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RESUMEN

El dafio hepatico inducido por farmacos (DILI) es una reaccion adversa producida por
plantas medicinales, xenobidticos y medicamentos que conlleva una alteracién hepética con
alteracion de marcadores serologicos especificos. Actualmente, a causa del envejecimiento
de la poblacion, el consumo de suplementos herbales y la polimedicacion existe una
creciente incidencia de DILI. El limitado conocimiento sobre los mecanismos implicados en
el desarrollo de DILI ha llevado a plantear nuevas investigaciones acerca de los procesos
fisiopatogénicos involucrados. A este respecto, se esta estudiando el papel que desempefia la
microbiota intestinal en el desarrollo de DILI, ya que es fundamental en la metabolizacion
de farmacos y en la homeostasis del higado a través del eje intestino-higado. Este Trabajo de
Fin de Grado (TFG) se centra en realizar una revision bibliografica exhaustiva sobre el papel
que presenta la microbiota intestinal en el desarrollo de los distintos tipos de DILI. Se ha
encontrado que la alteracion de la microbiota intestinal esta implicada en el dafio hepético
inducido por farmacos antibi6ticos, no antibioticos y por compuestos derivados de plantas.

Palabras clave: antibioticos, compuestos derivados de plantas, DILI, farmacos antitiroideos,
microbiota intestinal, paracetamol, tacrina.

ABSTRACT

Drug-induced liver injury (DILI) is an adverse reaction produced by medicinal plants,
xenobiotics and medications that leads to liver disease and abnormal liver serology.
Currently, due to aging of the population, the consumption of herbal supplements and
polypharmacy, there is a growing incidence of DILI. However, the limited knowledge about
the mechanisms involved in the development of DILI leds to new research on the
pathophysiogenic processes. The role of the gut microbiota is being studied, since it is
fundamental in the metabolism of drugs and in liver homeostasis through the intestine-liver
axis. This Final Degree Project (TFG) is focused on carrying out an exhaustive bibliographic
review on the role of the gut microbiota in the development of the different types of DILI.
Alteration of gut microbiota has been found to be implicated in liver damage induced by
antibiotics, non-antibiotic drugs and by plant-derived compounds.

Keywords: acetaminophen, antibiotics, antithyroid drugs, DILI, gut microbiota, plants-
derived compounds, tacrine.
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1. INTRODUCCION

1.1 Dafo hepatico inducido por farmacos (DILI)

1.1.1 Definicion de DILI

El dafio hepéatico inducido por farmacos (DILI) es una lesion producida por
medicamentos, plantas medicinales y xenobidticos que conduce a una disfuncién hepética o
una serologia hepética anormal (Huang et al., 2020). El dafio en los hepatocitos puede estar
causado por la activacion de metabolitos intermedios quimicamente activos que generan
estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial y estrés del reticulo endoplasmico, los cuales pueden
conducir a la muerte celular. Los mecanismos antioxidantes como el glutation y las
actividades superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa se ven comprometidos
durante DILI, generando un desequilibrio entre sistemas oxidantes y antioxidantes
(Villanueva-Paz et al., 2021).

Los sintomas de DILI son bastante inespecificos. Incluyen fatiga, nauseas, dolor
abdominal e ictericia, signos que son frecuentes en afecciones hepaticas de distintas
etiologias. Un grupo consenso internacional y la Asociacion Europea para el Estudio del
Higado (EASL, de sus siglas en inglés) han propuesto algunos criterios umbral para la
definicion de un caso de DILI. Entre ellos, se encuentran la elevacion de la actividad alanina
aminotransferasa sérica (ALT) > 5 veces el limite superior normal (LSN), la actividad
fosfatasa alcalina sérica (ALP) > 2 x LSN o la combinaciéon de ALT > 3 x LSN con elevacion
simultdnea de la bilirrubina total (TBL, de sus siglas en inglés) superior a 2 x LSN
(Villanueva-Paz et al., 2021). La relacion R es una expresion cuantitativa del patron de la
lesion y se define como la relacion existente entre los valores séricos de ALT y ALP,
expresados como multiplos de ULN (limite superior de la normalidad) al inicio de la lesién
(Teschke y Uetrecht, 2021).

Estudios retrospectivos realizados en pacientes del Hospital Universitario de Sahlgrenska
(Suecia) y la base de datos de investigacion de practica general con sede en el Reino Unido,
sefialan que la incidencia anual de DILI se estableci6 en 2,3 y 2,4 casos por 100.000
habitantes. Sin embargo, estudios prospectivos realizados en Francia e Islandia, determinaron
que la incidencia fue de 13,9 y 19,1 casos por 100.000 habitantes. Debido al envejecimiento
de la poblacién, el el consumo de suplementos herbales y dietéticos y la polimedicacion se

espera que aumenten los casos de DILI en un futuro (Villanueva-Paz et al., 2021).

1.1.2 Tipos de DILI



Distintos factores pueden producir dafio hepatico por lo que la patologia y los sintomas
varian entre individuos. DILI se puede clasificar atendiendo a distintos criterios: en funcion
de sus patrones bioguimicos y sus hallazgos histologicos y en funcién de la respuesta que se
produce al farmaco.

1.1.2.1 Patrones bioquimicos y hallazgos histologicos

e Hepatocelular: La lesién hepatocelular se caracteriza por necrosis de las células
hepaticas, una inflamacién concomitante y una elevacion de las transaminasas séricas
relacionada con el dafio de los hepatocitos provocado por la toxina (Villanueva-Paz et al.,
2021).

e Colestasico: El dafio colestasico se manifiesta por el incremento de las actividades de
ALP y y-glutamiltranspeptidasa (y-GT) y la concentracion de bilirrubina conjugada en suero,
lo que se relaciona con una alteracion del flujo de bilis y su deposito en el higado (Villanueva-
Paz et al., 2021). Ademés, se puede producir lesion o proliferacion de los conductos biliares,
manteniendose las actividades ALT y AST (aspartato aminotransferasa) minimamente
elevadas (Quintds et al., 2021). La combinacion de la actividad antibiotica
amoxicilina/clavulanico es el principal causante del DILI colestasico (Huang et al., 2020).

e Hepatocelular y colestasico (mixto): Se caracteriza por tener una relacion R de 2,5.

Generalmente predomina la lesion mixta sobre las dos anteriores (Teschke y Uetrecht, 2021).

1.1.2.2 Tipos de respuesta al farmaco

e Dependiente de la dosis o intrinseco: El DILI intrinseco se desarrolla de forma dosis
dependiente del farmaco, no presenta predisposicion genética y predecir su aparicion es
relativamente sencillo. Esta producido por la accion citotoxica del farmaco o su metabolito.
Normalmente, aparece en un periodo corto de tiempo (Teschke y Uetrecht, 2021).

e Idiosincréasico: EI DILI idiosincrasico estd causado por la constitucion del individuo,
es independiente de la dosis y no se puede predecir (Yokoi y Oda, 2021). Tiene un periodo de
latencia variable (Teschke y Uetrecht, 2021). Esta relacionado con reacciones coordinadas
con la inmunidad y la inflamacion durante la exacerbacion del dafio hepatico. Asimismo, se
ha sugerido que los metabolitos reactivos estan involucrados en la aparicion de DILI
idiosincratico (Yokoi y Oda, 2021).

1.1.3 Patogénesis de DILI
DILI implica la lesion directa por farmacos y la activacion posterior de vias
inflamatorias. Depende de un entorno ambiental especifico y de la genética del individuo.

Generalmente son el resultado del metabolito del farmaco de fase | y la familia de proteinas
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del citocromo polimorfico P450 (CYP). Aunque, también pueden surgir del metabolismo de
fase Il (Boelsterli, 2002). El dafio producido por el farmaco se propaga a través de fendmenos
de estrés celular, inhibicion mitocondrial o reacciones inmunes concretas (Russmann et al.,
2009).

Las respuestas inmunes especificas se desencadenan con la union del farmaco al
antigeno leucocitario humano (HLA), que se presentan a las células T y se reconocen como
antigenos. Los neoantigenos se disponen posteriormente en las células presentadoras de
antigenos para activar la formacidon de anticuerpos (Robin et al., 1997). Se cree que la
produccion de metabolitos reactivos y auto-anticuerpos no es suficiente para desencadenar la
respuesta inmune y se requiere de una segunda sefial conocida como “sefial de peligro”
(Uetrecht, 1999). Esta sefial activa vias de sefializacion para el estrés oxidativo o el dafio
celular resultando en dafio hepatico inmunomediado. La sefial puede ser de distintos tipos
como un farmaco separado, un virus, una infeccion bacteriana o la liberacion de citoquinas

en una reaccion inflamatoria (Matzinger, 1998; Park et al., 2000).

Los tres fendmenos anteriores conducen a la transicion de permeabilidad mitocondrial
(MPT), provocando un aumento de la permeabilidad y la entrada de protones a través de la
membrana interna, alterando, de este modo, la sintesis de ATP. Esto produce, la expansion de
la membrana mitocondrial externa liberando citocromo C y otras proteinas pro-apoptéticas al
citoplasma (Malhi y Gores, 2008). El estrés celular inicia la via directa en la que se activan las
proteinas proapoptoticas y se inhiben las proteinas antiapoptoticas para luego activar la MPT.
Por otra parte, las reacciones inmunitarias activan la via extrinseca, donde la presentacion del
antigeno hace que las células de Kupffer liberen el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y
ligando FAS (FasL). TNFa y FasL se unen posteriormente a receptores intracelulares de
muerte y proteinas de dominio de muerte para activar la caspasa 8 conllevando a la formacion
del complejo de sefializacion que induce la muerte (DISC). A su vez, la caspasa 8 activa bcl-
2, que junto con DISC conducen a MPT (Kaplowitz, 2002). Finalmente, el ultimo paso
implica apoptosis 0 necrosis. La apoptosis es dependiente de ATP, de modo que solo se puede
llevar a cabo si el MPT no ocurre rapidamente. En presencia de ATP, el citocromo C se une a
una proteina de andamiaje citoplasmatica y a la pro-caspasa 9, formando un apoptosoma. Este
activa las caspasas produciendo la condensacion y fragmentacién citoplasmatica y nuclear.
Por ultimo, los residuos producidos se eliminan por fagocitosis (Malhi y Gores, 2008). De
otra manera, la necrosis surge porque la funcion mitocondrial se ve fuertemente

comprometida por MPT vy el agotamiento del ATP. El resultado es una interrupcion de los


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaplowitz+N&cauthor_id=12016545

procesos celulares que implica la formacion de vesiculas, oxidacién de actina, hinchazén
celular y la ruptura de la membrana celular (Figura 1) (Kaplowitz, 2002). Histolégicamente,
la lesion hepatica inducida por farmacos se observa como una combinacion de dafio

apoptdtico y necrético que conduce a la idea de que ambos procesos se producen en conjunto.
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Figura 1. Mecanismos bioquimicos de DILI. Los metabolitos toxicos se generan a traves del CYP450 y
provocan dafio mitocondrial a través de la via intrinseca, extrinseca o de la inhibicion mitocondrial
directa. MPT produce la interrupcion de la membrana mitocondrial. En presencia de ATP, se genera un
apoptosoma v las células se degradan por fragmentacion y apoptosis. En ausencia de ATP, se incrementa
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, aumentando el calcio y el sodio citoplasmatico,
produciendo la lisis celular, la necrosis y la liberacion de citoquinas (Modificada de Au et al., 2011).

1.2 Microbiota intestinal

1.2.1 Definicion y origen de microbiota intestinal. Disbiosis

La microbiota intestinal estd formada por un nimero de 10 a 100 billones de
microorganismos que residen en el intestino. La microbiota, junto con su genoma, el
microbioma, proporciona a los humanos las caracteristicas genéticas y de desarrollo que no
poseen por si mismos. La microbiota humana esta compuesta por arqueas, Virus
(bacteridfagos), hongos y otros organismos eucariotas (Cammarota et al., 2014). A su vez, se
diferencian los microorganismos autdctonos o indigenas y los aléctonos o transitorios (Milani
et al., 2017). Su composicion puede verse afectada por diversos factores ambientales como el
pH, los niveles de oxigeno, el estado redox, la disponibilidad de agua y de nutrientes y la

temperatura (Ursell et al., 2012).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaplowitz+N&cauthor_id=12016545

Tras el nacimiento, el intestino es estéril, pero se coloniza rapidamente y su composicion
depende de la microbiota materna y del tipo de alimentacién (Cammarota et al., 2014). La
microbiota tiene un papel muy importante en la salud humana, regulando procesos
homeostéticos, controlando vias metab6licas, metabolizando nutrientes, produciendo
vitaminas, en el desarrollo y maduracion de las mucosas, regulando la motilidad
gastrointestinal y en el mantenimiento de la integridad de la barrera del epitelio intestinal
(Spor et al., 2011). Estudios metagendémicos han puesto de manifiesto que las caracteristicas
de la microbiota esta relacionada con la aparicion de enfermedades intestinales en bebés o en
edades posteriores, ademas de otro tipo de patologias como asma o trastornos metabdlicos
(Milani et al., 2017).

Se distinguen tres enterotipos: el enterotipo 1 formado principalmente por Bacteroides; el
enterotipo 2 por Provotella; y el enterotipo 3 por Rumminococcus. La presencia de un
enterotipo u otro va a depender del tipo de dieta a largo plazo. Dietas ricas en grasas y
proteinas potencian el desarrollo de los enterotipos 1 y 3, mientras que dietas ricas en

carbohidratos favorecen el crecimiento del enterotipo 2 (Arumugam et al., 2011).

1.2.2 Modulacion de la microbiota intestinal
La modulacién de la microbiota es un concepto ancestral e innato para los humanos
(Leach, 2013). Actualmente, se conoce que los antibioticos acttan sobre los microorganismos
intestinales destruyendo tanto las bacterias patégenas como las protectoras (Jernberg et al.,
2010). A su vez, los antibidticos absorbibles atacan a la microbiota gracias a su amplia
difusion sistémica. La alteracion de la microbiota por el uso de antibidticos puede

desencadenar resistencias a los mismos (Cammarota et al., 2014).

Por otra parte, los probidticos son microorganismos vivos que en cantidades adecuadas
producen efectos beneficiosos para la salud del huésped (Hotel y Cordoba, 2001). Los
probidticos se utilizan en enfermedades relacionadas con la microbiota intestinal para
restablecer la homeostasis. Entre los probioticos destacan bacterias como Lactobacillus y
Bifidobacterias (Dinleyici et al., 2012). Sus mecanismos de accion son muy variados,
destacando la inhibicion de la adhesion microbiana, el establecimiento del entorno luminico
restrictivo, la produccion de péptidos con propiedades antibacterianas y la induccion de la
respuesta del sistema inmune (Ng et al., 2009). EI empleo de probioticos enfocado al
tratamiento de una enfermedad concreta es complejo debido a la gran heterogeneidad en
términos de administracion, cepa, dosis y duracion del tratamiento (Bron et al., 2011). No

obstante, se ha probado el potencial terapéutico de los probidticos sobre sus efectos
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metabdlicos. Los probioticos a nivel del microbioma producen cambios en la composicion
microbiana dirigidos hacia un perfil beneficiosos basado en una reduccion en la proporcién de
Firmicutes y Bacteroides e incrementando la proporcion del género Bifidobacterium (Porras
et al., 2018). A su vez, los tratamientos que implican probidticos reducen los niveles de las
aminotransferasas séricas y los efectos de la reduccion del contenido lipidico sérico o hepatico
(Aller et al., 2011; Wong et al., 2013; Nabavi et al., 2014; Famouri et al., 2017).

Los prebioticos fueron definidos por primera vez en 1995 por Gibson y Roberfroid como
"alimento no digerible que afecta beneficiosamente al huésped al estimular selectivamente el
crecimiento o la actividad de un nimero limitado de especies bacterianas ya presentes en el
colon, mejorando asi la salud del huésped” (Gibson y Roberfroid, 1995). Aunque esta
acepcion ha sido modificada por Roberfroid en 2007: “Un prebidtico es un ingrediente
fermentado que permite cambios especificos, tanto en la composicion o actividad en el tracto
gastrointestinal que confieren beneficios sobre el bienestar del huésped y salud’’ (Langlands,
2004; Roberfroid, 2007). Para que un alimento pueda ser considerado como prebiotico debe
cumplir con varios criterios: ser resistente a hidrolisis por via digestiva y a la secrecion del
acido gastrico, absorcion en el tracto gastrointestinal superior y fermentacion por la
microbiota intestinal (Slavin, 2013). Los prebioticos pueden emplearse para estimular el
crecimiento de diferentes grupos bacterianos a través de interacciones cruzadas. Una de las
claves principales para promover los beneficios en la salud es su capacidad para producir
acidos grasos de cadena corta que regulan funciones dentro y fuera del intestino (Blaak et al.,
2020). De las sustancias que presentan potencial como prebidticos, los mas reconocidos son
los fructanos de tipo inulina (inulina, oligofructosa y fructooligosacaridos) y los galactanos
(galactooligosacéaridos) (Wilson y Whelan, 2017). Si bien, se estan investigando otros
compuestos potenciales como la lactulosa, la celulosa, los almidones resistentes, las

hemicelulosas, las gomas y las pectinas (Porras et al., 2018).

Los polifenoles son compuestos vegetales caracterizados por poseer en su estructura
quimica, al menos, dos anillos de fenilo y uno o mas sustituyentes hidroxilo (Han et al.,
2007). Componen un grupo formado por compuestos muy heterogéneos que se pueden dividir
en flavonoides o no-flavonoides en funcion de su complejidad (Singla et al., 2019). Se
investigan por su papel frente a distintas patologias, ya que son capaces de contrarrestar los
efectos de las enfermedades metabolicas. A su vez, no se digieren totalmente en el tracto
gastrointestinal, sufriendo transformaciones cuando llegan al intestino grueso. Esto hace que

se consideren sustancias prebidticas. La presencia del grupo fenol en su estructura les confiere



actividad antimicrobiana y son capaces de impedir la formacion de biopeliculas, lo cual puede
influir en la composicién de la microbiota intestinal (Porras et al., 2018). Se han probado
diversos polifenoles, entre los que se encuentran la quercetina o los flavonoides del té verde,
entre otros (Pisonero-Vaquero et al., 2015). Destaca la relacion existente entre los polifenoles
y Akkermansia. Akkermansia es capaz de mantener la integridad de la barrera intestinal y de
preservar la capa de moco evitando la alteracién del eje intestino-higado (Gil-Cardoso et al.,
2016). En un estudio reciente llevado a cabo en ratas a las que se les administrd quercetina y
A. muciniphila se demostré dicha relacién, ya que se observo una disminucion significativa de
la esteatosis hepatica. Ademas, redujo los niveles de triglicéridos hepéticos y el nimero y
tamafio de las gotas lipidicas en el higado. En cuanto a la poblacién microbiana, la accién
simbidtica condujo a un nimero bacteriano mayor y una disminucion del indice de Shannon.
Entre las poblaciones bacterianas aumentd el filo Cyanobacteria, y los géneros Blautia y
Coprobacillus y se redujo la poblacion de Actinobacteria y la clase Bacilli entre otros (Juarez-
Fernandez et al., 2021).

La infusion fecal o bacterioterapia fecal hace referencia a la introduccion de un filtrado
liqguido de heces de un donante sano en el tracto gastrointestinal de un paciente para el
tratamiento de enfermedades especificas (Zhang et al., 2012). Se llevo a cabo por primera vez
como terapia en 1958 para tratar la colitis pseudomembranosa producida por Clostridium
difficile (Eiseman et al., 1958). Al considerar la microbiota intestinal como un dérgano, esta
practica se entiende como un trasplante de organos, que se ha realizado en diversas
enfermedades intestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal y el sindrome
metabolico (O'Hara y Shanahan, 2006). Generalmente, el trasplante de la microbiota fecal se
ha llevado a cabo a partir de un donante sano. Sin embargo, existen ventajas a la hora de
utilizar las heces propias entre las que se encuentran el menor riesgo de infecciones y mayor
efectividad porque el injerto es optimo (Hanssen et al., 2021). Ademas, se ha valorado la
posibilidad de realizar el trasplante de la microbiota fecal después de las mejoras obtenidas en
dicha microbiota con el tratamiento con prebidticos (Porras et al., 2018). No obstante, existen
varios desafios a la hora de aplicar esta técnica como la seleccion de donantes, el
procesamiento de las muestras de heces, la realizacién de una Unica infusiobn o varias

infusiones o el empleo de antibioticos (Delaune et al., 2018).

Por ultimo, el ejercicio fisico es fundamental en la reduccién de los sintomas
cardiovasculares, mejorar el estado metabolico y contrarrestar los efectos producidos por la

obesidad (Porras et al., 2018). La actividad fisica mejora el estado metabdlico porque



contribuye a reducir la expresion de enzimas lipogénicas, mejorar la absorcion de acidos
grasos por parte del masculo, modular las adipoquinas o atenuar el estrés oxidativo en el
higado (Ordonez et al., 2015). Un estudio reciente ha identificado los géneros bacterianos que
responden fundamentalmente a la actividad fisica los cuales son Firmicutes y Actinobacteria
(Dalton et al., 2019). Los estudios que establecen la relacién entre el ejercicio fisico y la
microbiota estan relegados practicamente a los modelos animales, pero en 2018 se llevo a
cabo un ensayo clinico examinando los efectos del ejercicio fisico en el intestino humano.
Este estudio demostré que la modulacién en la composicion y funcién de la microbiota basada
en el entrenamiento produjo una disminucion de Bacteroides y un incremento de
Faecalibacterium y Lachnospira seguido de un aumento de los &cidos grasos de cadena corta
fecales (Allen et al., 2018). De modo que el ejercicio afecta a la funcionalidad de la
microbiota intestinal alterando la concentracion de acidos grasos de cadena corta y de
aminodacidos ramificados (Quiroga et al., 2020). En 2019 se realizé un ensayo preclinico en
ratas en el que se mostro que las ratas sometidas a ejercicio fisico tras la alimentacion con una
dieta alta en grasas (HFD, por sus siglas en inglés) presentaban una reduccion en el namero de
gotas lipidicas hepaticas, una mejora del dafio hepatico determinado por los niveles de ALT,
AST vy lactato deshidrogenasa (LDH) y un aumento del nivel de albimina plasmatica. Estos
resultados demuestran el efecto protector que posee el ejercicio fisico sobre el estado

metabolico (Carbajo-Pescador et al., 2019).

1.2.3 Papel que desempefia su alteracion en enfermedades hepaticas

La microbiota intestinal mantiene la homeostasis inmunitaria del higado a través del eje
intestino-higado como se muestra en la Figura 2. El higado contiene gran cantidad de células
inmunitarias entre las que se encuentran los linfocitos natural killer (NK), las células de
Kupffer y las células T. La microbiota intestinal es capaz de producir antigenos, patdgenos y
endotoxinas que activan las células T y las células de Kupffer presentes en el higado
desencadenando la respuesta inmune innata y adaptativa. A su vez, los productos derivados de
las bacterias y las toxinas pueden acceder al higado y alterar la homeostasis en caso de que el
sistema inmune esté previamente desestabilizado o si la barrera natural del intestino esta
alterada. Gran cantidad de productos tdxicos derivados del intestino ingresan en el higado, son
reconocidos por los TLR (receptor tipo Toll) y provocan una respuesta inflamatoria, la muerte
directa de las células hepéticas o dafio hepatico crénico. La interaccidn entre la microbiota
intestinal y el higado involucra maltiples procesos celulares, incluyendo el metabolismo, la

inmunidad y las sefiales neuroendocrinas. En consecuencia, el eje intestino-higado tiene un



papel muy importante en distintas enfermedades hepaticas como la enfermedad hepética
alcohdlica, la hepatitis cronica, el cancer de higado y el dafio hepéatico producido por farmacos
(Chen 'y Chen, 2021).
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Figura 2. Papel de la microbiota en el eje inmunitario intestino-higado. Al utilizar los sustratos metabolicos,
la microbiota origina varios metabolitos activos que alcanzan la vena porta hasta llegar al higado. En
segundo lugar, la microbiota puede regular la respuesta inmune hepatica a través de metabolitos y
PAMPs (patrones moleculares asociados a patdgenos) (Modificada de Chen y Chen, 2021).

1.3 Modelo animal

1.3.1 Descripcion de modelo animal y principales caracteristicas

Un modelo animal es una especie no humana que se usa en el ambito cientifico de la
investigacion porque puede manifestar aspectos de una enfermedad humana. Los modelos
animales posibilitan el estudio y la obtencion de informacién de una enfermedad y de su
diagnodstico, su prevencién o posibles tratamientos. Ademas, permiten la realizacion de
experimentos que éticamente no se pueden realizar en los seres humanos (National Institutes
of Health, 2022).

Russel y Burch introdujeron por primera vez los aspectos éticos en las técnicas de
laboratorio incluyendo el Principio de las 3R. Cada R representa un principio para el uso ético
de los animales de experimentacién. Estos principios son Reduccion, Reemplazo y
Refinamiento. La Reduccion hace referencia a la aplicacion de métodos que permitan utilizar
el menor nimero de animales en un protocolo. EI Reemplazo busca alternativas al uso de
animales. Y el Refinamiento tiene como objeto la aplicacién de métodos que eviten o

reduzcan el sufrimiento animal (Andersen y Winter, 2019).

Los modelos animales se pueden dividir en dos grandes clases: los basados en analogia y

los basados en la homologia. Los basados en la analogia se asientan sobre estructuras



similares con funciones similares, mientras que los basados en la homologia lo hacen sobre
estructuras que derivan del mismo precursor evolutivo y, en consecuencia, poseen funciones

iguales o similares (Davidson et al., 1987).

A su vez, se diferencian tres categorias de modelos animales (Davidson et al., 1987;
Zwierzyna y Overington, 2017):
1. Modelos inducidos o experimentales: Reproducen las condiciones que se observan en
la especie original a través de una induccidn artificial.
2. Modelos naturales o espontaneos: Se asemejan a alguna condicién de la especie
original por una variacion genética natural.
3. Modelos animales transgénicos: Se introduce la mutacion del gen relacionada con la

enfermedad mediante técnicas de ingenieria genética.

La seleccion del modelo animal para la investigacion se basa en los siguientes criterios:
¢ ldoneidad como analogo.

e Transferibilidad de la informacion.

e Uniformidad genética de los organismos.

e Conocimiento previo de sus propiedades bioldgicas.

e Coste y disponibilidad.

e Generalizacion de los resultados.

e Facilidad y adaptabilidad de la manipulacién genética.

e Consecuencias ecoldgicas e implicaciones éticas.

La eleccién de un animal como modelo no solo depende de estos aspectos, también
influye la practica habitual dentro de una disciplina, la existencia de eventos que puedan
complicar el procedimiento o el conocimiento de la patologia que se quiere estudiar y de las
caracteristicas especiales del animal, que pueden hacer que una especie sea singularmente util
(Davidson et al., 1987; Hernandez, 2006).

1.3.2 Modelos animales utilizados en DILI en estudios preclinicos

1.3.2.1 Requisitos para ser un modelo animal ideal de DILI

La obtencion de un modelo animal de DILI es un factor critico en los estudios preclinicos
de esta enfermedad, ya que la modulacién del sistema inmunitario en el desarrollo de DILI no

se puede llevar a cabo sobre el cultivo de células y tejidos in vitro (Pan et al., 2019).

Se puede inducir DILI en modelos animales mediante el empleo de diversos

medicamentos administrados a través de distintas vias obteniendo resultados variables en los
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animales. A dia de hoy, existen modelos animales basados en roedores y no roedores. No
existe ninguna indicacion de que los modelos de no roedores sean superiores debido a la

similitud fisiolégica entre su cuerpo y el cuerpo humano (Pan et al., 2019).

Los principales requisitos para ser un modelo animal ideal de DILI son (Jaeschke et al.,
2013):

e Semejanza clinica con DILI humano: Dosis, curso temporal y patologia similares.

e Mecanismo similar con DILI humano: Similitud en el desarrollo fisiopatoldgico.

e Conveniencia experimental: Los animales desarrollan el dafio en dias o semanas.

A pesar de que los modelos animales pueden reproducir la patologia hepatica humana en,
al menos, un 70%, la investigacion basada en animales no permite obtener una prediccion

completa de los resultados en los humanos (Pan et al., 2019).

1.3.2.2 Rata

La rata es el animal modelo méas empleado en los estudios preclinicos de DILI debido a
su facilidad de uso (Jaeschke et al., 2013). Se han empleado distintas cepas de ratas en los
estudios preclinicos entre las que destacan las ratas Wistar, Sprague-Dawley y Listerhooded
(Yip et al., 2018; Behr et al., 2019; Li et al., 2019; Luo et al., 2021). Ademas, se han
empleado como modelo animal de DILI inducido por antibioticos, por CCls, por tacrina o por
tetraciclina (Jaeschke et al., 2013; Yip et al., 2018; Behr et al., 2019; Pan et al., 2019).

1.3.2.3 Raton

Los ratones son la segunda especie mas utilizada en el estudio preclinico de DILI
gracias a su facilidad de uso y a su relevancia clinica. Ademas, a veces se prefiere el uso del
raton al de la rata debido a la disponibilidad de genes knock-out en ratones y de subcepas
transgénicas (Jaeschke et al., 2013). Por ejemplo, los ratones son el animal de eleccién a la
hora de estudiar el DILI inducido por paracetamol debido a la similitud que presenta con los
seres humanos el desarrollo de esta patologia. El principal inconveniente es la diferencia del
curso temporal de la lesién hepatica entre ratones y humanos, la cual se desarrolla un poco
mas rapido en ratones (McGill et al., 2012). Los ratones se han empleado en el estudio de
DILI inducido por paracetamol, tioacetamida o antiinflamatorios no esteroideos (Jaeschke et
al., 2013; Pan et al., 2019).

1.3.2.4 Otros modelos animales de DILI
Ademas de ratas y ratones se han utilizado otros roedores y mamiferos como modelo de

DILI como cobayas, gatos y hamsteres. A pesar de haber obtenido resultados éptimos en estos
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estudios, las limitaciones en el pequefio nUmero de muestras y la falta de similitud en ciertos
aspectos fisiologicos con los seres humanos ha hecho que queden desplazados por el empleo
de ratas y ratones fundamentalmente (Eder, 1964; Boxill et al., 1958; Potter et al, 1974).

2. OBJETIVOS

La alta incidencia de DILI en la poblacion, el incremento esperable en los préximos afios
y el escaso conocimiento sobre los mecanismos implicados en la aparicion de DILI ha llevado
a que las investigaciones se centren en tratar de averiguar los procesos fisiopatogénicos
involucrados en el desarrollo de toxicidad hepatica frente a farmacos. Actualmente, se esta
explorando el papel de la microbiota intestinal en el desarrollo de DILI, debido a que
desempefia un papel muy importante en la metabolizacion de los farmacos y en la
homeostasis del higado a través del eje intestino-higado, por lo que se propone la implicacion
de la microbiota intestinal directa o indirectamente en el desarrollo de DILI. Ademas, es
sabido que el eje intestino-higado tiene una labor fundamental en la aparicion de
enfermedades a nivel hepético, lo que ha llevado a que en los ultimos afios se hayan probado
estrategias terapéuticas basadas en la modulacion de la microbiota intestinal enfocadas a la

mejora del dafio hepatico.

Por todo ello, el objetivo principal de esta revision bibliografica consiste en recopilar y
analizar los resultados existentes acerca del papel que tiene la microbiota intestinal en el

desarrollo de los distintos tipos de DILI.

Con el fin de profundizar en el tema y lograr un buen desarrollo del objetivo general se

pretenden alcanzar los siguientes objetivos especificos:

e Analizar y describir el efecto hepatotoxico que ejercen los antibidticos y su relacion
con la alteracion de la microbiota intestinal.

o Establecer el papel de los compuestos derivados de plantas en el desarrollo de DILI y
la implicacion de la microbiota intestinal en dicho desarrollo.

e Analizar y describir la relacidn existente entre la microbiota intestinal y los farmacos

no antibidticos en la produccion de DILI.

3. METODO

Para la redaccion de este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se ha llevado a cabo una
revision bibliografica sobre el papel que desempefia la microbiota en el desarrollo de DILI
inducido por farmacos antibiéticos, no antibidticos y compuestos derivados de plantas con

utilidad terapéutica.
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Las fuentes de informacion utilizadas se han obtenido de la busqueda de articulos
cientificos a traves de las siguientes paginas web: Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), Google  académico  (https://scholar.google.es),

ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com) y ResearchGate

(https://www.researchgate.net).

Los articulos utilizados han sido revisiones bibliogréaficas, ensayos clinicos y ensayos
pre-clinicos. En algunas ocasiones se han filtrado los articulos por antigiiedad no superior a
5 afios y la disponibilidad del texto en inglés. De esta forma se ha intentado que la

informacion compilada sea lo mas reciente posible.

Las palabras clave empleadas en la basqueda de articulos cientificos fueron las

99 13

siguientes: “modulation of gut microbiota”, “drug-induced liver injury”, “hepatotoxicity”,

“DILI pathogenesis”, “animal model”, “animal models in DILI”, “antibiotic-induced DILI”,

“gut microbiota and DILI".

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DILI producido por antibioticos y su relacion con la alteracion de la microbiota
intestinal

Para comprobar el efecto de distintos antibidticos sobre el dafio hepatico y la microbiota
intestinal, se realizd un ensayo preclinico en ratas tratandolas con una combinacion de
antibioticos formada por ampicilina, neomicina y metronidazol con una concentracion de 1
g/L en agua potable durante el periodo experimental. Tras su administracion, se redujo la
proporcion de Bacteroides y Firmicutes, y se incrementd la concentracion de Proteobacteria
(Hu et al., 2015). En un estudio similar realizado en 2019, el tratamiento con 1 g/L en agua de
bebida durante dos semanas con dichos antibioticos alteré el numero de bacterias Gram-,
como Enterobacterias, Bacteroides y Firmicutes, lo que es consistente con los resultados
obtenidos en el ensayo anterior (Yildirim et al., 2019). En cuanto a las actividades séricas de
ALT y AST, en el primer estudio aument6 el marcador ALT, lo cual es un indicativo de que
los antibidticos indujeron hepatotoxicidad. Sin embargo, el valor de AST no sufrié grandes

alteraciones tras la administracion (Hu et al., 2015).

Respecto a las alteraciones histoldgicas observadas en ambos estudios, el tratamiento con
antibioticos produjo esteatosis hepatica, necrosis celular, vacuolizacion y aumento de depdsito

de lipidos en el citoplasma de las células hepaticas (Huet al., 2015; Yildirim et al., 2019). A
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su vez, los antibidticos produjeron un incremento de los marcadores de inflamacién como
TNF-a, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-2 (COX2) (Hu et al., 2015).

Por otra parte, el grupo de Zhang et al. llevé a cabo un ensayo preclinico en ratones
tratados con penicilina. Los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos con la
combinacion de antibidticos descrita previamente. Se produjo una alteracion de las
comunidades microbianas que alberga la microbiota intestinal, predominando los géneros
Bacteroides, Bifidobacterium y Lactobacillus, entre otros. En cuanto a la histologia del tejido
hepatico, los cordones hepaticos se encontraban desordenados, se produjo infiltracion de
granulocitos neutréfilos en los hepatocitos, aumento de la acumulacion lipidica y pérdida de

los limites celulares, lo que indico la existencia de dafio hepético (Zhang et al., 2022).

Estos resultados (Tabla 1) indican la coexistencia de lesion hepéatica acompafiada de
alteraciones significativas de la composicion de la microbiota intestinal como consecuencia
del tratamiento con antibioticos.

Tabla 1. Principales efectos hepatotéxicos producidos por los antibiodticos y su relacion con la alteracion
de la microbiota intestinal. Fuente propia.

FARMACO TIPO DE ENSAYO RESULTADOS FUENTE
Combinacién Ensayos preclinicos e Reduccién: Bacteroides, (Huetal.,
de antibidticos en ratas Sprague-Dawley Firmicutes y Proteobacterias 2015;
(ampicilina, administradas con 1g/L e Incremento: Proteobacterias y Yildirim
neomicina y en el agua de bebida ALT et al
metronidazol) e Alteraciones histologicas 2015;
Penicilina Ensayo preclinico en e Alteracion de Bacteroides, (Zhang et

ratones inoculados con Bifidobacterium y al., 2022)
penicilina en el agua de Lactobacillus
bebida durante 8 semanas e Alteraciones histolégicas

ALT: Alanina aminotransferasa

Estos estudios demuestran que la alteracion de la microbiota intestinal esta implicada en
el desarrollo de DILI debido a que participa en la metabolizacién de los antibioticos.
Principalmente, se han observado cambios en las poblaciones bacterianas y alteraciones en el

tejido hepatico responsables del deterioro del mismo.

4.2 DILI producido por compuestos derivados de plantas y su relacion con la
alteracion de la microbiota intestinal
4.2.1 Triptolide
El triptolide es el principal componente bioactivo de Tripterygium wilfordii Hook F
que posee propiedades antiinflamatorias y autoinmunes, pero, a su vez, puede generar
hepatotoxicidad. Se ha demostrado en un ensayo preclinico la relacion entre la administracion

del triptolide y la modificacion de la microbiota intestinal (Wu et al., 2020). Los mecanismos
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hepatotoxicos del triptolide, provocando dafio en la membrana celular, disrupcion
mitocondrial, disfuncion del metabolismo, estrés del reticulo endoplasmico y oxidativo,
autofagia y apoptosis han sido descritos previamente (Xi et al., 2017). Un estudio preclinico
(Tabla 2) llevado a cabo en ratones demostrd que la microbiota intestinal protege el higado
del triptolide, ya que es fundamental en el metabolismo del farmaco. Para ello, los ratones se
trataron con antibiéticos (ampicilina, neomicina, metronidazol y vancomicina) disueltos en
agua durante 7 dias y triptolide, y tras el tratamiento se trasplantaron con microbiota
intestinal. El triptolide se administré via intraperitoneal durante 14 dias y el transplante
microbiano intestinal se realizé de manera diaria a lo largo de 3 dias y empezé un dia después
del tratamiento con antibidticos. La mortalidad de los animales tratados con triptolide tras la
administracion de antibioticos fue de un 25% de los casos, a diferencia de los que solamente
se trataron con triptolide que sobrevivieron en su totalidad. No obstante, la recuperacion de la
microbiota intestinal revirtio este efecto (Huang et al., 2020). El efecto hepatotoxico del
triptolide junto antibioticos se ha corroborado en estudios posteriores (Tabla 2), en los que se
observé un aumento de las actividades sericas de ALT y AST (Liu et al., 2022). Ademas de
llevar asociado disbiosis intestinal, al analizar la microbiota intestinal de los animales se
observé que el triptolide redujo la presencia de Firmicutes de manera significativa (Huang et
al., 2020).

Se observo que la alteracion de la microbiota intestinal fue capaz de incrementar la
circulacion de los acidos biliares y de los metabolitos relacionados con la -oxidacion de
acidos grasos en ratones tratados. En el higado, los metabolitos se encontraron incrementados,
salvo por la disminucion de carnitinas, acidos grasos de cadena larga y acidos biliares. La
alteracion de &cidos grasos y carnitina pudo estar producida por la disfuncion en la -

oxidacion de acidos grasos (Huang et al., 2020).

Un ensayo clinico realizado en pacientes con dafio hepatico inducido por triptolide y
trasplantados con bacterias fecales advirtié las mismas alteraciones en la microbiota intestinal
que habia observado el grupo de Huang et al., en ratas y, a su vez, determind que el triptolide
era capaz de reducir la diversidad microbiana del intestino y la abundancia relativa de

Lactobacillus rhamnosus, lo cual se indica en la Tabla 2 (Hu et al., 2021).

En el ensayo de Huang et al, se probd el efecto del propionato sobre las caracteristicas
metabolicas del huésped. Se describid que los &cidos grasos de cadena corta, como el
propionato, mitigaron la hepatopatia congestiva. Sin embargo, el triptolide redujo la

concentracion de acidos grasos de cadena corta, produciendo una deficiencia de estos en el
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intestino. A su vez, se ha encontrado que el propionato es capaz de reducir la hepatotoxicidad,
ya que reduce la concentracion de éacidos grasos de cadena larga a través del bloqueo del
factor de transcripcion de unién a elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP1c), lo cual
restringe la sintesis de acidos grasos. El propionato parece actuar mediante la modulacion del
sistema inmune y del metabolismo como mecanismo protector hepético frente al triptolide
(Huang et al., 2020).

En otro estudio realizado en ratas se analizé el efecto que tiene el triptolide sobre la ruta
del receptor X farnesoide (de sus siglas en inglés, FXR) al reducir la actividad de Sirtl, lo
cual desregula genes involucrados en el metabolismo del higado produciendo dafio hepatico
(Tabla 2). Se emplearon ratas Wistar que se dividieron en dos grupos, ratas tratadas con
triptolide (400 pg/kg/dia) y tratadas con triptolide (400 pg/kg/dia) junto con el acido
obeticolico agonista de FXR (OCA) (15 mg/kg/dia). Ambos tratamientos tuvieron una
duracion de 4 semanas. En el grupo de ratas tratadas con triptolide se observo una
disminucion de la concentracion de NROB2 y FXR en hepatocitos de rata. Ademas, se
suprimio la expresion de glucosa-6-fosfato (G6PC), la bomba de exportacion de sales biliares
(BSEP) y la PEP carboxiquinasa (PEPCK). Los investigadores demostraron que Sirtl esta
implicado en la reduccién de FXR y, en consecuencia, en la interrupcion del metabolismo
hepatico. Asimismo, mostraron que OCA tenia la capacidad de prevenir la regulacion
negativa de FXR inducida por triptolide (Yang et al., 2017). En los animales tratados
exclusivamente con triptolide se observo un aumento de &cidos biliares totales y ALP y una
disminucion de las proteinas y glucosa, indicando dafio hepatico colestasico. Ademas, los
estudios histolégicos del higado mostraron que los animales presentaron una extensa necrosis
del parénquima hepatico, congestion de las vacuolas y proliferacion de las vias biliares (Yang
et al., 2017). Estas mismas alteraciones histoldgicas se observaron en otro estudio realizado

en ratones tratados con triptolide (Liu et al., 2022).

La inactivacion hepéatica de Sirtl produce disfuncion del metabolismo de los &cidos
biliares por medio de la regulacion negativa de la sefializacion de FXR (Purushotham et al.,
2012). Por lo tanto, Sirtl y la via de sefializacion de FXR interactian mutuamente en
respuesta a distintos estimulos en la regulacion de la homeostasis hepatica de acidos biliares,

colesterol y glucosa (Yang et al., 2017).

4.2.2 Geniposido
El genipdsido es el principal componente bioactivo de Gardeniae fructus y posee

multitud de funciones farmacoldgicas, entre las que se incluyen efectos beneficiosos como
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neuroprotector, antiinflamatorio y antioxidante, entre otros (Zhou et al., 2019). No obstante,
se han llevado a cabo diversos estudios con el fin de determinar el posible efecto hepatotoxico
del geniposido. A este respecto, en un estudio llevado a cabo en 1990, se describid la
capacidad del genipésido de incrementar las enzimas hepéaticas ALT y AST en ratas, y su
conversién a genipina marc6 una gran diferencia en su toxicidad (Tabla 2) (Yamano et al.,
1990). Para determinar el potencial toxico del genip6sido y de la genipina se llevé a cabo un
ensayo in vitro en células HepG2 en el que se observd que el genipdsido necesitaba
convertirse en genipina para ejercer su efecto hepatotoxico. Esto se demostr6 mediante el
cultivo de las células HepG2 en un medio con genipdsido en presencia 0 no de bacterias
intestinales, concretamente, Bifidobacterium longum HY8001 y Bacteroides fragilis. En el
primer caso se produjo mayor citotoxicidad, lo que pudo indicar que las bacterias empleadas
podrian estar implicadas en el metabolismo del geniposido para convertirlo en genipina. Estos
investigadores también probaron el efecto de la combinacion del genipdsido con una muestra
fecal humana como se indica en la Tabla 2, lo cual produjo citotoxicidad inducida por
genipina en las células, indicando que la actividad de la suspension fecal de microbiota
intestinal también podria estar implicada en el metabolismo del genipésido (Kang et al.,
2012).

Estudios mas recientes trataron de dilucidar el papel de la genipina en la hepatotoxicidad
del geniposido. Para ello, se llevaron a cabo dos ensayos preclinicos en ratas tratadas
oralmente con geniposido, antibioticos y B-glucosidasa. Tras el tratamiento con genipdsido se
observé un aumento de las concentraciones séricas de ALT y AST. El empleo de antibioticos
redujo las actividades de ALT y AST, mientras que el tratamiento con B-glucosidasa (enzima
implicada en la hidrolisis de geniposido a genipina) y genipdsido aumenté ALT y AST en el
suero. En cuanto a las alteraciones histoldgicas, la genipina indujo infiltracion de células

inflamatorias y necrosis hepatocelular (Li et al., 2019; Luo et al., 2021).

En el estudio realizado por Luo y colaboradores observaron que el tratamiento con
genipésido producia disbiosis intestinal regulando a la baja la abundancia relativa de los
géneros Lactobacillus y Romboutsia y al alza la de Enterococcus y Parasutterella. Ademas,
determinaron el efecto protector del butirato frente a DILI al favorecer la expresion y la vida
media de Nrf2 (Luo et al., 2021). Por otra parte, el de Li et al. determiné el papel clave de la
actividad glucosidasa microbiana intestinal en la formacion de dialdehido de genipina en

ratas, y que la union del dialdehido de genipina al grupo amino primario de los aminoacidos
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libres y a los residuos de lisina podria ser crucial en la hepatotoxicidad del genipésido (Li et

al., 2019) Ambos estudios se muestran en la Tabla 2.

Otro estudio mostr6 que el tratamiento con antibioticos (cefadroxilo, oxitetraciclina y
eritromicina) atenu6 la conversion del genipdsido a genipina, aumentando el nivel de
geniposido fecal (Jin et al., 2014). A su vez, en el estudio llevado a cabo por Li et al. se
describié que los antibidticos eran capaces de inducir la activacion de la B-glucosidasa
intestinal (Li et al., 2019). En consecuencia, el tratamiento con antibidticos atenu6 la
exposicion al genipdsido debido a la supresion de las actividades metabdlicas de la microbiota
intestinal (Tabla 2) (Jin et al., 2014; Li et al., 2019).

Tabla 2. Principales efectos hepatotoxicos producidos por compuestos derivados de plantas y su relacion
con la alteracion de la microbiota intestinal. Fuente propia.

FARMACO TIPO DE ENSAYO RESULTADOS FUENTE
Triptolide Ensayo preclinico en o Efecto antiinflamatorio (Wu et al.,
ratones 2020)
Ensayo preclinico en e Disminuyen: Firmicutes y (Huang et
ratones tratados con acidos grasos de cadena corta al., 2020)
antibidticos (7 dias), e Elevan: acidos biliares y B-
triptolide (14 dias) y oxidacion de acidos
transplantados con e Propionato: desintoxicacion
microbiota intestinal
Ensayo clinico en e Disminuyen: Lactobacillus (Huetal,
pacientes con dafio rhamnosus y acidos grasos de 2021)
hepético trasplantados cadena corta
con bacterias fecales e Aumentan: acidos biliares y B-
oxidacion de &cidos
Ensayo preclinico en e Triptolide + antibiéticos mayor (Liuetal.,
ratones pretratados toxicidad 2022)
con antibidticos y e Necrosis del parénquima
administrados con hepatico, vacuolizacion y
triptolide por sonda proliferacion de vias biliares.
Ensayo preclinico en e Inactivacion de la ruta (Yangetal.,
ratas tratadas con Sirtl/FXR: hepatotoxicidad 2017)
triptolide y triptolide e Necrosis del parénquima
+ OCA hepético, vacuolizacion y
proliferacion de vias biliares.
Ensayo preclinico en e Aumentan: ALT y AST (YYamano et
Genipésido ratas administradas al., 1990)
oralmente con
geniposido y genipina
Ensayo preclinico en e Microbiota intestinal (Kang et al.,
células HepG2 metabolizacion geniposido 2012)
cultivadas en presencia
de B. longum HY8001
y B. fragilis
Ensayo preclinico en e Dialdehido de genipina: (Lietal.,
ratas tratadas oralmente hepatotoxicidad 2019; Luo et
con genipdsido, e Alteraciones histoldgicas al., 2021)

antibidticos y B-
glucosidasa
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Ensayo preclinico en e Alteracion de Lactobacillus, (Luo et al.,

ratas tratadas oralmente Romboutsia, Enterococcus y 2021)
con geniposido Parasutterella.

e Butirato: protector
Ensayo preclinico e Antibi6ticos: supresion (Jinetal.,
en ratas tratadas con metabolismo intestinal 2014; Li et
antibiéticos y al., 2019)

geniposido oralmente
ALT: Alanina aminotransferasa; AST aspartato aminotransferasa; FXR: Receptor X farnesoide; OCA: acido
obeticdlico agonista de FXR

A modo de resumen, indicar que el triptolide y el genipdsido son dos compuestos
derivados de plantas implicados en el desarrollo de DILI. Varios estudios han demostrado la
implicacion de la microbiota intestinal en la metabolizacion de ambos compuestos. Ademas,
el tratamiento con antibi6ticos ejerce efectos opuestos en el triptolide y el genipdsido,
favoreciendo el desarrollo de DILI en el caso del triptolide y oponiéndose en el del
geniposido.

4.3 DILI producido por farmacos no antibioticos y su relacion con la alteracion de la
microbiota intestinal

4.3.1 Tacrina

Un estudio llevado a cabo en ratas administradas con tacrina por medio de una sonda oral
en una unica dosis sugirio que la tacrina es un hepatotoxico directo. Los investigadores
sugirieron que los metabolitos glucuronizados de la tacrina se excretan en el intestino a través
de la secrecion biliar activa, donde se desconjugan por bacterias intestinales y se reabsorben

en el intestino en la forma del farmaco original (Yip et al., 2018).

Mediante estudios metabolomicos se puede obtener informacion sobre la interferencia
entre el huésped y su microbiota intestinal. A este respecto, la administracion de tacrina se
acompafio de perfiles metabolémicos modificados. Se detectaron 43 marcadores urinarios
Unicos y 62 fecales asociados conla elevacion de ALT y AST inducida por tacrina. Ademas, la
tacrina también produce disfuncion mitocondrial (Berson et al., 1996; Mansouri et al., 2003),
lo cual se observé por un agotamiento del ciclo del &cido citrico y de los intermediarios de la
fosforilacion oxidativa. En particular, el 56% y el 45% de los marcadores urinarios y fecales,
respectivamente, son de origen metabdlico (Wikoff et al., 2009; Zheng et al., 2011; Nicholson
et al., 2012; Yip et al., 2015), lo que sugiere la implicacion de la microbiota intestinal en la
elevacion de ALT y AST inducida por tacrina. Se observaron metabolitos como el &cido
litocolico, que se produce por géneros bacterianos como Bacteroides, Clostridium y
Eubacterium; el &cido indolacético o el acido p-hidroxifenilacético que se producen por la

fermentacion coldnica de los aminoacidos aromaticos por medio de Clostridium y Bacteroides
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y &cidos grasos de cadena larga, lo que suscita a que se debe a cambios en la composicidn
microbiana del intestino de estas ratas (Russell et al., 2013).

El andlisis del ARNr 16s de la microbiota intestinal mostré un incremento en la
concentracion de Enterobacterias y Bacteroides en las ratas después del tratamiento. Estas
bacterias se caracterizan por ser productoras de p-glucuronidasa, favoreciendo la
desglucoronizacion. En el caso del género Lactobacillus, que estd relacionado con la
proteccion hepética, se encontr6 menos representado en la microbiota intestinal de los

animales tratados (Yip et al., 2018).

En conclusion, este estudio resumido en la Tabla 3 confirma que el eje intestino-higado

modula la hepatotoxicidad de la tacrina en un modelo experimental en rata (Yip et al., 2018).

4.3.2 Paracetamol (APAP)

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la insuficiencia hepatica inducida por
APAP. Concentraciones elevadas de APAP en un adulto sano durante 5 dias aumentaron las
actividades de transaminasas (Tabla 3) (Watkins et al., 2006), aunque la lesion hepatica
inducida por APAP puede estar influenciada por otros factores como el consumo de alcohol,
la obesidad, el agotamiento nutricional o el uso de medicamentos que estimulan el sistema del
CYP450 (Bunchorntavakul y Reddy, 2013). APAP se excreta en la bilis o la orina. Cuando la
dosis es alta o la capacidad de esterificacion de glucuronido o sulfato estéd saturada se produce
de forma masiva NAPQI (N-acetil-p-benzoquinoneimina), un intermediario activo que
produce toxicidad. Inicialmente, el NAPQI producido se esterifica uniéndose al glutation
(GSH) y se elimina por la orina. Sin embargo, cuando el GSH se agota, el NAPQI restante se
acumula en los hepatocitos uniéndose a grupos sulfhidrilo presentes en las proteinas,
produciendo APAP nocivo (APAP-ADs). La acumulacion de NAPQIs puede destruir
membranas plasmaticas, inducir disfuncion mitocondrial severa, generar radicales libres del
oxigeno, fragmentar el ADN nuclear y peroxidar los lipidos, conduciendo asi a necrosis
hepatica (Jaeschke et al., 2012; Ramachandran y Jaeschke, 2020).

Se ha descrito a la N-acetil cisteina como agente terapéutico frente a APAP, ya que
restablece la concentracion de glutation y proporciona precursores de cisteina (Ferner et al.,
2011).

Se ha descrito que el grado de dafio hepatico de APAP en ratones libres de gérmenes
(GF), o ratones libres de microbiota intestinal, fue menor que en ratones sin patdgenos

especificos (SPF). La expresién de la enzima CYP450, que esta implicada en el metabolismo
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de APAP en el higado, estd estrechamente relacionada con la microbiota intestinal. Las
concentraciones hepaticas de citocromo P450 1A2 (CYP1A2) y citocromo P450 3A4
(CYP3A4) en los ratones GF fueron significativamente méas bajos que en ratones SPF, lo que
puede explicar la baja hepatotoxicidad inducida por APAP en ratones GF (Jourova et al.,
2020). En ratones se probd también que el bloqueo de la sefializacion TLRs-MYC de los
patrones moleculares asociados a microorganismos (PAMPS) puede regular a la baja la
activacion de células estrelladas, endoteliales y de Kupffer, y disminuir significativamente la
expresion de quimioquinas y mediadores proinflamatorios, reduciendo asi la respuesta
intrahepéatica inflamatoria en el modelo inducido por APAP (Kolodziejczyk et al., 2020).

Ambos estudios se muestran en la Tabla 3.

Por otra parte, los cambios en la diversidad y la abundancia de la microbiota pueden
participar en la detoxificacion y transformacion de APAP. En un experimento (Tabla 3) se
modificd la composicion de la microbiota en ratones con vancomicina, produciendo un
incremento de las concentraciones de glutation y de acido 2-hidroxibutirico y una reduccién
en el namero de bacterias gram positivas (Zheng et al., 2020). Del mismo modo, varios
investigadores demostraron que se incremento la degradacion de APAP en un 68% en ratones
tratados con Lactobacillus reuteri (Tabla 3) (Kim et al., 2018). P-cresol es una proteina
enddgena localizada en el intestino y que en el higado se transforma a sulfato de p-cresol por
accion de las sulfotransferasas. EI APAP es sustrato de las sulfotransferasas y el p-cresol
puede reducir la capacidad de las sulfotransferasas para sulfurar el APAP (Clayton et al.,
2009).

A su vez, una mayor permeabilidad en el intestino permite que abundantes sustancias
nocivas puedan alcanzar el higado, agravando la reaccion inflamatoria y la hepatotoxicidad de
APAP (Tabla 3) (Elinav et al., 2018; Schneider et al., 2020).

Tanto la microbiota intestinal como sus metabolitos estan implicados en la regulacién del
estrés oxidativo y la inflamacion, los cuales desempefian un papel muy importante en la
hepatotoxicidad inducida por farmacos. El grupo de Saeedi et al. llevd a cabo un ensayo
preclinico en ratones. Los ratones se trataron con APAP disuelto con polietilenglicol al 50% y
se sacrificaron 24 horas después del tratamiento. Los ratones no tratados mostraron una
regulacion positiva de la transcripcion del factor Nrf2 en el higado, mejorando la actividad
antioxidante y la respuesta xenobidtica para proteger al higado de la toxicidad aguda por
APAP. Ademas, esta regulacion positiva se incrementd mediante la suplementacion con el

probidtico Lactobacillus rhamnosus (Saeedi et al., 2020). Por otro lado, se describié que los
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probidticos Enterococcus lactis ITRHR1 y Lactobacillus acidophilus MTCC447 protegen
contra la lesion hepética inducida por APAP mediante la modulacion de la capacidad
antioxidante del higado y la expresion de apoptéticos/anti-proteinas apoptéticas (Sharma et
al., 2011). Los dos ensayos se han resumido en la Tabla 3.

4.3.3 Farmacos antitiroideos: Metamizol (MMI) y propiltiouracilo (PTU)

El MMI se metaboliza mediante enzimas del CYP450 (Lee y Neal, 1978; Mizutani et al.,
2000) y la flavoproteina oxidasa de funcién mixta (FMO) (Poulsen et al., 1974; Kedderis y
Rickert, 1985). Por medio de CYP450 se convierte en N-metiltiourea y glioxal, los cuales se
consideran los metabolitos del MMI responsables de la hepatotoxicidad inducida por el

mismo (Mizutani et al., 2000).

El PTU se metaboliza en el higado por glucuronidacion y metabolizacion por medio de
una monooxigenasa dependiente de flavina (FMO3), generando metabolitos hepatotoxicos
(Fréhlich y Wahl, 2019).

Diversos estudios han establecido la importancia de los mecanismos de defensa celular
como el glutation en la prevencion de la hepatotoxicidad inducida por farmacos antitiroideos,
de manera que un agotamiento del glutation tisular puede producir reacciones toxicas
(Mizutani et al., 1999; Heidari et al., 2013; Heidari et al., 2014)

Se llevo a cabo un ensayo clinico resumido en la Tabla 3 para determinar los cambios en
la microbiota intestinal inducidos por los farmacos antitiroideos. Se comparo el efecto de la
administracion con MMI y PTU en pacientes con los pacientes no tratados. Los resultados
mostraron que Faecalibacterium y Clostridium se redujeron en los pacientes tratados mientras

que E. rectale, Romboutsia y Dorea mostraron un incremento (Sun et al., 2020).

Por otra parte, se describieron los cambios que producian cada uno de los farmacos
antitiroideos en la composicion y estructura de la microbiota. El indice ACE (representa la
riqgueza comunitaria de la microbiota intestinal) aumentd en pacientes tratados con MMI
respecto a PTU y ambos respecto al control. En cuanto a su diversidad microbiana los tratados
con MMI mostraron una mayor proporcién de Firmicutes, mientras que en los tratados con
PTU la proporcion de Bacteroidetes fue mayor como se indica en la Tabla 3 (Sun et al., 2020;
Virili et al., 2021).

Se asume que la microbiota alterada desempefia un importante papel en la lesién hepética
producida por farmacos antitiroideos mediante la hipdtesis de la endotoxemia intestinal. La

biosintesis de LPS se incremento en los pacientes, lo que coincidié con las variaciones de las
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concentraciones de LPS en heces. Ademéas, aumentd la invasion bacteriana de células
epiteliales intestinales y toxinas bacterianas implicadas en la alteracion de la homeostasis
metabdlica, causando inflamacion cronica y translocacion bacteriana intestinal (Sun et al.,
2020).

El grupo de investigacion de Sun et al., profundiz6 en dichos resultados mediante un
modelo experimental en ratas (Tabla 3), con el fin de corroborar el efecto de los farmacos
antitiroideos en las alteraciones de la microbiota intestinal. Los resultados presentaron
diversas variaciones en cuanto a las comunidades de la microbiota intestinal, posiblemente
debido a las divergencias existentes entre la microbiota humana y la de rata. En cuanto al
analisis de la funcion de la microbiota intestinal, los resultados fueron consistentes con los
obtenidos en pacientes (Sun et al., 2020). Asimismo, se estudiaron las alteraciones en la
estructura y funcion de la barrera intestinal en los enterocitos de las ratas. Se observo que las
mitocondrias presentaban desprendimientos de las vellosidades epiteliales intestinales.
Ademas, debido a la destruccion de la barrera intestinal, las ratas tratadas presentaban niveles
de FITC-dextrano mas altos (Sun et al., 2020). Un estudio previo realizado por el grupo de
Heidari et al indicé que el reactivo glioxal podria ser responsable de estas alteraciones
(Heidari et al., 2013).

Tabla 3. Principales efectos hepatotdxicos producidos por farmacos no antibidticos y su relacién con la
alteracion de la microbiota intestinal. Fuente propia.

FARMACO TIPO DE ENSAYO RESULTADOS FUENTE
Tacrina Ensayo preclinico en ratas e Elevacion: ALT y AST (Berson et al.,
macho tratadas oralmente e Disfuncion mitocondrial 1996;
por medio de una sonda e Produccién de acido Mansouri et
litocélico, 4cido indolacéticoo  al., 2003;
4cido p-hidroxifenilacético Russell et al.,
e Incremento: Enterobacterias 2013; Yip et
y Bacteroides al., 2018)
e Disminucién: Lactobacillus
Paracetamol Ensayo clinico en pacientes e Elevacion de transaminasas (Watkins et
sanos con 4 g/dia de APAP al., 2006)

Ensayo preclinico en

ratones machos y hembras
GF y SPF

Ensayo preclinico en ratones

CYP1A2 y CYP3A4 reducen
la hepatotoxicidad.

Bloqueo TLRs-MYC reduce

(Jourova et al.,
2020)

(Kolodziejczy

macho inyectados la respuesta intrahepética k et al., 2020)
intraperitonealmente inflamatoria.

con 500 mg/kg peso corporal

Ensayo preclinico en ratones e Vancomicina incrementa el (Zheng et

con inyeccion intraperitoneal glutation y el acido 2- al., 2020)

y administrados oralmente hidroxibutirico y reduce

con APAP bacterias Gram +.

Ensayo preclinico en ratones e L. reuteri degrada APAP (Kimetal.,
tratados oralmente con 2018)

probidticos
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Ensayo preclinico en ratones
en ayunas 12 horas antes de

Mayor permeabilidad en el
intestino agrava la

(Elinav et al.,
2018;

la inyeccidn intraperitoneal hepatotoxicidad. Schneider et
al., 2020).
Ensayo preclinico en ratones e Factor Nrf2: mejora actividad (Saeedi et
alimentados con probidticos antioxidante y respuesta al., 2020)
antes del sacrificio con xenobidtica. L. rhamnosus
APAP regula positivamente
Ensayo preclinico en e E.lactis ITRHR1yL (Sharma et
hepatocitos tratados con acidophilus MTCC447: al., 2011)
APAP y cultivados junto con proteccion
E. lactis y L.acidophilus
Farmacos Ensayo clinico en pacientes e Reduccion: Faecalibacterium (Sun et al.,
antitiroideos con enfermedad de Graves y Clostridium. 2020)
tratados con MMI y PTU e Incremento: Eubacterium
rectale, Romboutsia y Dorea.
e Aumento: Sintesis
polisacaridos e invasion y
toxinas bacterianas
Ensayo clinico en pacientes e Aumento del indice ACE (Sun et al.,
con enfermedad de Graves e MMI: incrementa Firmicutes. 2020; Virili
tratados con MM Yy PTU ° PTU: aumenta Bacteroidetes. et al., 2021)
Ensayo preclinico en ratas e Variacion en la microbiota (Sunetal,
hembras tratadas oralmente intestinal. 2020)

con MMI'y PTU

Alteracion mitocondrial en los
enterocitos.

ACE: Estimador de cobertura basado en abundancia; ALT: Alanina aminotransferasa; APAP: paracetamol;
AST aspartato aminotransferasa; CYP1AZ2: citocromo P450 1A2; CYP3A4: citocromo P450 3A4; MMI:
metamizol; PTU: propiltiouracilo.

En conjunto, dichos resultados demuestran que los farmacos antitiroideos producen
cambios en la microbiota intestinal y un aumento de LPS en las heces. El aumento de la
concentracion de LPS y los cambios de los pardmetros clinicos indican que la microbiota
intestinal media la lesién hepatica inducida por farmacos antitiroideos en un mecanismo que

involucrala endotoxemia intestinal (Sun et al., 2020).

5. CONCLUSIONES

En estos apartados se han resumido los resultados encontrados respecto a tres tipos de
farmacos en el desarrollo de DILI y la implicacién de la microbiota intestinal. Las
conclusiones obtenidas de esta revision bibliografica son las siguientes:

e Los antibiodticos estan relacionados con la microbiota intestinal en el desarrollo de
DILI produciendo alteraciones en las poblaciones microbianas, destacando el género
Bacteroides y generando alteraciones histoldgicas.

e El triptolide y el genipdsido producen dafio hepatico mediado por la microbiota
intestinal. En el caso del triptolide el uso de probiodticos mejora la patologia mientras
que el uso de antibioticos promueve el dafio hepatico. Con el genipdsido los

antibioticos protegen frente a DILI.
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e La tacrina genera dafio hepatico, indicado por el aumento de las transaminasas,
ademas de producir alteraciones mitocondriales y de las comunidades microbianas de
la microbiota intestinal.

e Un gran nimero de estudios relacionados con el APAP han demostrado su papel
hepatotoxico. Se han determinado distintas rutas implicadas en el dafio hepatico y
varios géneros bacterianos que mejoran y protegen contra la lesién hepatica.

e Los farmacos antitiroideos son responsables de DILI y producen cambios en la
poblacion microbiana de la microbiota intestinal favoreciendo la invasion bacteriana.
Concretamente, el MMI incrementa la poblacién de Firmicutes y el PTU de
Bacteroides.
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