucemia Linfoblastica Aguda M Linfoma Linfoblastico W Histiocitosis m

Figura 15: diagndstico principal
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7.1.4 NUMERO DE EPISODIOS DE HEPATOTOXICIDAD.

Todos los nifios tuvieron mas de un episodio de hipertransaminasemia. En total,
se analizan 98 episodios de hepatotoxicidad. La media por paciente es de 4,4 episodios,
con un maximo de 10 y un minimo de 2 episodios por paciente. Los resultados se
muetran en la siguiente figura:

Ne EPISODIOS

H2 m3 m4 m5 m6 m7 m10

é

Figura 16: numero de episodios de hepatotoxicidad por caso

7.1.5 FASE DEL TRATAMIENTO.

Enlafigura 17 se muestra la fase del tratamiento en la que tiene lugar el episodio
de hepatotoxicidad:

FASE DE TRATAMIENTO

M Consolidacion B Induccion A M Induccién B

B Mantenimiento H Intensificacion M Reinduccion

N

Figura 17: fases del tratamiento en los episodios de hepatotoxicidad
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7.1.6 QUIMIOTERAPICO ATRIBUIDO A LA HEPATOTOXICIDAD.
En la figura 18 se representa el fdrmaco o combinacidn de fadrmacos implicados
en la aparicion de la hepatotoxicidad:

CITOSTATICOS IMPLICADOS

PEG-ASPARRAGINASA
APARRAGINASA

TIOGUANINA

METOTREXATO + MERCAPTOPURINA

MERCAPTOPURINA

‘ -
~N

METOTREXATO

Figura 18: Fdrmacos implicados en los episodios de hepatotoxicidad

6- mercaptopurina y metotrexato han sido los farmacos mas implicados en los
episodios de hepatotoxicidad, bien administrados de forma aislada (mercatopurina 31%
y metotrexato 24 % de los episodios) o bien de forma combinada (33% de los episodios).

7.1.7 SINTOMAS.

La clinica mads frecuente acompafiante al aumento de transaminasas fue el dolor
abdominal y la hiporexia. Los resultados se muestran en la siguiente figura:

SINTOMAS EN LA HEPATOTOXICIDAD

M Dolor abdominal M Vémitos W Exantema M Hiporexia M Fiebre M Asintomaticos B Astenia

! 28%

»

Figura 19: Sintomatologia acomparfiante de los episodios de hepatotoxicidad
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7.1.8 FUNCION HEPATICA.

Las figuras 20 a 23 muestran las principales alteraciones en los pardmetros
hepaticos. Los valores medios de AST fueron de 208,72 U/I (43-929), los de ALT 471,8
U/l (123-1.488), FA 240,72 U/I (63-402), GGT 54,75 U/I (10-220) y bilirrubina 1,04mg/dI
(0,3-3,47).

AST
1000
900 | ®
800 o o
o 700 ®
£ 600 %
4 ° L4
§ 500 S
T 400 o e
5 °
2 300 ° .‘. R '
o
200 |eeese .a‘ﬂ. ........................................ ...‘.“....
) e ©0¢ o & e
100 .‘ ".:Q. L R ﬂ’w e
0
0 20 40 60 80 100
Figura 20: valores de AST en U/L
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Figura 21: valores de ALT en U/L
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Figura 23: valores de bilirrubina total (mg/dl)
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7.1.9 TIPO DE DANO HEPATICO.

El patron de lesidon predominante, basado en el valor R (cociente ALT/FA) se
muestra en la figura 24. No hubo ningun episodio colestasico.

TIPO DE DANO HEPATICO

B Hepatotoxico MW Mixto

Figura 24: tipo de dafio hepdtico

7.1.10 TIEMPO DE DETECCION DE LA HEPATOTOXICIDAD.

El tiempo desde el inicio de la toma del medicamento y la deteccién de la
hepatotoxicidad fue muy variable y dependiente del médico a cargo del paciente, con
una media de 37,52 dias. Los hallazgos se muestran en la siguiente figura:

140
120
100

80

DIAS

Tiempo de deteccidn en dias
60

0 |‘n..|‘|||||.|||||‘||||“||‘|‘mm. ‘“m“l.“nh‘ |||““| ‘I.‘|I.‘|n|‘|“ I.|||||N

EPISODIOS DE HEPATOTOXICIDAD

4

o

2

o

Figura 25: tiempo en dias de deteccion de la hepatotoxicidad
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El tiempo de resolucién de las alteraciones analiticas tras suspensiéon del
citostatico, cuando esta suspensién tuvo lugar, oscilé entre un minimo de 7 dias y un
maximo de 31 dias, siendo el tiempo medio de resolucién de 11,7 dias.

7.1.11 ATRIBUCION DE CAUSALIDAD.

Los resultados tras evaluar la causalidad segun la escala de CIOMS se muestran
en la figura siguiente:

CAUSALIDAD

H Definida ™ Probable m Posible

Figura 26: Atribucion de causalidad segun escala CIOMS

7.1.12 GRAVEDAD DEL DANO HEPATICO.

En cuanto a la gravedad, solo 2 de los episodios presentaron coagulopatia y, por
tanto, fueron calificados de graves segun criterios de consenso. La siguiente tabla
muestra las caracteristicas principales de los 2 episodios catalogados como graves.

CASO ENFERMEDAD N2 Fase CITOSTATICO ALT F.A Bilirrubina PROTROMBINA
BASE EPISODIO maxima maxima mg/dl
uU/L u/l
2 LLA 12 ler MTX 1488 74 2,5 Actividad 40%
bloque 5g/m2 en 24 INR 1,8
Consolidacion horas
49
17 LLA 20 bloque MTX 1050 350 3 Actividad 45%
Intensificacion 5g/m2en4 INR 1,7
horas

Tabla 11.1: caracteristicas de los casos graves.
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Ambos casos estuvieron asociados a la administracion de metotrexato a dosis
altas, en el primer caso en infusidon de 24 horas y en el segundo a la misma dosis pero
en infusion de 4 horas. La deteccidn de estos casos fue mds precoz que en los casos no
graves. Los sintomas asociados a estos episodios fueron la aparicion de exantema
cutaneo y fiebre en el primer caso, y fiebre en el segundo. Ambos casos se acompanaron
de toxicidad medular moderada, y uno de ellos de insuficiencia renal transitoria. La
evolucidon en ambos casos fue favorable, aunque los pacientes requirieron ingreso
prolongado y sufrieron retrasos en sus tratamientos.

Caso Deteccion Resolucion Sintomas Otras
(dias) (dias) alteraciones
Aplasia
2 3 15 Exantema medular,
cutdneo, fiebre insuficiencia
renal
17 4 7 Fiebre Aplasia
medular

Tabla 11.2: caracteristicas de los casos graves

7.1.13 PRUEBAS DE IMAGEN.

Se realiz6 ecografia abdominal, una vez finalizado el tratamiento, en 18
pacientes; 3 presentaron patron de esteatosis grasa, 2 pacientes presentaron
hepatomegalia y el resto de las ecografias no mostraron hallazgos patoldgicos. No se
realizd biopsia hepdtica en ningun paciente.

7.1.14 CONSECUENCIAS DE LA HEPATOROXICIDAD EN EL TRATAMIENTO.

Con respecto a las consecuencias de la hepatotoxicidaden el tratamiento, éstas
fueron muy variables y dependientes del médico a cargo de cada paciente. Las
principales fueron la suspension temporal del tratamiento (45% de los pacientes), la
reduccion de la dosis del citostatico implicado en los siguientes ciclos (85%), retrasos en
la administracidon de los siguientes ciclos, o bien el mantenimiento de una actitud
expectante, sin suspensién de tratamiento ni cambios de dosis, lo cual ocurrié en un
porcentaje muy pequeiio de los episodios (6 %).
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Figura 27: consecuencias de los episodios de hepatotoxicidad en el tratamiento
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7.2 CARACTERISTICAS DEL GRUPO CONTROL.

El grupo control esta constituido por 24 nifios de edades comprendidas entre de
0- 14 afios, diagnosticados vy tratados de enfermedades malignas en la unidad de
Oncologia y Hematologia Pediatrica del Hospital Universitario Materno Infantil Virgen
de las Nieves de Granada, y que durante el tratamiento no han presentado ningln
episodio de hepatotoxicidad.

Control Sexo Edad Diagnostico
1 Varén 12 LLA
2 Varén 8 LLA
3 Varén 7 Histiocitosis
4 Mujer 7 LLA
5 Varén 4 LLA
6 Mujer 7 LLA
7 Mujer 12 LLA
8 Varén 12 Linfoma Linfobldstico
9 Mujer 5 LLA
10 Mujer 2 Histiocitosis
11 Varén 2 LLA
12 Mujer 7 LLA
13 Varén 3 LLA
14 Varén 8 LLA
15 Varén 5 LLA
16 Varén 1 Linfoma Linfoblastico
17 Mujer 10 Histiocitosis
18 Varén 12 LLA
19 Mujer 4 LLA
20 Varén 5 LLA
21 Mujer 3 LLA
22 Varon 6 LLA
23 Varén 5 LLA
24 Mujer 4 LLA

Tabla 12: Caracteristicas epidemioldgicas de los controles.
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7.3 ESTUDIO HLA.

7.3.1 ESTUDIO EN EL TOTAL DE LA MUESTRA
e HLACLASEI

- HLA-A:

En nuestra muestra de 46 pacientes detectamos 23 alelos HLA-A (n=44 pacientes, hay
dos que no amplifican el alelo). El mas abundante en nuestra poblacién es el A0201
(41%), seguido del A0101 (32%), y A0301; A2402; A2902 (n=14%). Todos los demas estan
por debajo del 8%
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Figura 28: distribucion de los HLA-A en el total de la muestra
- HLA-B:

Se detectan 36 alelos HLA-B, que aparecen en porcentajes muy bajos. EI mas frecuente
es el BO801, que aparece en un 28%, seguido del B5101 en un 23%.

100
90
80
70
60
50
40
30

20
: L
S I RREL AR RN FENEE] FERFRFERR N

¢ ® QDD P DO EDESOSSSSS
O . ¢>° S S & S ° '\° " & N 5 O
SN S & P L N IR IR R 4

mS| mNO

Figura 29: distribucion de los HLA-B en el total de la muestra
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- HLA-C:
Se detectan 20 alelos, siendo el mas frecuente el CO701 en un 26% de los nifios
estudiados. Los restantes aparecen en menos del 20% de la poblacién total.
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Figura 30: distribucion de los HLA-c en el total de la muestra

e HLA CLASE II:

- HLA-DRB:
Se detectan 25 alelos. Los mas frecuentes son DRB*0301 (33%), DRB*0701 (27%) y
DRB*1301 (27%).
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Figura 31: distribucion de los HLA-DRB en el total de la muestra
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HLA-DQA:
Se detectan 14 alelos. Los mas frecuentes son DQA*0501 (33%), DQA*0103 (29%) y
DQA*0201 y DQA*0505 (24% respectivamente).
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Figura 32: distribucion de los HLA-DQA en el total de la muestra

-HLA-DQB:

Se describen un total de 15 alelos, siendo los mas frecuentes el DQB*0201 (31%),
DQB*0301 (29%) y DQB*0202 (24%).

100
90
80
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 -

mSsl
mNO

Figura 33: distribucion de los HLA-DQB en el total de la muestra
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HLA-DPA:

Se detectan en nuestra poblacién 4 alelos. Destaca el HLA-DPA*0103, que aparece en
un 87% de la poblacidn. Le sigue el DPA*0201 que se detecta en un 31 % de los nifios.

100
90
80
70
60
50
40
30
20

m Sl

10 -

DPA0103

DPA0201

mNO

DPA0202 DPA0401

Figura 34: distribucion de los HLA-DPA en el total de la muestra

HLA-DPB:
Se detectan 14 alelos, apareciendo el DPB*0401 en el 56% de los nifios incluidos en el
estudio, y el DPB*0201 en un 40%. Los demas aparecen en menos del 20%.
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Figura 35: distribucion de los HLA-DPB en el total de la muestra
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7.3.2 ANALISIS EN LOS CASOS Y CONTROLES

e HLA CLASE I:
No existen diferencias significativas en los alelos HLA-A, By C entre casos y controles.

e HLA CLASE II:

- HLA-DRB:
El 100% de los pacientes que muestran el alelo DRB*0101 son casos. Por tanto este
alelo podria estar en relacion con la aparicion de hepatotoxicidad (p= 0,049).

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
DRB0101 NO Recuento 18 23 41
% dentro de DRB0101 43,9% 56,1% 100,0%
% dentro de 81,8% 100,0% 91,1%
Tipo_Muestra3_REC
Si Recuento 4 0 4
% dentro de DRB0101 100,0% ,0% 100,0%
% dentro de 18,2% ,0% 8,9%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 23 45
% dentro de DRB0101 48,9% 51,1% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica | Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson | 4,590° 1 032
Correccion por 2619 1 106
continuidad®
Razon de verosimilitudes 6,134 1 013
Estadistico exacto de 049 049
Fisher
Asociacion lingal por 4488 1 034
lineal
N de casos validos 45

Tabla 13: Tabla de contingencia del HLA-DRB*0101

- HLA-DQA:
No se encuentran diferencias en estos alelos entre casos y controles
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- HLA-DQB:
El alelo DQB*05 se expresa en 7 sujetos, de los cuales 6 son casos, es decir el 85,7%
de los sujetos que presentan el alelo son casos. Podria tratarse de un factor de riesgo
para la hepatotoxicidad (p= 0,047, estadistico Fisher).

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
DQB05 NO Recuento 16 22 38
% dentro de DQBO05 42,1% 57,9% 100,0%
% dentro de 72,7% 95,7% 84,4%
Tipo_Muestra3_REC
Sl Recuento 6 1 7
% dentro de DQBO05 85,7% 14,3% 100,0%
% dentro de 27,3% 4,3% 15,6%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 23 45
% dentro de DQBO05 48,9% 51,1% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4,499% 1 ,034
Correccion por 2,923 1 ,087
continuidad®
Razon de verosimilitudes 4,892 1 027
Estadistico exacto de ,047 ,042
Fisher
Asociacion lineal por 4,399 1 ,036
lineal
N de casos validos 45

Tabla 14: Tabla de contingencia del HLA-DQB*05

- HLA-DPA y HLA-DPB:
No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles.
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7.4 ANALISIS GENOTIPO KIR.
7.4.1 ANALISIS EN EL TOTAL DE LA MUESTRA.

El resultado del estudio de los genotipos KIR en nuestra poblacién es el
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Figura 36: genotipo KIR en el total de la muestra

Observamos que el genotipo KIR K2DL4 lo tienen el 100% de los sujetos. También
aparecen en todos los pacientes los KIRs 3DL2 y 3DP1. El KIRs menos abundante es el
K2DS3 (presente en el 27% de los nifios)
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7.4.2 ANALISIS EN CASOS Y CONTROLES.

Los genotipos KIR que se detectaron en cada uno de los grupos estudiados
fueron los siguientes:
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Figura 37: genotipos KIR encontrados en los casos y en los controles
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Del estudio comparativo destacamos las siguientes cuestiones:

- Hay 3 pacientes que presentan todos los genotipos KIRs, perteneciendo los 3 al
grupo casos, aunque no alcanzamos significacion estadistica ( p=0,2)

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
TodosKIR  NO Recuento 19 22 41
% dentro de TodosKIR 46,3% 53,7% 100,0%
% dentro de 86,4% 100,0% 93,2%
Tipo_Muestra3_REC
Sl Recuento 3 0 3
% dentro de TodosKIR 100,0% ,0% 100,0%
% dentro de 13,6% ,0% 6,8%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de TodosKIR 50,0% 50,0% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 15: Tabla de contingencia para la variable “todos los KIRS”

- El genotipo KIR K2DS2 aparece de forma mds frecuente en los casos (70,6% de los
casos frente a 29,4% de los controles). Este genotipo podria por tanto estar en
relacion con la susceptibilidad a padecer DILI. AL realizar estudios de regresiéon
logistica se concluye que los nifios con este genotipo tienen 4 veces mas
probabilidad de tener hepatotoxicidad (OR=4,08; P=0,034; IC 95%= 1,1-15)

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
K2DSs2 NO Recuento 10 17 27
% dentro de K2DS2 37,0% 63,0% 100,0%
% dentro de 45.5% 77,3% 61,4%
Tipo_Muestra3_REC
Sli Recuento 12 5 17
% dentro de K2DS2 70,6% 29,4% 100,0%
% dentro de 54,5% 22,7% 38,6%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de K2DS2 50,0% 50,0% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Variables en la ecuacion

.C. 95% para EXP(B)

B ET. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior | Superior
Paso1?  K2DS2(1) 1,406 665 4,472 1 034 4,080 1,108 15,020
Constante -875 532 2,705 1 ,100 A7

Tabla 16: Tabla de contingencia y regresion logistica de genotipo KIR K2DS2
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Algunos nifios presentan todos los KIRs activadores, mientras que otros muestran
todos los KIRS inhibidores. Al realizar el estudio comparativo entre grupos vy
controles no se hallaron diferencias significativas entre ambos grupos en este
aspecto (p=0.3 para los activadores y p= 0.2 para los inhibidores)

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
KIR Activadores  NO Recuento 18 21 39
% dentro de KIR 46,2% 53,8% 100,0%
Activadores
% dentro de 81,8% 95,5% 88,6%
Tipo_Muestra3_REC
Sl Recuento 4 1 5
% dentro de KIR 80,0% 20,0% 100,0%
Activadores
% dentro de 18,2% 4,5% 11,4%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de KIR 50,0% 50,0% 100,0%
Activadores
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
KIR Inhibidores  NO Recuento 16 20 36
% dentro de KIR 44 4% 55,6% 100,0%
Inhibidores
% dentro de 72,7% 90,9% 81,8%
Tipo_Muestra3_REC
Sl Recuento 6 2 8
% dentro de KIR 75,0% 25,0% 100,0%
Inhibidores
% dentro de 27,3% 9,1% 18,2%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de KIR 50,0% 50,0% 100,0%
Inhibidores
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 17: Tablas de contingecia de la presencia de KIRs activadores e inhibidores en casos
y controles.
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Al estudiar los haplotipos KIRs de los pacientes de la muestra, destaca que el 86 %
de los nifios presentan el haplotipo AA. En cuanto al haplotipo AB, el 100% de los
ninos pertenecian al grupo casos. No se encuentran no obstante diferencias
estadisticamente significativas entre casos y controles en este punto (p=0,17).

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
HAP_Bx AA Recuento 18 20 38
% dentro de HAP_Bx 47.,4% 52,6% 100,0%
% dentro de 81,8% 90,9% 86,4%
Tipo_Muestra3_REC
AB Recuento 3 0 3
% dentro de HAP_Bx 100,0% ,0% 100,0%
% dentro de 13,6% ,0% 6,8%
Tipo_Muestra3_REC
BB Recuento 1 2 3
% dentro de HAP_Bx 33,3% 66,7% 100,0%
% dentro de 4.5% 9,1% 6,8%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de HAP_Bx 50,0% 50,0% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 18. Tabla de contingencia de la presencia de KIRs activadores e inhibidores en casos y
controles.

Estudio de los HLAs ligandos de los KIRs C1, C2 y Bw4:
o Primero se hace un estudio de los ligandos por separado de los KIRs, sin
encontrar diferencias significativas

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
Cw_lig c1C1 Recuento 10 7 17
% dentro de Cw_lig 58,8% 41,2% 100,0%
% dentro de 47 6% 31,8% 39,5%
Tipo_Muestra3_REC
ci1C2 Recuento 8 11 19
% dentro de Cw_lig 42,1% 57.9% 100,0%
% dentro de 38,1% 50,0% 44,2%
Tipo_Muestra3_REC
c2C2 Recuento 3 4 7
% dentro de Cw_lig 42 .9% 571% 100,0%
% dentro de 14,3% 18,2% 16,3%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 22 43
% dentro de Cw_lig 48,8% 51.2% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 19. Tabla de contingencia del estudio de ligandos KIR en casos y controles
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o Ensegundo lugar se estudia el complejo formado por los ligandos unidos
a su receptor KIR, y encontramos que los nifios con el receptor tipo 2DS2
unido al ligando C1 parecen tener 10 veces mas riesgo de tener un
episodio de DILI durante en tratamiento (OR: 10,4; p= 0,007, IC95%: 1,9-

56,6)
Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
hx2DS2_C1L  NO Recuento 10 19 29
% dentro de hx2DS2_C1L 34,5% 65,5% 100,0%
% dentro de 47 .6% 90,5% 69,0%
Tipo_Muestra3_REC
Sl Recuento 11 2 13
% dentro de hx2DS2_C1L 84.,6% 15,4% 100,0%
% dentro de 52,4% 9,5% 31,0%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de hx2DS2_C1L 50,0% 50,0% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC
Variables en la ecuacion
|.C.95% para EXP(B)
B ET. Wald g Sig. | Bxp(B) | Inferior | Superior
Paso1®  hxDS2_CIL(1) | 2347 862 | 7406 1 007 | 10450 [ 1928 | 56,637
Constante -1,705 769 | 4918 1 021 182

- Debido a que los alelos KIR2DL2 y KIR2DL3 son alelos de un mismo gen, se realiza el

Tabla 20. Tabla de contingencia y regresion logistica del Estudio del complejo KIR-
ligando en casos y controles

estudio comparativo entre ninos homocigoticos y heterocigéticos, es decir:
Paciente 2DL2/2DL2: homocigéticos para 2DL2

No se encontraron diferencias significativas, ni tampoco al estudiar los KIRs junto a sus

Pacientes 2DL3/2DL3: homocigoéticos para 2DL3

Pacientes 2DL2/2DL3: heterocigdticos

ligandos (p=0,29)
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Tabla de contingencia

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
Poblaciones_DL2DL3 2DL2/2DL2 Recuento 1 1 2
% dentro de 50,0% 50,0% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 4,5% 4,5% 4,5%
Tipo_Muestra3_REC
2DL2/2DL3 Recuento 11 6 17
% dentro de 64.,7% 35,3% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 50,0% 27,3% 38,6%
Tipo_Muestra3_REC
2DL3/2DL3 Recuento 10 15 25
% dentro de 40,0% 60,0% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 45,5% 68,2% 56,8%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de 50,0% 50,0% 100,0%
Poblaciones_DL2DL3
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

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

- Dela misma forma, los alelos KIR3DL1 y KIR3DS1 son alelos de un mismo gen, por lo
que también se comparan pacientes homocigotos y heterocigotos:
* Pacientes 3DL1/3DL1 : homocigéticos para 3DL1
* Pacientes 3DS1/3DS1 : homocigéticos para 3DS1
* Pacientes 3DL1/3DS1 : heterocigéticos
Tampoco se encuentran en este caso diferencias significativas, ni en el estudio de los
KIRs con sus ligandos.

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
Poblaciones_3DL1_3DS 3DL1/3DL1 Recuento 13 15 28
1
% dentro de Poblaciones 46,4% 53,6% 100,0%
_3DL1_3DS1
% dentro de 59,1% 68,2% 63,6%
Tipo_Muestra3_REC
3DL1/3DS1 Recuento 9 6 15
% dentro de Poblaciones 60,0% 40,0% 100,0%
_3DL1_3Ds1
% dentro de 40,9% 27,3% 34,1%
Tipo_Muestra3_REC
3DS1/3DS1 Recuento (0] 1 1
% dentro de Poblaciones ,0% 100,0% 100,0%
_3DL1_3Ds1
% dentro de ,0% 4.5% 2,3%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 22 22 44
% dentro de Poblaciones 50,0% 50,0% 100,0%
_3DL1_3DsS1
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 22. Tabla de contingencia de la distribucién de homocigotos/heterocigotos para
los alelos KIR3DL1/KIR3DS1 en casos y controles.
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7.5 INVESTIGACION DE POLIMORFISMOS DE CITOQUINAS.
7.5.1 ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE LA IL-10 EN CASOS Y CONTROLES.
Se determinan tanto en casos como en controles los distintos genotipos vy

fenotipos asociados con una produccién de IL-10 alta, intermedia o baja. El estudio de
estos fenotipos en casos y controles es el siguiente:

Tipo_Muestra3_REC
CASO | CONTROL Total
ILT0_FENOT  p,quctor ReECUENtO 4 4 8
alto o dentro de 19,0% 19,0% 19,0%
Tipo_Muestra3_REC
productor  R€CUENtO 8 10 18
intermedio o4, dentro de 38,1% AT6% | 42,9%
Tipo_Muestra3_REC
productor  R€CUENtO 9 7 16
bajo % dentro de 42,9% 33,3% 38,1%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de 100,0% 100,0% | 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 23. Tabla de contingencia de fenotipos IL-10 en casos y controles.

Observamos que un 42,9% de los casos tienen fenotipo asociado a produccion
baja de IL10. En cuanto a los controles, el 47,6% presentan fenotipo relacionado a
produccién intermedia de IL10. Sin embargo no se alcanza significacidn estadistica (p
=0,7).
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7.5.2 ANALISIS DE POLIMORFISMOS DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA
EN CASOS Y CONTROLES.

El genotipo mas frecuente GG, que se corresponde con fenotipo bajo productor,
aparece en un 76,2% de los casos y en un 66,7% de los controles. No hay diferencias
entre ambos grupos con p= 0.5 en el estudio de genotipo y p= 0.49 en el fenotipo.

Tipo_Muestra3_REC
CASO | CONTROL Total
TNF_GENO GG Recuento 16 14 30
% dentro de 76,2% 66,7% 71,4%
Tipo_Muestra3 REC
GA Recuento 5 6 1"
% dentro de 23,8% 28,6% 26,2%
Tipo_Muestra3_REC
AA Recuento 0 1 1
% dentro de 0% 4,8% 2,4%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de 100,0% 100,0% | 100,0%
Tipo_Muestra3_REC
Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
TNF_FENO High  Recuento 5 7 12
% dentro de 23,8% 33,3% 28,6%
Tipo_Muestra3_REC
Low Recuento 16 14 30
% dentro de 76,2% 66,7% 71,4%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de 100,0% 100,0% | 100,0%
Tipo_Muestra3 REC

Tabla 24. Tabla de contingencia de genotipos y fenotipos TNF-a en casos y controles.
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7.5.3 ANALISIS DE POLIMORFISMOS DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE BETA

De los 9 posibles haplotipos que existen, en nuestra poblacidn, solo encontramos
5. Los mas frecuentes, en casos y controles, son TT GG y TC GG. No se encuentran
diferencias significativas entre casos y controles (p= 0,41y 0,47 para genotipo y fenotipo
respectivamente).

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total

TGFB_GENO TT GG-h Recuento 9 9 18

% dentro de TGFB_GENO 50,0% 50,0% 100,0%

% dentro de 42.9% 42,9% 42,9%
Tipo_Muestra3_REC

TC GG-h Recuento 9 6 15

% dentro de TGFB_GENO 60,0% 40,0% 100,0%

% dentro de 42.9% 28,6% 35,7%
Tipo_Muestra3 REC

TC GC-i Recuento 0 2 2

% dentro de TGFB_GENO 0% 100,0% 100,0%

% dentro de 0% 9,5% 4,8%
Tipo_Muestra3_REC

CC GG-i Recuento 2 1 3

% dentro de TGFB_GENO 66,7% 33.3% 100,0%

% dentro de 9,5% 4.8% 7.1%
Tipo_Muestra3_REC

CC GC-L Recuento 1 3 4

% dentro de TGFB_GENO 25,0% 75,0% 100,0%

% dentro de 4.8% 14,3% 9,5%
Tipo_Muestra3_REC

Total Recuento 21 21 42

% dentro de TGFB_GENO 50,0% 50,0% 100,0%

% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
TGFB_FENO  High Recuento 18 15 33
% dentro de TGFB_FENO 54,5% 45,5% 100,0%
% dentro de 85,7% 71,4% 78,6%
Tipo_Muestra3_REC
Interm Recuento 2 3 5
% dentro de TGFB_FENO 40,0% 60,0% 100,0%
% dentro de 9,5% 14,3% 11,9%
Tipo_Muestra3_REC
Low Recuento 1 3 4
% dentro de TGFB_FENO 25,0% 75,0% 100,0%
% dentro de 4,8% 14,3% 9,5%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de TGFB_FENO 50,0% 50,0% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 25. Tabla de contingencia de genotipos y fenotipos TGF-B en casos y controles.
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7.5.4 ANALISIS DE POLIMORFISMOS DE LA INTERLEUQUINA 6.

Los genotipos mas frecuentes son GG (42,9% de casos y 38,1 % de controles) y
GC (33,3% de los casos y 38,1% de controles). Ambos se relacionan con fenotipo alto
productor por lo que el 76% de los casos y de los controles lo son. No hay diferencias
significativas entre casos y controles.

Tipo_Muestra3 REC
CASO | CONTROL Total
IL6_geno GG Recuento 9 8 17
% dentro de 42,9% 38,1% 40,5%
Tipo_Muestra3_REC
GC Recuento 7 8 15
% dentro de 33,3% 38,1% 35,7%
Tipo_Muestra3_REC
CcC Recuento 5 5 10
% dentro de 23,8% 23,8% 23,8%
Tipo_Muestra3 REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de 100,0% 100,0% | 100,0%
Tipo_Muestra3 REC

Tipo_Muestra3_REC
CASO CONTROL Total
iI6_FENO High  Recuento 16 16 32
% dentro de 76,2% 76,2% 76,2%
Tipo_Muestra3_REC
Low Recuento 5 5 10
% dentro de 23,8% 23,8% 23,8%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 21 21 42
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

Tabla 26. Tabla de contingencia de genotipos y fenotipos IL-6 en casos y controles.
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7.5.5 ANALISIS DE POLIMORFISMOS DEL INTERFERON GAMMA.

En los casos el genotipo TT y fenotipo alto productor es el mas frecuente, con un
45% del total. En el grupo control, lo mas frecuente es el genotipo TA con fenotipo
productor intermedio, con un porcentaje del 47,6%. No se alcanza significacion
estadistica entre ambos grupos (p=0,3).

Tipo_Muestra3 REC
CASO | CONTROL | Tofal
IFN_Geno_Feno TT High Recuento 9 5 14
% dentro de 45,0% 23,8% 34,1%
Tipo_Muestra3_REC
TA Inter ~ Recuento 8 10 18
% dentro de 40,0% 47,6% 43,9%
Tipo_Muestra3_REC
AA Low  Recuento 3 6 9
% dentro de 15,0% 28,6% 22,0%
Tipo_Muestra3_REC
Total Recuento 20 21 41
% dentro de 100,0% 100,0% | 100,0%
Tipo_Muestra3_REC

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

Pese a que la hepatotoxicidad por farmacos utilizados en el tratamiento del
cancer es bien conocida, no existen trabajos en la literatura que hayan analizado los
episodios de DILI en nifios oncoldgicos de forma estandarizada como se ha realizado en
el presente trabajo.

La seleccion de un esquema de tratamiento antineopldsico para un paciente de
oncologia se basa primero en la disponibilidad de medicamentos efectivos, y luego en
un equilibrio entre las posibles toxicidades relacionadas con el tratamiento, la condicién
clinica del paciente y las comorbilidades asociadas (201). Aunque Ila
hipertransaminasemia se observa comunmente en esta poblacién, la identificacion de
su etiologia es a menudo dificil. La inmunosupresion, la necesidad de trasfusiones, las
enfermedades infecciosas y la polifarmacia pueden ensombrecer la situacién. Creemos
gue son necesarios protocolos estandarizados, de forma similar a lo realizado en este
trabajo, para conocer mejor la toxicidad hepatica de la quimioterapia.

Las dos categorias principales de DILI son intrinsecas / dependientes de la dosis
e idiosincrasicas / independientes de la dosis. La primera se refiere a farmacos que son
capaces de causar dafio hepatico de manera predecible en humanos o en modelos
animales cuando se administran en dosis suficientemente altas. El hecho de que la
elevacion de transaminasas se haya repetido en el 100% de nuestros enfermos, a pesar
de que en el 85% se redujo la dosis, nos hace pensar que los episodios de
hepatotoxicidad por quimioterapia son idiosincrasicos.

Como el diagndstico de DILI sigue siendo de exclusidn se trata de uno de los
trastornos mas dificiles que deben ser manejados por oncélogos pedidtricos. Los
mecanismos multifactoriales parecen ser la base del DILI (60).

Los factores de riesgo relacionados con el fdrmaco juegan un factor importante;
metotrexato y mercaptopurina fueron los citostaticos implicados en el 88% de los casos.
De los factores de riesgo relacionados con el huésped, los episodios previos de DILI
fueron los mds importantes en nuestra poblacién pues, en todos los casos, se
produjeron nuevos episodios al reintroducir el farmaco. Otros factores de tipo
ambiental han sido relacionados también con la hepatotoxicidad en oncologia:
caracteristicas metabdlicas del paciente (por ejemplo, obesidad), el tipo de dieta, el
consumo de alcohol, café y tabaco, la polifarmacia, el estado inmunolégico y el estado
nutricional (26, 60). A pesar de que en nifios café, alcohol y tabaco no parecen tener
influencia con respecto al resto de factores, el presente estudio no los puede poner de
manifiesto por el bajo nUmero de pacientes que integran la muestra. Pesamos que son
necesarios estudios multicéntricos amplios para determinar la importancia de los
factores ambientales.

Desde una perspectiva nosografica, existe una propensioén a tratar de distinguir
los diversos patrones de dafio hepatico y asociar farmacos especificos con cada patrdn.
Sin embargo, no siempre es posible hacer tales asociaciones. El patrén clinico de
hepatotoxicidad puede variar segun la interaccion entre los factores del farmaco (dosis,
biodisponibilidad y duracion del tratamiento) y los factores del huésped (edad, sexo y
absorcién del farmaco) (204). Este trabajo no pudo poner de manifiesto diferencias entre
el patrén de DILI y los distintos farmacos, puesto que metotrexato y mercaptopurina
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intervinieron en la mayoria de los episodios de hepatotoxicidad, bien de forma aislada
o asociados. Ademas el 91,8% de las reacciones fueron de tipo hepatotdxico. El patrén
mixto fue raro (8,2%) sin que hayamos detectado ninguna reaccion de tipo colestasico.

Se han utilizado los marcadores tradicionales de dafio hepatico (ALT, ALP y
bilirrubina), no obstante hay que sefialar que, en nifios con cancer, los patrones de dafio
hepatico pueden estar determinados por las condiciones patoldgicas y eventos
subyacentes descritos en la literatura tales como apoptosis, necrosis y necroptosis,
inflamacidn, estrés oxidativo y activacidn del sistema inmunitario (204). Son necesarios
nuevos biomarcadores de DILI para la deteccidon temprana de hepatotoxicidad que
ademas, ayuden al diagndstico mds adecuado en las circunstancias que estan presentes
en enfermos oncolégicos.

Recientemente se han publicado los efectos diferenciales de los agentes
hepatotoxicos sobre el dafio hepatico entre los sujetos con cancer; estos estudios
sugieren que la funcidn hepatica subyacente puede afectar la susceptibilidad y los
patrones de DILI (205). En nuestros pacientes no existia evidencia de dafo hepatico
previo a la instauracion de la quimioterapia.

El diagndstico de DILI se basa en el diagndstico diferencial de exclusion de otras
etiologias plausibles. En pacientes con cancer sometidos a tratamiento con terapias
anticancerosas, la identificacién de DILI grave es especialmente desafiante debido a las
complejidades de la polifarmacia anticancerosa y a que los mecanismos por los cuales
las terapias anticancerigenas pueden causar dafio hepatico en individuos susceptibles
no son todavia completamente conocidos (206-208). Este hecho ha condicionado que no
hayan podido ser incluidos en el registro otros nifios oncoldgicos con aumento de
transaminasas, pero que, segun la escala de CIOMS, no han sido catalogados como
posibles al perder peso la probabilidad por la patologia subyacente y los rigurosos
criterios de seleccién.

A pesar de que se han establecido los criterios para estandarizar la lesidon
hepatica, las modificaciones de la dosis a menudo se basan en el juicio clinico empirico.
En el momento actual, no existen pautas uniformes establecidas para la decisién de la
medida terapéutica mas adecuada ante la aparicidon de un episodio de DILI. Por lo tanto,
es esencial una comprension exhaustiva de las manifestaciones hepatotéxicas de los
agentes quimioterapéuticos mds comunes (206). Los oncélogos que intervinieron en el
tratamiento de los nifios del presente trabajo decidieron conductas terapéuticas
distintas ante la hipertransaminasemia detectada, sin un criterio estandarizado; en la
mayoria de los casos (85%), la actitud tomada fue la reduccién de la dosis del farmaco,
bien continuando la cadencia de tratamiento, o bien retrasando el ciclo siguiente. Esta
reduccion en la dosis total administrada podria conllevar una menor eficacia del
tratamiento. Mencidon especial merece la fase de mantenimiento, donde Ia
administracion combinada de mercaptopurina y metotrexato por via oral son
responsables de hasta un 70% de los episodios de DILI en este estudio. Actualmente son
numerosos los estudios que se centran en tratar de predecir y evitar la hepatotoxicidad
en esta fase del tratamiento, la mayor parte de ellos se centran en el estudio de los
polimorfismos genéticos de las enzimas encargadas del metabolismo tanto de la
mercaptopurina como del metotrexato, tratando de adaptar las dosis de los citostaticos
al riesgo de toxicidad de cada nifno (177-186). Algunos de los polimorfismos mas
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estudiados, como los de las enzimas responsables del metabolismo de la 6-MP vy Ila
tioguanina, comienzan ya a realizarse en el momento del diagndstico la enfermedad,

antes de que aparezca por tanto la hepatotoxicidad, con resultados prometedores (209,
210).

Después de un desafio positivo, los pacientes que reciben beneficios de un
medicamento muy critico para su enfermedad, o incluso para su vida como ocurre en
los pacientes oncoldgicos, sin duda, pueden ser considerados para la reexposiciéon a
farmacos (202) como ocurrid con todos los pacientes analizados. Estudios clinicos
prospectivos recientes que examinan cientos de eventos de reintroduccion actualmente
definen una nueva exposicion positiva al farmaco como un nivel de ALT de 3-5 x LSN o
mayor, que generalmente ocurre mucho mas rdpidamente que el DILl inicial. (26, 60, 201).
La reexposicion a farmacos puede ser apropiada para medicamentos criticos, cuando no
hay alternativas mads seguras disponibles y el beneficio objetivo del paciente excede su
riesgo (203). No obstante, la tasa de reintroduccién positiva del 100% detectada en
nuestro estudio hace recomendar una reintroduccion controlada y prudente de
farmacos que han producido un primer episodio de DILI. Dos de los episodios de
hepatotoxicidad ha sido clasificados como graves, por lo que es necesario establecer
algoritmos de seguridad estandarizados con controles muy estrictos de enzimas
hepaticas durante los periodos de alto riesgo. No consideramos la posibilidad de
interrupcion definitiva del farmaco por tratarse de medicamentos criticos, sin que
existan alternativas seguras disponibles, de manera que el beneficio objetivo del
paciente excede su riesgo.

En cuanto a la influencia de los factores inmunogenéticos (HLA, polimorfismos
de citoquinas y genotipo KIR), este estudio es pionero, ya que no hay ninguno previo en
oncologia.

Actualmente existe controversia respecto a si variaciones genéticas en moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) determinarian cierta predisposiciéon a
las reacciones adversas hepaticas debido al papel que desempeiia en la respuesta
inmunoldgica. En el presente estudio no se encuentran diferencias significativas en los
polimorfismos del HLA clase | entre casos y controles.

Respecto al HLA clase Il detectamos que el 100% de los pacientes que muestran
el alelo DRB*0101 son casos. Por tanto la presencia de este alelo podria suponer un
factor de riesgo para el desarrollo de hepatotoxicidad. No hay diferencias significativas
en los restantes HLA clase Il, salvo al realizar el analisis de los alelos considerando sélo
dos digitos, en cuyo caso hay que destacar que el alelo DQB* se expresa en 7 sujetos,
de los cuales 6 son casos, es decir el 85,7% de los sujetos que presentan el alelo DQB*05
pretenecen al grupo de nifios con hepatotoxicidad. El bajo tamafio de la muestra hace
que no se alcance significacion estadistica.

Las células natural Killer intrahepaticas exhiben un nivel mas alto de citotoxicidad
y una mayor expresion de mediadores citotdxicos en comparacion con las células NK
periféricas (211). En este estudio, hemos analizado los polimorfismos KIR con respecto a
la susceptibilidad a hepatotoxicidad en nifios que recibe quimioterapia por un proceso
oncolégico. La presencia de KIR activadores es generalmente mas variable que la de los
KIR inhibidores. Se ha sugerido que el numero total de KIR activadores podria afectar a
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la susceptibilidad a determinadas enfermedades, ya que las sefiales aumentadas de
multiples receptores KIR activadores podrian exacerbar la activacion de las células NK vy
los subconjuntos de células T contra los autoantigenos (212). Al comparar el nimero de
KIR activadores entre casos y controles encontramos que el genotipo K2DS2 es cuatro
veces mas frecuente en el grupo de nifos que presentan hepatotoxicidad, por lo que
podria tratarse de un factor de riesgo para padecer DILI.

La funcién de los receptores KIR depende de la presencia de ligandos HLA
apropiados en la célula diana para que se produzca la sefializacion correcta y la
activacion de las células NK. Por tanto hemos analizado la presencia de ligandos HLA
clase | actualmente identificados, encontrando que el genotipo K2DS2 ligado a su
ligando C1 parece favorecer la aparicion de DILI. De los dos hechos descritos se
presupone la posibilidad de que la activacion de las células NK favorezca la lesidon
hepatica, aunque sin duda son necesarios estudios mas amplios para comprobar este
hecho.

Las combinaciones de KIR-HLA consideradas en este estudio se basaron en
ligandos identificados hasta la fecha. Sin embargo, la comprensién actual de los ligandos
de los KIR no es completa, y las interacciones actualmente no conocidas podrian
también influir en la susceptibilidad a DILI (211). Ademas se ha sugerido que diferentes
productos de alelos KIR podrian tener diferente afinidad por el mismo ligando HLA, lo
gue podria conducir a diferencias en la regulacidn de la actividad de células NK. Este
aspecto no ha sido evaluado en el presente estudio.

La evidencia reciente demuestra que el equilibrio entre los mediadores pro-y
antiinflamatorios puede determinar la susceptibilidad y gravedad de la lesidn hepatica
en hepatotoxicidad por acetaminofeno experimental (28). Es plausible que la activacién
de la inmunidad innata del higado y la inflamacidon resultante pueda también
desempeiiar 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 daifio hepdtico secundario a téxicos. Si bien los fenotipos
bajos productores de IL-10 parecen ser algo mdas frecuentes en el grupo de nifios con
hepatotoxicidad, @ no se encuentran diferencias significativas al estudiar los
polimorfismos de estos mediadores de forma comparativa en casos y controles.

Para finalizar queremos destacar que el futuro de los tratamientos
quimioterdpicos consistird probablemente en la creacion de tratamientos
personalizados adaptados al riesgo individual de toxicidad de cada paciente (9). La
creciente disponibilidad de plataformas genéticas de alto rendimiento y bajo costo que
permiten el cribado simultdneo de cientos de polimorfismos, la educacion de los
profesionales de la salud y la implementacion de redes multicéntricas destinadas a
mejorar la seguridad de nuevos farmacos, ayudardn a mejorar el impacto de la
farmacogenética en la rutina clinica. Nuestros estudios sugieren que los polimorfismos
KIR pueden ser factores de riesgo posibles para la susceptibilidad a DILI por
guimioterapia, por lo que creemos necesario la realizacion de estudios mds amplios para
corroborar este aspecto.
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9. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

9.1 DERIVADAS DEL DISENO

La principal limitacion deriva del escaso tamafio muestral debido
fundamentalmente a que el cdncer es una enfermedad rara en la poblacién pediatrica.
En segundo lugar, hemos utilizado estrictos criterios de inclusion para limitar al maximo
la presencia de otros posibles factores que podrian ser causantes de lesion hepatica.

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.

9.2 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 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 nimero 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.
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10. CONCLUSIONES

El analisis y discusidn critica del conjunto de observaciones y resultados
contenidos en esta memoria nos permiten formular las siguientes conclusiones:

» Objetivo principal:

1. No hemos encontrado diferencias entre ningun alelo HLA-A, HLA-B o HLA-C
relacionados con hepatotoxicidad.

2. El 100% de los nifios que muestran el alelo HLA-DRB*0101 y el 85,7% de los que
muestran el alelo DQB*05 son casos, por lo que estos alelos podrian estar relacionados
con el dafio hepdtico inducido por quimioterapia en esta poblacién.

3. El genotipo KIR K2DS2, de tipo activador, aparece de forma mas frecuente en los
ninos que han padecido episodios de hepatotoxicidad, 70,6% de los casos frente a 29,4%
de los controles. Los niflos con este genotipo tienen 4 veces mas probabilidad de tener
hepatotoxicidad. Ademas, los nifios con el receptor tipo 2DS2 unido al ligando C1
parecen tener 10 veces mas riesgo de tener un episodio de daifo hepatico durante el
tratamiento. Estos dos sugieren que la activacion de las células NK favorece la
hepatotoxicidad.

4. Los polimorfismos bajo productor de IL-10 tienden a ser mas frecuentes en el grupo
de nifios que han sufrido un episodio de hepatotoxicidad, ya que aparecen en un 43%
de los casos frente a un 33% de los controles.

5. Los polimorfismos genéticos de TNF-a, TGF-8, IL-6 e IFN-y no estan relacionados con
el riesgo de desarrollar dafio hepatico.

» Objetivos secundarios:

6. Los quimioterapicos mas frecuentemente implicados en la aparicién de
hepatotoxicidad son mercaptopurina y metotrexato, ambos pertenecientes al grupo de
los antimetabolitos.

7. El tipo de dano hepatico mas frecuente en la poblacidn pediatrica oncoldgica es el
hepatotoxico, detectdndose en el 92% de las ocasiones.

8. Las manifestaciones clinicas del dano hepatico por quimioterapia son inespecificas,
siendo las mas frecuentes en nuestro grupo el dolor abdominal y la hiporexia.

9. EI 97,9% los episodios de dafio hepatico fueron no graves, y todos fueron transitorios.

10. La principal consecuencia de la hepatotoxicidad asociada a quimioterapia es la
reduccion de la dosis del quimioterdpico implicado, con posibles consecuencias sobre la
efectividad del tratamiento.
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> Conclusién final:

La hepatotoxicidad idiosincrasica debida a a quimioterapia en nifios no es una
toxicidad infrecuente, y sin embargo continla siendo un reto para los oncélogos
pediatricos, debido principalmente a sus inespecificas manifestaciones clinicas, a que
carece de marcadores especificos, a que la atribucién de causalidad es compleja y a que
es pobre el conocimiento del mecanismo implicado. Su trascendencia en el tratamiento
es alta, ya que es la causa de retrasos y reducciones de dosis en la quimioterapia.

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 en la poblacién pediatrica, promoviendo nuevos estudios que ayuden a
identificar todos los posibles factores genéticos implicados en la hepatotoxicidad por
farmacos, incluyendo cistostaticos, en la infancia.
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ANEXO 1: Escasa de causalidad CIOMS/RUCAM

PATRON ENZIMATICO TIPO HEPAT R 1 TASICO O MIXT!
MP INICI
Incompatibl La reaccién ocurre antes de la ingesta del firmaco,omds  La reaccion ocutre antes de la ingesta del fimaco, o Sin redacion.
de 10 dias después de finalizar (excepto parafimacosde | mds de 30 dias después de finalizar (excepto para
metabolismo lento) farmacas de metabolismo lento)
Desconocido {Cuando La informacion no estd disponible para calcular o tiempo desde ¢ inicio. Insufidente documentacion,
Tratamiento inicial Tratamiento Tratamiento Tratamiento Puntuacidn
subsiguiente Infeial subsiguiente
CON INICIO DEL TRATAMIENTO
- Sugestivo 5-90 dias 1-15 dias 5-90 dias 1-90 dias +2
- Compatible <5daso> 0 das = 25 dias <Sdso=90d | >90dss +1
CON FINAL DEL TRATAMIENTO
- Compatible < 15dis < 15 dias < 30 dias < 30 das +1
EVOLUCION Diferencia entre el pico de ALT y el limite Diferencia entre el pico de FA y el limite
superior de valores normales superior de valores normales
DESPUES DE CESAR LA INGESTA
- Ntamente sugestivo. Disminucidn > 50 % en 8 dias. No aplicable. +3
- Sugestivo. Disminucidn > 50 % en 30 dias. Désminucién > 50 % en 180 dias. +2
- (ompatible. No aplicable, Disminucién < 50 % en 180 dias. +1
- Inconchuso. No informacidn o disminucion > 50 % después del dia 30. | Persistencia o aumento o no informacion. 0
- En contra tipologia del frmaco Disminucidn < 50 % después del da 30 o incremento No situacidn. No aphcable, -2
recurrente.
511LO CONTINUA TOMANDO
- Inconchusivo. En todas las situaciones. En todas las situaciones. 0
FACTORES DE RIESG0 Etanol Etanol 0 embarazo
Presencia +1
Ausencia 0
Edad > 50 afios +1
Edad < 50 afios 0
TRATAMIENTO CONCOMITANTE
- Noonoinformacion o tratamiento concomitante con incompatibdidad desde el inicio ded tratamiento, 0
- Tratamiento concomitante compatible 0 sugestiva desde el inicio del tratamiento, -1
- Tratamiento concomitante conodido como hepatotéxico y con compatibiidad o sugestivo con ¢l inico del tratamiento, -2
- Tratamiento concomitante con evidencia para este efecto (positivo “rechalengs” o test vaidado). -3
BUSQUEDA DE CAUSAS NO RELACIONADAS CON FARMACOS
Grupo | (6 causas):
Reciente infeccion viral con VHA (IgM antiVHiA) oVHB (IgM antiVHB) o VHC (anti VHC y - Todas las causas (grupos | y Il) razonablemente descartadas. +2
125t o A o B), obstruccion billar (uitrasonografia), alcoholismo (AST/ALT = 2), historia
reciente de hipotension aguda (particularmente & hay enfermedad cardiaca). - Las 6 causas del grupo | razonablemente descantadas. +1
GRUPO II: - 405 causas del grupo | razonablemente descantadas. 0
Complicaciones de enfermedad subyacente: cinica y/o biokigico.
Contexto sugerente de infleccidn por CMV, VEB o herpes virus. - Menos de 4 causas del grupo | razonablemente descartadas. -2
- Causas no farmacologicas altamente probable. -3
INFORMACION PREVIA DE HEPATOTOXICIDAD DEL FARMACO
- Reaccion Mentificada en la ficha técnica del producto. +2
- Reaccién publicada pero no identificada en la ficha téenica. *1
. Reaccion desconocida 0
RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
- Pesitva Duplica ALT con &l firmaco a solas. Dupiica FA (o TB) con &l firmaco a solas. +3
Duplica ALT con los fimmacos juntos dados al mismo tiempo | Dupiica FA (o TB) con kos farmacos juntos dados al
enla primera introduccion, mismo tiempo en la primera introducdon.
- Compatile. Incremento de ALT pero menor que en las mismas Incrementa de FA (o TB) pero menor que en las +1
condicones para la primera administracion. mismas condiciones para la primera administracion,
Negatha. Otras situadiones. (Otras situaciones. -2
No dada 0 no inferpretable, 0

Definida o altamente probable > 8. Probable 8-6. Posible 3-5. Improbable 1- 2
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ANEXO 2: Protocolo de recogida de datos de los casos sospechosos de DILI

N.* de Historia clinica .
Nombre, apellidos

Edad (fecha nacimiento)

Sexo: 1. Vardn 2. Mujer

Peso (kg)

Talla(cm)

Superfiaecomoral (SC peso  talla/3.600) (m2)

Procedencia: 1. Hospital 2. Atencion primaria

Localidad: 1, Almeria; 2, Cddiz; 3, Cdrdoba; 4, Granada; $, Huelva; 6, Jaén; 7, Milaga;
8, Sevilla; 9, Madrid; 10, Otro

Medicamento(s) sospechoso(s) de causar la reaccion (principio activo)
Especialidad farmacéutica (nombre comercial)

Dasis diana total (mg)

Intervalo (h)

Via administracin: 1, Oral, 2, intravenoso; 3, intramuscular, 4, sublingual; 5, rectal; 6,
acrosol; 7, topica; 8, otros .

Indicacion que motiv su prescripcion:

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

hasta (dia/mes/afio

Duracion dd tratamiento (dias

Dentro de este perfodo ;cudndo apareci6 la reaccion

(Desapareci6 la reaccion al suspender la medicacion?

1, Si; 2, no; 3, no procede

(Reaparecio d reemprender ¢l medicamento?

1, 8i; 2,n0; 3, no procede

Tiempo de resolucidn de la reaccidn (dias)

Descripcion de la(s) reaccion(es) adversa(s)

(incluyendo resultados relevantes de exploracion o de |sboratorio) y signow/sintomas
extrahepdticos

Astenia, anorexia: |, si; 2, no Exantema: 1, si; 2, no Prunto: 1, si; 2, no
Ictencia: 1, si; 2, no Bosinofilia: 1, si; 2, no Fiebre: 1, si; 2, no
Medicamentos concomitantes

Prescritos 0 por automedicadiones ingeridos por la madre en periodo de lactancia
(excluyendo los usados para tratar la reaccion adversa)

Preparado  Dosis diaria Via  Indicadén Duracién

£

AN ({1

E| E F E
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(Continuacion)

Dates importantes de s historia clinica

Alergiss, metsholapatiss congénitas, st de Apgar, peso al nacer, tipo alimentacin,
estadonutricional, anfecedentes obstricos, test de

Coombs, medicamentos mgeridos por ks madre en ks gestacidn y la lactancia
Prueb as diagndsticas

BOG, TC, colsngografia, niveles plasmé icos de madicamento yo sus metsbolitog, ete.
Biopsia hepitica

Descripcién y fecha de su realizaciin

Resoluciin espontinea, requin 6 tratsrmiento, perssiencia de la resociin adversa,

necesidad de haspita izaciin, necesidad de prokongar

hospital zac n previa, incapacidad permanente o sigmficativa, recuper acion, 1a vida del

paciente ha estado en peligro, fallecimiento

Antes del tratamiento (fecha) Inicial (fecha) Evolucidn (fecha)
Evolucién (fecha) Al akta (fecha)

Dutos bioquimic os

Glucosa

Urea

Crestmma

Proteinss totakes

Albdimins

Alfa-1 (gh)

Alfa-2

Beta

G gl cbul inas

Bilarubma total (n )

Bilwrubma drecta

AST(ramgo )

AlT(mngo )

GiT(ange )

Fosfstam akalna (rango )

Plaquetss
Actividsd de protrombina
Leucocitos

Polmorfonucl eares
Linfocitos
Manocitos
Eosndfilos
Basifilos

Iniciales (fecha) Evolucion (feche)  Alw (fecha)
Marcadores

IgM anti-HVA
HBsAg

Anti-HBe
Ant-HCV: ELISA
Anti-HCV: RIBA
Ant-HCV: PCR
Anti-HEV

CMV IgM

VEB IgM

Oures
Autoanticue rpe
ANA

AML

AMA

Anti-LKM-1

Factor reumstonde
Alfs-] -antitripsina(n )
Células LE
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(continuacion)

Tabla 1 (Continuacion )

Exdusibn de otras causas

Malb rmad omes compéniras
Atresia de vixs biliares
Qraiste congénmo de colédoco
Enfamedad de Camli
Estenceis de ool ddoco termimal

Tuwmora hupdricas y de vias hiBars

Tédans
Alcobal
Témocos indostriales (colas, pegamenios, bamices, jagoetes de vimlo, exc)
Drogs ikegales
Teoxmas (plantag, hong os)

Enfermedades mop Lisicas

Enfermedades sistdwmicas com afectaciin hepdnca
Enfamedad mflamatonia imdestinal
Artits momati de, lopos enemateo sisémico
Polarents mdosa
Insaficiendacasdiaca
Hipo o hipeziroidismo
Transfasiones makples
Trammatisns gaves abdommales

Anesezia por halotano
Infecaomes hacterim as Hipoxia
Hipoters ién
Orros fismacos

Embharazo

Tamugjes
Hiperbil prubinowi a fisi obbgica
Recién nacido
Lagtancia matema
Ingfece dovaes viricas
Hepzms AB,C D
Cromme galoviros
Teowopl2=ma
Epstein Bar
SIDA
Saampida
Hemes simple
Viras de h vascehsoster
Rubdola
Coxsxclie
Echoviras
Infecriones proscoariac
Texopla=ma
Prewmocysts carvatl
Ingfeariones hacserianas
Sepsis, sakmon dos is, brocd osis
Paras posi s puesamales
Abaaciones mesabdl iar
Sindrome de Gilbest
Enfamedad de Wilsom
Déficit de alfa-] anstzipsina
Fibrosis quistiaa
Glhcogenceais
Galxwaamia
Trrosinemia
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ANEXO IlI: Recogida de muestras de sangre para el protocolo de estudio de
hepatopatias 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, tapdn lila) de 4.0ml 6 3.5ml.

- 1 tubo para la separacion 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: 49C, 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
extraccidn asi como el tipo de muestra (suero, plasma o células) (esto ultimo si estan
alicuotadas).

Si resulta mas conveniente se puede proceder a la separacion de los elementos y
congelacion a -802°C.

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 -802C. Tapar el tubo con
la sangre, mezclarlo y verterlo haciendo alicuotas en tubos eppendorf (2-3). Etiquetarlo
y congelar a -20°C.

Mandar a Granada a través de servicio de mensajeria urgente para que lleguen en 24-
48 horas.
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INSTRUCCION ESPECIFICA PARA EL ENVIO DE MUESTRAS BIOLOGICAS Y DATOS ASOCIADOS AL NODO DEL
COMPLEJO HOPITALARIO GRANADA DEL BIOBANCO PARA INVESTIGACION DEL SSPA desde los centros
particioartes en el exudio “Analisis de factores inmunogeneticos (HLA, polimorfismos IL-10 y genotipo KIR| en la
hepatotoxicidad idicsincrasica en poblacion pediatrica. Consolidacion del Registro  (Codigo de Registo en
Bobanco 037120008)

Identificacion de donantes: Se inciuiran en & estudio todos los donantes pediaTiCos, NEON3tos y NNOS QuUe. 2
Juicic del medico responsable en los diferentes hospitales participantes, presenten una sospecha de hepatopath
asociada 2 12 ingesta de medicamentos, productos de herboristeria, drogas © towcos.

Criterios de indusion: Nifos con edad comprendida de 02 15 ah0s

drincicdpid il
medicamentosa, puede ser una de s siguientes:

3} > 2LSN [imite superior de l2 normalidad) de GPT: - i —
bj > 0.6 mg/dL de bilrrubina conjugadx —

c} > 80 U/L de GOT, > 2 mg/dL de bilimubina total y >516 U/L de ‘l A
isoenzima hepatica de la fosfaasa alciing (smuitineamente). s S

Cuando este establecido & dagnostico de
hepatotoxicdad se tomaran dos muestras de
sangre de cada pacients,

- Extraer 2 tubos de hemograma [t2pon morado)

- Extraer 2 tubos de bioquimica [2pon amarilo)

**En cas0 de que I3 extraccion sea dificuitosa se
obtendra como minimo un tubo de cada

ENVIO DE MUESTRAS

previamente con &l
biobanco Telf 958
D23 651paraqueios
proporcione)

Para la ramitar la BECOGIDA y ernvio de las
muestras & Hosptal Pemitente e pondra en
contacto con el Biobanco el da arterior o el
mismo daantesde s 11.00:

Benilde Ayala 958 023 651 /671 599 548
benide ayala exts@juntadeandalucia es
bick ; ®; e
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ANEXO 1IV: Consentimiento informado para la donacion 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 tltimo sélo en caso de
incapacidad del/de la donante):

Apellidos y nombre del/de la Donante:

DNI / NIE: ... NeSeg. Social: ..c.cceevemerrerrireerreicererenane
Apellidos y nombre del/de la representante legal:

10) ) 07 ) E

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

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

Apellidos y nombre Fecha Firma

CONSENTIMIENTO:

Do T 0 2 4 0 55 = T RSP declaro  bajo mi
responsabilidad que he leido y comprendido el Formulario de Informacién, del que se
me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacién sobre la donacién de muestras biolégicas

o [P S UUTPRT OSSPSR al Biobanco y sobre la posible realizacion de
andlisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacién
recibida y hablar con el profesional indicado, quienme ha resuelto todas las dudas que le
he planteado.

Dichas muestras son:

-Excedentes del procedimiento médico-quirtrgico asistencia al que va a someterse o se
ha sometido.
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Tomadas mediante el procedimiento eXpreso......i s s s e s

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 vinculacién 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
hacerlo:... e

Autorizo recibir informacidn sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si
solicita que las muestras sean anonimizadas, no podra recibir esta informacién)

Marque lo que proceda: SINO
Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este
documento.

En ,a de de

Fdo. EL/LA REPRESENTANTE LEGAL
(solo en caso de incapacidad del/de la donante
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