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FLT3: fms como la tirosina quinasa 3, del inglés fms like tyrosine kinase 3  

Fluo4: fluo-4 acetoximetil éster 

FOXA2: proteína A2 de la caja forkhead, del inglés forkhead box protein A2 

GGT: gamma-glutamil transpeptidasa 

GSH: glutation en estado reducido 

GST: glutatión s-transferasa 

HCS: cribado de alto contenido, del inglés high content screening 
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HGF: factor de crecimiento de hepatocitos, del inglés hepatocyte growth factor  

HLA: antígenos leucocitarios humanos, del inglés Human leukocyte antigen  

HLC: células con fenotipo hepático, del inglés hepatocyte-like cells 

HNF4A: factor nuclear hepático 4 alfa, del inglés hepatocyte nuclear factor 4 alpha 

Hhex: proteína homeobox expresada hematopoyéticamente del inglés Hematopoietically 
Expressed Homeobox) 

iDILI: daño hepático inducido por fármacos de carácter idiosincrático, del inglés idiosyncratic 
drug-induced liver injury 

IF: inmunofluorescencia  

IL: interleucina 

iPSC: células madre pluripotentes inducidas, del inglés induced pluripotent stem cells 

KOSM: cóctel de factores de Yamanaka (KLF4-OCT4-SOX2-cMyc). 

LSN: límite superior normal 

MEC: concentración mínima efectiva 

MEF: fibroblastos murinos embrionarios, del inglés mouse embryonic fibroblasts  

MHC: complejo mayor de inmunohistocompatibilidad, del inglés major histocompatibility 
complex 

MMP: potencial de membrana mitocondrial 

MRP: proteínas de resistencia asociadas a fármacos, del inglés multidrug resistance-associated 
proteins 

NAT: N-acetiltransferasa 

NTCP: co-transportador de sodio-taurocólico, del inglés Na+-taurocholate co-transporting 
polypeptide  

OSM: oncostatina M 

PBGD: porfobilinógeno deaminasa 

PBMC: células mononucleares de sangre periférica, del inglés peripheral blood mononuclear cells  

PBS: tampón fosfato salino, del inglés phosphate-buffered saline  

PHH: hepatocitos primarios humanos, del inglés primary human hepatocytes  

PSC: células madre pluripotentes, del inglés pluripotent stem cells 

qPCR reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa, del inglés quantitative polymerase chain 
reaction 

RLT: tampón de lisis, del inglés RNeasy Lysis Buffer 

ROS: especies reactivas de oxígeno, del inglés reactive oxygen species  

RT: transcripción reversa, del inglés reverse transcription  
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RT-qPCR: transcripción reversa PCR cuantitativa, del inglés quantitative reverse transcription 
PCR  

RUCAM: evaluación de la causalidad de Roussel Uclaf, del inglés Roussel Uclaf Causality 
Assessment Method 

SBF: suero bovino fetal 

SeV: Sendai Virus 

SOX17: factor 17 de la caja de transcripción SRY, del inglés SRY-box transcription factor 17 

SULT: sulfotransferasa 

TGFβ: factor de crecimiento transformante beta, del inglés transforming growth factor β 

TMRM: tetrametil rodamina metil éster 

UHH: hepatocitos humanos Upcytes®  

UGT: UDP-glucuronosiltransferasa 
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RESUMEN 

El daño hepático inducido por fármacos (DILI) es una reacción adversa a medicamentos 

y otros xenobióticos que representa una de las causas más relevantes de fallo hepático 

agudo y es uno de los principales motivos de retirada de fármacos en las fases de 

desarrollo y farmacovigilancia.  

El DILI es un proceso patológico multifactorial que no se puede recapitular en los 

modelos in vitro actuales. Además, el DILI idiosincrático (iDILI), que es aquel que aparece 

en un reducido número de pacientes susceptibles, es difícil de diagnosticar y predecir 

en los modelos propuestos hasta el momento. Por esta razón, se han propuesto nuevos 

modelos capaces de reproducir las características específicas de pacientes concretos, lo 

suficientemente adaptables para ser de aplicación práctica, lo cual, es particularmente 

importante para el diagnóstico diferencial y la predicción del iDILI.  

En la presente tesis, se ha explorado el uso de células con fenotipo hepático derivadas 

de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) de diferentes donantes como modelo 

para el estudio del DILI. Las líneas de iPSC se obtuvieron mediante reprogramación de 

las células mononucleares de sangre periférica, se diferenciaron a fenotipo hepático 

(HLC o hepatocyte-like cells) y se caracterizaron a nivel de expresión y funcionalidad.  

Los resultados mostraron que las HLC obtenidas a partir de la diferenciación de iPSC de 

diferentes donantes presentan rasgos transcriptómicos, metabolómicos y funcionales 

hepáticos y, además, emulan el perfil de actividades de biotransformación de los 

donantes de origen, aunque con un estado inmaduro o temprano.  

Los ensayos de toxicidad demostraron que las HLC son sensibles a la exposición a 

fármacos hepatotóxicos con una respuesta equiparable a las células de origen hepático 

y reproducen los mecanismos de hepatotoxicidad inducidos por fármacos modelo. 

Además, exhiben una respuesta diferencial a los fármacos según el donante, indicando 

su potencial para estudios de susceptibilidad interindividual a la hepatotoxicidad 

inducida por fármacos. Por último, la exposición de las HLC de un paciente con sospecha 

de iDILI al agente supuestamente responsable del episodio de hepatotoxicidad reveló 

cambios a nivel transcripcional compatibles con el patrón de daño colestásico mostrado 
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por el paciente, evidenciando su potencial como modelo personalizado para el estudio 

in vitro de casos concretos de iDILI. 
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ABSTRACT 

Drug-induced liver injury (DILI) is an adverse reaction to drugs and other xenobiotics 

which is a leading cause of acute liver failure and is one of the main reasons for drug 

withdrawal in the drug development process and in pharmacovigilance phases.  

DILI is a multifactorial pathological process which cannot be recreated in current in vitro 

models. Furthermore, idiosyncratic DILI (iDILI), which appears in a small number of 

susceptible patients, poses a challenging diagnostic and a difficult prediction. Thus, new 

cell-based models that are able to reproduce the specific characteristics of individual 

patients and are sufficiently adaptable to be of practical application, which is particularly 

important for the differential diagnosis and prediction of iDILI, have been proposed. 

In this thesis, the use of induced-pluripotent stem cells (iPSC)-derived hepatocyte-like 

cells (HLC) from different donors has been explored as a cell-based model for DILI 

studies. iPSC lines were obtained by peripheral blood mononuclear cells reprogramming 

and differentiated into HLC. HLC were characterized at an expression and functional 

level. 

The results showed that HLC obtained from the differentiation of different donor-

derived iPSC exhibit transcriptomic, metabolomics and functional hepatic features, and 

these cells mimic the biotransformation activity profile of the original donors although 

at an immature state.  

Toxicity assays demonstrated that HLC are sensitive to hepatotoxic drugs with a 

comparable response to other hepatic cell models and that they reproduce the 

mechanisms implicated in drug-induced hepatotoxicity. In addition, the incubation of 

HLC from an iDILI patient with the suspicious drug revealed changes at a transcriptional 

level that could be compatible with the cholestasic pattern observed in this patient, 

evidencing the potential of HLC as a personalized cell-based model for in vitro studies 

for some specific iDILI cases.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 El hígado 

1.1.1. Anatomía del hígado 

El hígado es el órgano de mayor tamaño del cuerpo humano y constituye alrededor del 

2-3% del peso total en adultos (entre 1400 g y 1800 g). Es un órgano multifuncional con 

un papel fundamental en el metabolismo de proteínas, grasas e hidratos de carbono y 

posee capacidades secretoras y excretoras esenciales para el organismo. 

Anatómicamente, se localiza en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal 

y en él podemos diferenciar cuatro lóbulos: derecho, izquierdo, caudado y cuadrado 

(Abdel-Misih & Bloomston, 2010; Chen et al., 2017; Sibulesky, 2013). La vesícula biliar 

está conectada al hígado y se sitúa en una depresión localizada de la cara visceral del 

lóbulo derecho hepático (Housset et al., 2016).  

El hígado es uno de los órganos más vascularizados. El 70-75% del flujo sanguíneo 

recibido procede de la vena porta, la cual aporta sangre enriquecida con nutrientes, 

fármacos, toxinas o microorganismos que se absorben en el aparato digestivo. El 25-

30% restante procede de las arterias hepática derecha e izquierda que aportan sangre 

oxigenada (Latarjet & Liard, 2004; Sibulesky, 2013). La sangre venosa y la arterial se 

mezclan en los sinusoides hepáticos (finos capilares sanguíneos), donde los hepatocitos 

absorben los nutrientes y otras sustancias y, a su vez, liberan sus productos (hormonas, 

glucosa, sustancias detoxificadas etc.) al torrente sanguíneo sinusoidal. La sangre 

filtrada y cargada de productos hepáticos sale por las venas hepáticas que desembocan 

en la vena cava inferior cerrando así el sistema portal hepático (Abdel-Misih & 

Bloomston, 2010; Latarjet & Liard, 2004).  

1.1.2. Microanatomía del hígado 

El parénquima hepático se divide en unidades mínimas funcionales conocidas como 

lobulillos hepáticos (Figura 1.1A). Un lobulillo está compuesto por pilas de cordones de 

hepatocitos de una célula de espesor separados por el sistema de sinusoides (que irriga 

las células con sangre venosa y arterial) y los canalículos biliares. Estos sinusoides 

desembocan en la vena central que se ubica en el centro del lobulillo. Los cordones de 

hepatocitos se disponen de forma radial desde la vena central y se proyectan hasta el 

borde del lobulillo dando a este una morfología hexagonal. En cada uno de los vértices 
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de este hexágono se ubican las tríadas portales dentro del espacio portal (espacio 

compuesto por tejido conectivo laxo). Cada tríada portal está formada por una 

ramificación de la vena porta, una ramificación de la arteria hepática y un ducto biliar, 

aunque el térmico “tríada” no es totalmente correcto ya que también se incluyen vasos 

del sistema linfático (Chen et al., 2017; Ross & Pawlina, 2015).  

El hígado está constituido por diferentes tipos celulares con características y funciones 

diferenciadas (Tabla 1.1). Estos tipos celulares se dividen en dos grandes grupos, las 

células parenquimáticas (hepatocitos) y las células no parenquimáticas (células Kupffer, 

células estrelladas y células de Pit) (Kierszenbaum, 2016; Ross & Pawlina, 2015; Si-Tayeb 

et al., 2010a). Los hepatocitos constituyen el tipo celular más abundante y desempeñan 

la mayoría de las funciones del hígado. Su morfología es poligonal y pueden ser 

mononucleados (diploides, 2d) o binucleados (tetrapolides, 4d). Los hepatocitos tienen 

dos dominios celulares: basolateral y apical (Kierszenbaum, 2016; Ross & Pawlina, 2015). 

El dominio basolateral posee prolongaciones a modo de microvellosidades que 

proyectan hacia el espacio de Disse, el espacio perisinusoidal que existe entre las células 

endoteliales y los hepatocitos (Figura 1.1B). Debido a las grandes brechas en la capa 

endotelial de los sinusoides y a la falta de una lámina basal continua, el plasma llega con 

facilidad al espacio de Disse y se produce el intercambio de sustancias entre el 

hepatocito y el torrente sanguíneo (Ross & Pawlina, 2015; Kierszenbaum, 2013). El 

dominio apical limita el canalículo biliar (Figura 1.1B). 
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Figura 1.1. Estructura del lobulillo hepático.  A) Los hepatocitos se disponen en pilas de cordones de una 

célula de espesor. Los cordones están separados por los sinusoides y los canalículos biliares cuyos flujos 

tienen sentidos opuestos (flechas). Los sinusoides desembocan en la vena central que constituye el 

epicentro del lobulillo hepático, desde donde los cordones de hepatocitos proyectan radialmente hasta 

la periferia del lobulillo dándole una morfología hexagonal. En los vértices del hexágono se disponen las 

tríadas portales. B) Los hepatocitos son células poligonales con dos dominios: un dominio basolateral y 

un dominio apical. El dominio basolateral posee microvellosidades que proyectan hacia el espacio de 

Disse mientras que el dominio apical delimita el canalículo biliar. Entre las células endoteliales del 

sinusoide se localizan las células de Kupffer y en el espacio de Disse se observan las células de Ito llenas 

de inclusiones citoplasmáticas de vitamina A. Adaptado de Ross & Pawlina, 2015 y Netter, 2015.  
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Tabla 1.1. Células parenquimáticas y no parenquimáticas y sus características. 

Tipo celular Características 

Hepatocito  Ubicación: parénquima. 

 ≈ 80% de la población de células hepáticas. 

 Absorción de sustancias transportadas por la sangre.  

 Detoxificación de xenobióticos y endobióticos. 

 Secreción de proteínas plasmáticas.  

 Síntesis de sales biliares. 

 Metabolismo de colesterol. 

 Metabolismo de la glucosa y del glucógeno. 

 Metabolismo de la Urea. 

Colangiocito  Ubicación: epitelio biliar. 

 ≈ 3% de la población de células hepáticas. 

 Revestimiento del árbol biliar, forman los ductos. 

 Control del flujo de bilis. 

 Secreción de agua y bicarbonato. 

 Control del pH de la bilis. 

Célula endotelial del 

sinusoide hepático 

 Ubicación: sinusoides. 

 ≈ 2,5% de la población de células hepáticas. 

 Formación de los sinusoides hepáticos. 

 Intercambio de sustancias plasma-hepatocito. 

 Secreción de citoquinas. 

 Presentación de antígenos. 

 Participación en la degradación de desechos macromoleculares. 

Célula Kupffer  Ubicación: sinusoides. 

 ≈ 2% de la población de células hepáticas. 

 Degradación final de eritrocitos dañados o envejecidos procedentes del 
bazo.  

 Almacenamiento de parte del hierro ferritínico en forma de gránulos de 
hemosiderina. 

 Eliminación de material exógeno. 

 Secreción de citoquinas y proteasas entre otros. 

Célula hepática 

estrellada  

 Ubicación: Espacio de Disse 

 ≈ 1,4% de la población de células hepáticas. 

 Almacenamiento de vitamina A en forma de ésteres retinílicos 

 Síntesis y depósito de colágeno tipo I y III en el espacio de Disse (recambio 
de matriz extracelular) 

 Regulación del flujo de sangre en los sinusoides 

Célula Pit  Células Natural Killer del hígado 

 Raras 

 Actividad citotóxica 
 

1.1.3. Funciones del hígado. 

El hígado desempeña numerosas actividades esenciales para la homeostasis del 

organismo (Figura 1.2). Es destacable su participación en numerosos procesos 

metabólicos e inmunológicos y es clave en la detoxificación de moléculas endógenas y 

exógenas. 
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Figura 1.2. Funciones hepáticas. Manterola et al., 2017 (adaptada). 

Este órgano recibe las sustancias absorbidas en el intestino y juega un papel decisivo en 

la distribución de nutrientes, así como en la regulación de la glucemia y en el 

metabolismo de los hidratos de carbono. Es capaz de almacenar glucosa en forma de 

glucógeno (glucogenogénesis) cuando existe un excedente en sangre, y degrada el 

glucógeno almacenado (glucogenólisis) cuando la glucemia es baja o aumentan los 

requerimientos energéticos en el organismo. Además, el hígado puede sintetizar glucosa 

de novo (gluconeogénesis) a partir de precursores no glucídicos cuando los depósitos de 

glucógeno se han agotado (Han et al., 2016; López-Chicharro & López-Mojares, 2019; 

Nelson & Cox, 2018).  

Su papel en el metabolismo lipídico es muy versátil:  es capaz de obtener energía a través 

de la oxidación de ácidos grasos (β-oxidación) y de generar cuerpos cetónicos (Alves-

Bezerra & Cohen, 2018; Jones, 2016; Nelson & Cox, 2018); puede sintetizar ácidos grasos 

de novo y almacenarlos en forma de triglicéridos (Alves-Bezerra & Cohen, 2018; Jones, 

2016); y sintetiza colesterol, de gran importancia en la fluidez de membranas y precursor 
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de las hormonas esteroideas, la vitamina D y los ácidos biliares (AB) (Boyer, 2013; Nelson 

& Cox, 2018; Trefts et al., 2017). 

Además del glucógeno y de los triglicéridos, el hígado actúa almacenando también otras 

moléculas como vitaminas (vitamina A) y metales (ej. hierro) (Blaner et al., 2016; Vogt 

et al., 2021). 

El hígado es el responsable de la síntesis del 85-90% de proteínas circulantes, siendo la 

albúmina la más abundante. Además, sintetiza muchos de los factores de la coagulación 

sanguínea (fibrinógeno, protrombina y factores de la coagulación V, VII y IX) y algunas 

lipoproteínas (principalmente las lipoproteínas de muy baja densidad) encargadas de 

transportar triglicéridos desde el hígado a otros tejidos (Kierszenbaum, 2016; Ross & 

Pawlina, 2015; Trefts et al., 2017). También participa activamente en el catabolismo de 

aminoácidos, pudiendo utilizarlos como fuente de energía alternativa a la glucosa. 

Además, participa en la eliminación del exceso de ion amonio (NH4
+), producto 

altamente tóxico generado durante el catabolismo de aminoácidos. El ciclo de la urea 

que transcurre entre la mitocondria y el citoplasma de los hepatocitos convierte el NH4
+ 

en urea, la cual  pasa a la sangre para su excreción a través de la orina (Nelson & Cox, 

2018; Trefts et al., 2017; Wang et al., 2014). 

1.1.4. Metabolismo de xenobióticos: detoxificación de fármacos. 

El metabolismo de xenobióticos es un proceso de biotransformación que consta de tres 

fases, en las que intervienen proteínas diferentes. Los enzimas de fase I se encargan de 

convertir el xenobiótico en un compuesto más hidrosoluble; los enzimas de fase II 

catalizan reacciones de conjugación con sustratos endógenos y, finalmente los 

transportadores se encargan de la eliminación definitiva del compuesto vía orina o vía 

biliar, proceso conocido como fase III (Almazroo et al., 2017).  

 1.1.4.1. Fase I de la detoxificación de xenobióticos 

Los enzimas de fase I son enzimas fundamentalmente microsomales que introducen 

grupos funcionales en la molécula de xenobiótico mediante reacciones de oxidación, 

reducción e hidrólisis. Entre los enzimas de esta fase se incluyen: citocromos P450 

(CYP450), mono-oxigenasas de flavina, molibdeno hidroxilasas, prostaglandina sintasas, 

amino oxidasas, lipooxigenasas, la alcohol deshidrogenasa y la aldehído deshidrogenasa 
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entre otras. Los CYP450, en especial las familias CYP1, CYP2 y CYP3, se encargan del 

metabolismo de más del 80% de los fármacos (Almazroo et al., 2017; Omari & Murry, 

2007; Iyanagi, 2007). De hecho, CYP2C8/9, CYP2D6, CYP2C19 y CYP3A4/5 son los 

enzimas responsables del 90% de las reacciones de biotransformación (Omari & Murry, 

2007).  

Existe una gran variabilidad interindividual de los CYP450 en la población humana que 

conlleva diferencias en la capacidad metabólica del individuo. No solo los polimorfismos 

están detrás de esta variabilidad individual sino también la capacidad que tienen estos 

enzimas de ser inducidos o inhibidos en presencia de otras moléculas (Lynch & Price, 

2007). Es por ello que la inducción o inhibición de enzimas CYP450 puede dar lugar a 

interacciones metabólicas entre fármacos con consecuencias importantes en sus 

efectos terapéuticos (y/o tóxicos) (Ahmed et al., 2016; Phillips et al., 2001). Por ejemplo, 

la administración del fármaco amiodarona que actúa como inhibidor de los CYP3A4 y 

CYP2C9, puede aumentar el riesgo de sangrados con la coadministración del 

anticoagulante warfarina que es metabolizado por el CYP2C9 (Heimark et al., 1992). 

 1.1.4.2. Fase II de la detoxificación de xenobióticos 

Los enzimas de fase II conjugan los xenobióticos, o sus metabolitos generados en la fase 

I, con moléculas endógenas de bajo peso molecular. Esta reacción implica generalmente 

detoxificación o inactivación farmacológica, aunque algunos fármacos se activan con la 

conjugación. Muchos de los metabolitos conjugados son sustratos de proteínas 

transportadoras que facilitan la excreción del xenobiótico (Almazroo et al., 2017; 

Jancova et al., 2010). 

Los enzimas más importantes de la fase II en humanos son: glutatión s-transferasa (GST), 

N-acetiltransferasa (NAT), UDP-glucuronosiltransferasa (UGT), epóxido hidrolasa, 

sulfotransferasa (SULT) y metiltransferasa, siendo las GST y UGT las que se encargan de 

la biotransformación de la mayor parte de los fármacos utilizados en clínica (Brunton et 

al., 2017; Jancova et al., 2010). 

Se han descrito varias familias de enzimas UGT, siendo las UGT1 y UGT2, las  encargadas 

de la mayoría de las conjugaciones de fármacos en el hígado (Almazroo et al., 2017; 

Brunton et al., 2017; Jancova et al., 2010). Catalizan reacciones de conjugación de 
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xenobióticos con ácido UDP-glucurónico y como resultado, se obtienen compuestos más 

hidrofílicos y fácilmente eliminados por la vía biliar o a través de la orina (Almazroo et 

al., 2017; Jancova et al., 2010). Esta glucuronidación puede ser revertida en el intestino 

por las β-glucoronidasas de la microbiota intestinal, permitiendo que el compuesto 

vuelva a su estado original, pueda ser reabsorbido en el intestino y volver al hígado en 

un proceso conocido como circulación enterohepática. Este ciclo, que fisiológicamente 

se encarga del reciclaje de AB desde el intestino al hepatocito, puede ser aprovechado 

por algunos fármacos y es uno de los motivos por los cuales el efecto de un fármaco 

puede prolongarse o inducir toxicidad (Hofmann, 2009; Roberts et al., 2002) 

Las GST catalizan la conjugación dee GSH con los xenobióticos y su principal función 

biológica es defender las células (principalmente hepatocitos) frente al estrés oxidativo 

generado en las reacciones catalizadas por los enzimas de fase I (Jancova et al., 2010).  

 1.1.4.3. Fase III de la detoxificación de xenobióticos 

Los xenobióticos y sus metabolitos deben ser transportados fuera del hepatocito para 

su excreción vía biliar o vía renal. Los transportadores de salida, que se localizan en la 

membrana basolateral y la membrana canalicular, permiten el paso de los compuestos 

inactivados desde el hepatocito al torrente sanguíneo o al canalículo biliar, 

respectivamente (Figura 1.3). Entre estos transportadores de salida, los transportadores 

de resistencia al cáncer de mama y los asociados a resistencia a fármacos (multidrug 

resistance-associated proteins, MRP) se encargan de exportar numerosos fármacos 

antibióticos, antivirales y anticancerígenos, mientras que los transportadores BSEP 

(bomba de exportación de sales biliares del inglés bile salt export pump) o MRP2 son los 

principales transportadores canaliculares encargados de excretar AB (Almazroo et al., 

2017; Boyer, 2013; Pan, 2019). 

Los llamados transportadores de entrada, localizados en la membrana basolateral, 

permiten el paso de moléculas desde la sangre al citosol del hepatocito (Figura 5). Los 

transportadores de aniones orgánicos  son los encargados de la entrada de la mayor 

parte de fármacos de uso clínico como los diuréticos, antibióticos, fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos etc., mientras que el co-transportador de sodio-
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taurocólico (NTCP, del inglés Na+-taurocholate co-transporting polypeptide) es el 

principal transportador de entrada de AB (Almazroo et al., 2017; Pan, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.3. Metabolismo de fármacos en el hígado. Los fármacos entran al hepatocito desde el torrente 
sanguíneo gracias a los transportadores de entrada (verde). En el citosol, el fármaco es detoxificado por 
los enzimas de fase I y fase II. Los productos y metabolitos resultantes pueden ser expulsados al canalículo 
biliar o al torrente sanguíneo gracias a los transportadores de salida (rojo) específicos que constituyen la 
fase III del proceso de detoxificación. BCRP = proteínas de resistencia al cáncer de mama, BSEP = bomba 
de exportación de sales biliares, OCT = transportadores de cationes orgánicos, OAT = transportadores de 
aniones orgánicos, OATP = polipéptidos transportadores de aniones orgánicos, MDR = Proteínas de 
resistencia a fármacos, MAT = proteínas de extrusión de compuestos tóxicos y múltiples fármacos, MRP = 
transportadores asociados a resistencia a múltiples fármacos, NTCP = co-transportador de sodio-
taurocólico, OST = transportador de solutos orgánicos. Imagen generada con Biorender® y adaptada 
Budingen et al., 2014. 

 

1.2. Daño hepático inducido por fármacos (DILI) 

1.2.1. DILI: concepto y relevancia. 

El daño hepático inducido por fármacos o DILI (del inglés, drug-induced liver injury) es 

un fenómeno que comprende un amplio espectro de manifestaciones clínicas (cirrosis, 

esteatosis, colestasis, fosfolipidosis, hepatitis) y puede ser ocasionado por el consumo 

de fármacos, productos de herboristería o suplementos alimenticios (Donato & Tolosa, 

2021). Si bien en algunos casos la hepatotoxicidad cursa con un cuadro clínico leve, en 

otros casos puede desencadenar un fallo hepático agudo. El DILI es una de las principales 

causas de muerte relacionada con efectos adversos a fármacos y uno de los principales 

motivos de retirada de fármacos durante su desarrollo o en la fase de farmacovigilancia 
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post-autorización y una de las razones por las que el uso de un fármaco puede verse 

restringido (Katarey & Verma, 2016). Por ello, la toxicidad hepática por fármacos se ha 

convertido en un problema de salud pública y ha generado interés desde el punto de 

vista científico y farmacéutico (Alempijevic et al., 2017; Roth & Lee, 2017; Yokoi & Oda, 

2020).  

Los estudios epidemiológicos sugieren que la incidencia del DILI varía según el tipo de 

investigación (Björnsson, 2019), pudiendo oscilar de 2,4 casos cada 100000 habitantes 

por año (en estudios retrospectivos en Reino Unido) (De Abajo et al., 2004) hasta 13,9 

casos cada 100000 habitantes por año (en estudios prospectivos en Francia) (Sgro et al., 

2002). En España, la incidencia del DILI entre los años 1998 y 2003 fue de 34 casos por 

cada 1000000 habitantes por año, siendo la incidencia para los casos más graves de 17 

casos cada 1000000 habitantes por año (Andrade et al., 2005). Es complejo establecer 

la incidencia real del DILI en la población debido a la variabilidad en las manifestaciones 

clínicas, al carácter retrospectivo de muchos de los datos recopilados (la mayoría de los 

cuales proceden de casos aislados) y a la falta de estandarización de criterios 

diagnósticos, así como a la ausencia de marcadores específicos, lo que predispone al 

diagnóstico erróneo (Fontana et al., 2010; Katarey & Verma, 2016).  

Se distinguen dos tipos de DILI según su relación con la dosis administrada del fármaco 

y su predicción (Meunier & Larrey, 2019; Tejada, 2010). Por una parte, el DILI intrínseco 

se desarrolla en función de la dosis administrada del fármaco y posee un periodo de 

latencia corto. Esta toxicidad es reproducible en los modelos preclínicos y los 

mecanismos implicados han podido ser estudiados con mayor profundidad. Sólo unos 

pocos fármacos causan DILI intrínseco. Tal es el caso del paracetamol (o acetaminofeno), 

responsable de aproximadamente el 50% de los fallos hepáticos fulminantes en los 

Estados Unidos con el consumo de dosis única superior a 7,5 g (Fisher et al., 2015; 

Fontana, 2014; Katarey & Verma, 2016; Kullak-Ublick et al., 2017). 

Por otra parte, el DILI idiosincrásico o iDILI, se caracteriza por no ser dosis-dependiente 

y poseer un periodo de latencia mayor (semanas o meses). La mayoría de los episodios 

de DILI son de carácter idiosincrático y cursan con una reacción adversa hepática tras la 

administración de dosis terapéuticas del fármaco (Aithal et al., 2011; Teschke & Danan, 

2016). Datos procedentes de estudios prospectivos sugieren que los antibióticos, 
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seguidos de los productos de herboristería, son los compuestos que con mayor 

frecuencia causan iDILI, (Katarey & Verma, 2016).  

1.2.2. Mecanismos implicados en DILI. 

El hígado es uno de los órganos que desarrolla con mayor frecuencia toxicidad por 

fármacos debido a que recibe la mayor parte de los fármacos de administración oral y a 

su gran capacidad de biotransformación. Aunque en la mayoría de los casos el 

metabolismo hepático de los fármacos conduce a su detoxificación (Almazroo et al., 

2017), ocasionalmente, algunos fármacos pueden sufrir una bioactivación durante su 

metabolismo dando lugar a la formación de especies reactivas altamente tóxicas para el 

hepatocito.  

El metabolismo de los fármacos y la formación de metabolitos reactivos se han 

relacionado con el aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y la depleción 

del glutation en estado reducido (GSH), el principal escudo antioxidante del hepatocito. 

El estrés oxidativo generado durante la bioactivación favorece la interacción de las 

especies reactivas con moléculas como el DNA, las proteínas o los lípidos y promueve la 

formación de aductos por la unión covalente de estas especies con las macromoléculas 

celulares (Gu & Manautou, 2012; Park et al., 2005; Roth & Lee, 2017). Los aductos 

generados con las bases nitrogenadas del DNA pueden dar lugar a mutaciones y producir 

carcinogénesis.  Los aductos con proteínas pueden modificar su funcionalidad o inducir 

alteraciones químicas (oxidación, fosforilación, acetilación etc.) que pueden interferir en 

las rutas de señalización celular. Estos, además, también pueden ser los responsables de 

iniciar una respuesta inmunitaria al actuar como nuevos antígenos y pueden inducir la 

liberación de interleucinas e iniciar un proceso inflamatorio que exacerba el daño 

hepático original (Andrade et al., 2019). Además, las especies radicales pueden 

reaccionar con ácidos grasos polinsaturados y fosfolípidos para dar lugar a peróxidos 

lipídicos altamente reactivos y pueden afectar a la integridad estructural y funcional del 

DNA y de las membranas celulares (Donato & Tolosa, 2021). De este modo, se 

desencadena el daño en las mitocondrias, retículo endoplasmático, aparato de Golgi, 

peroxisomas y demás orgánulos celulares, y en la propia membrana celular (Figura 1.4). 

En particular, el daño mitocondrial causado por el estrés oxidativo y las especies 

reactivas pueden conducir a la muerte celular por apoptosis, si el daño mitocondrial 
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conlleva la permeabilización de la membrana mitocondrial mediante la liberación del 

citocromo c, o por necrosis, si el daño implica la destrucción de la membrana 

mitocondrial (Andrade et al., 2019; Chen et al., 2015; Roth & Lee, 2017; Sebode et al., 

2017). 

Figura 1.4. Mecanismos implicados en el daño hepático inducido por fármacos (DILI).  

Por otro lado, el DILI se puede clasificar según sus manifestaciones patológicas generales 

y los hallazgos histológicos en varios fenotipos clínicos que a menudo comparten 

características con otras enfermedades hepáticas generadas por causas no tóxicas. 

Además de la necrosis ya comentada, otros subtipos fenotípicos de DILI son la esteatosis 

o esteatohepatitis, fosfolipidosis y la colestasis (Kim et al., 2010). La esteatosis o 

acumulación excesiva de lípidos neutros (fundamentalmente triglicéridos) en el hígado, 

es un hallazgo histopatológico frecuente en biopsias hepáticas de pacientes con DILI. La 

disfunción mitocondrial, y en particular la inhibición de enzimas de la β-oxidación o la 

alteración de la cadena de transporte electrónico, desempeña un papel clave en la 

esteatosis inducida por fármacos (Donato et al., 2009).  La fosfolipidosis es otro 

trastorno de almacenamiento de lípidos que provoca la acumulación excesiva de 
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fosfolípidos en forma inclusiones citosólicas conocidas como cuerpos lamelares 

(Anderson & Borlak, 2006). Actualmente aún no se conocen con precisión los 

mecanismos implicados en la fosfolipidosis inducida por fármacos, si bien parecen estar 

relacionados con una inhibición directa de las fosfolipasas lisosomales o con la 

formación de complejos de fármaco-fosfolípido resistentes a la degradación enzimática 

(Donato & Gomez-Lechon, 2012a). Finalmente, el daño de tipo colestásico puede 

aparecer hasta en el 50% de los casos de DILI (Aithal et al., 2011; Chalasani et al., 2015; 

Licata, 2016). En la colestasis se altera el flujo de la bilis del hígado hacia el duodeno, lo 

que conduce a la acumulación intrahepática de AB y la subsiguiente hepatotoxicidad 

(Andrade et al., 2006; Sousa et al., 2019). La alteración funcional de los sistemas de 

transporte hepatobiliar, y en concreto la inhibición de BSEP, el principal transportador 

responsable de la salida canalicular de BA, se considera un mecanismo importante de la 

colestasis inducida por fármacos (Morgan et al., 2013).  

1.2.3. Diagnóstico del DILI 

Algunos de los síntomas descritos en los episodios de DILI son poco específicos, tales 

como fatiga, disminución del apetito o dolor epigástrico, por lo que su diagnóstico no es 

sencillo. Si la toxicidad cursa con colestasis es frecuente la aparición de ictericia o de 

prurito y puede adquirir cronicidad y derivar en hepatitis crónica, fibrosis hepática, 

cirrosis o incluso en procesos tumorales. En los casos en los que se desencadena una 

reacción inmunitaria, las manifestaciones clínicas registradas incluyen fiebre, 

erupciones cutáneas, eosinofilia (>5%) y otros daños en tejidos extrahepáticos.  Sin 

embargo, en general las manifestaciones clínicas son variables (desde un episodio 

asintomático hasta un fallo hepático agudo) y el periodo de latencia puede variar 

sustancialmente de días a meses (Yu et al., 2017). Todo ello, sumado a la ausencia de 

marcadores específicos de hepatotoxicidad, hace que el diagnóstico del DILI se realice 

por exclusión de otras patologías hepáticas como la hepatitis vírica (hepatitis A, B, C, E, 

o el virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, virus del herpes y otros), el abuso de alcohol, 

hígado graso no alcohólico o enfermedades genéticas como la enfermedad de Wilson o 

la hemocromatosis (Khoury et al., 2015; Tajiri & Shimizu, 2008).  

La información proporcionada por el propio paciente acerca de sus hábitos y estilo de 

vida (consumo de alcohol, de suplementos dietéticos o productos de herboristería, la 
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toma de fármacos de forma individual o coadministrada, la duración del tratamiento 

etc.), los factores de riesgo individuales, el historial clínico (episodios anteriores de DILI), 

así como los resultados en los test analíticos son útiles para fundamentar la sospecha de 

DILI (EASL, 2019; Yu et al., 2017). De hecho, en la actualidad, los resultados de los análisis 

bioquímicos de marcadores hepáticos clásicos, en los que se incluye la alanina 

aminotransferasa (ALT), la fosfatasa alcalina (ALP, del inglés alkaline phosphatase), la 

gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) y la bilirrubina, aunque no son específicos de 

hepatotoxicidad, son utilizados para el diagnóstico del DILI. De esta manera, se sospecha 

de DILI cuando se da alguna de las siguientes combinaciones en los niveles séricos de 

ALT, ALP y bilirrubina total: 1) los valores de ALT superan cinco veces el límite superior 

normal (LSN); 2) los niveles de ALP superan dos veces el LSN; 3) los niveles de ALT son 

superiores a tres veces su LSN combinado con niveles de bilirrubina total superiores a 

dos veces su LSN (EASL, 2019). Estos mismos tests, además, son utilizados para el cálculo 

del valor R [R= (ALT/LSN) / (ALP/LSN)] que permite identificar el tipo celular más 

afectado y clasificar en el daño hepático en tres tipos: hepatocelular (R ≥ 5), colestásico 

(R ≤ 2 ) o mixto  (si 2 < R < 5) (Aithal et al., 2011; Teschke & Danan, 2016).  

Ante a la ausencia de biomarcadores específicos y de tests que confirmen el diagnóstico 

de DILI, los ensayos de causalidad son una de las estrategias seguidas para determinar 

la probabilidad de que un daño hepático sea causado por un fármaco. El Método de 

Ensayo de Causalidad Roussel Uclaf o RUCAM (del inglés Roussel Uclaf Causality 

Assessment Method) es el más utilizado para diagnosticar DILI debido a su sensibilidad 

(86%), especificidad (89%) y reproducibilidad (Benichou et al., 1993). Este método 

consiste en una escala de puntuación que evalúa siete categorías que ayudan a definir 

el diagnóstico de DILI (Tabla 1.2). La puntuación final obtenida oscila entre -9 y +14 y 

permite clasificar como muy probable (≥8), probable (6-8), posible (3-5), improbable (1-

2) o excluido (≤0) un evento como episodio de DILI (EASL, 2019). Sin embargo, el método 

RUCAM no está exento de limitaciones ya que la puntuación en algunos apartados 

resulta arbitraria, como por ejemplo que entre los factores de riesgo se considere el 

consumo de alcohol, pero no se contemple la cantidad o el tiempo de consumo, lo que 

dificulta un diagnóstico certero (Aithal et al., 2011; Fu et al., 2020). De esta manera, el 

diagnóstico del DILI y la identificación del fármaco causal constituyen un verdadero 
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desafío clínico en la actualidad y existe el convencimiento generalizado de que muchos 

de los casos de DILI no son identificados. 

1.2.4. DILI de carácter idiosincrásico (iDILI), epidemiología y factores de riesgo. 

La etiopatogenia del iDILI es compleja y resulta de la interacción entre las propiedades 

del fármaco administrado, las características del huésped y las condiciones ambientales 

a las que está expuesto (Figura 1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Grupos de factores asociados a la susceptibilidad del DILI idiosincrásico en el ser humano. 

Esta susceptibilidad depende de la interacción entre las propiedades del fármaco administrado (A), las 

características intrínsecas del huésped (B) y las condiciones ambientales a las que está expuesto (C). 

Imagen basada en Fontana et al., 2014 (adaptada). 

Tabla 1.2. Método RUCAM para el diagnóstico del DILI. 

Categorías Puntuación 

1 Latencia: tiempo transcurrido entre la exposición y la aparición de los efectos. +1 o +2 

2 Curso de la patología tras la retirada del medicamento. -2, 0, +1, +2 o +3 

3 Factores de riesgo (consumo de alcohol, embarazo, edad). 0 o +1 por 

subcategoría. 

4 Comedicación. -3, -2, -1 o 0 

5 Búsqueda de causas alternativas (otras patologías o complicaciones no 

relacionadas con el fármaco). 

3, -2, 0, +1, o +2 

6 Información previa del fármaco sospechoso (efectos descritos en la ficha 

técnica del compuesto o descritos en la literatura científica).  

0, +1, o +2 

7 Respuesta a la reexposición al fármaco. -2, 0, +1, o+3 

 

 
PUNTUACIÓN 

TOTAL  

De -9 a +14 

Muy probable >8 

Probable (6-8)  

Posible (3-5)  

Improbable (1-2)  

Excluido (≤0) 
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Las características del fármaco (estructura química, peso molecular, liposolubilidad o 

dosis) son factores a tener en cuenta en el riesgo de aparición iDILI. Aunque la dosis del 

fármaco no está directamente relacionada con la aparición de episodios idiosincrásicos, 

se ha observado que los fármacos administrados a dosis ≤10 mg causan raramente 

episodios de iDILI, y la probabilidad de sufrir algún episodio aumenta si la dosis 

administrada es > 50 mg (Lammert et al., 2008). Una alta liposolubilidad está relacionada 

con una mayor propensión al iDILI, pues los fármacos más liposolubles pueden 

acumularse en el hígado con mayor facilidad, aumentando la probabilidad de formación 

de especies inestables (Chen et al., 2015; Fisher et al., 2015). Además, la formación de 

metabolitos reactivos puede verse aumentada por la presencia de determinados grupos 

químicos (“toxicóforos”) en la estructura del fármaco. 

Las características intrínsecas del individuo son las que tienen un papel más 

determinante en la aparición de iDILI. El género es un factor que condiciona la 

susceptibilidad y, por ejemplo, numerosos estudios muestran que las mujeres tienen 

mayor probabilidad a desarrollar fallo hepático fulminante por iDILI (Fisher et al., 2015). 

La edad también influye, de hecho,  se han observado dos picos de prevalencia de 

hepatotoxicidad inducida por fármacos (de 40 a 49 años y de 60 a 69 años en la 

población española entre 1994 y 2007) (Lucena et al., 2009) o que la incidencia de daño 

hepático por fármacos aumenta de 9 casos cada 100000 habitantes en individuos de 15 

a 29 años hasta 41 casos cada 100000 habitantes en individuos mayores de 70 años 

según estudios basados en la población de Islandia entre el 2010 y 2011 (Hoofnagle & 

Navarro, 2013). 

Por otro lado, los polimorfismos asociados a los genes implicados en el metabolismo de 

fármacos, así como la inducción o inhibición de enzimas en presencia de otras moléculas 

son los grandes responsables de las variaciones la eficiencia de detoxificación de un 

fármaco (Chen et al., 2015). En concreto, se han identificado variantes de las isoformas 

CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 y CYP3A4 con relevancia 

clínica en el iDILI (Roth & Lee, 2017). Algunos de estos polimorfismos provocan una 

disminución total o parcial de la actividad enzimática (fenotipo metabolizador lento o 

intermedio, respectivamente), desencadenando una acumulación del fármaco que 

puede ser tóxica. Así, por ejemplo, los portadores de las variantes alélicas CYP2C9*2 y 
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CYP2C9*3 poseen una actividad CYP2C9 disminuida y metabolizan de forma lenta 

fármacos como el anticoagulante warfarina, de manera que los portadores de estos 

polimorfismos parecen ser más susceptibles a sufrir reacciones adversas cuando son 

tratados con dicho fármaco, especialmente en las fases iniciales (Lee et al., 2002). Por el 

contrario, existen individuos con más de dos copias para genes implicados en el 

metabolismo o que presentan polimorfismos que se traducen en un aumento de la 

actividad enzimática (fenotipo metabolizador rápido) (Zanger & Schwab, 2013). Las 

variantes alélicas CYP3A7*1B y CYP3A7*1C confieren mayor actividad CYP3A7 y oxidan 

de forma más eficiente algunos fármacos (ácidos retinoicos isoméricos, estrona, 

dehidroepiandrosterona y dehidroepiandrosterona sulfato), por lo que el efecto 

terapéutico en individuos con estas variantes podría no ser el esperado, como se ha 

demostrado con el tratamiento de la osteoporosis con dehidroepiandrosterona sulfato 

(Crettol et al., 2010). 

Ciertas mutaciones en los enzimas de fase II (UGT, GST, NAT y SULT) también aumentan 

el riesgo de sufrir DILI. De hecho, la variante alélica *2 de UGT2B7 (de mayor frecuencia 

en la población europea) aumenta la probabilidad de sufrir toxicidad por diclofenaco 

(antiinflamatorio no esteroideo o AINE) pues se cree que aumenta la bioactivación 

oxidativa del fármaco y la formación del intermediario citotóxico quinoneimina 

(Stephens & Andrade, 2020). Asimismo, algunas variaciones genéticas presentes en 

transportadores de fármacos (fase III) también aumentan el potencial de un fármaco a 

desarrollar toxicidad hepática. Tal es el caso de un polimorfismo en el gen ABCB1 (gen 

codificante del transportador MDR1) asociado al riesgo de toxicidad por atorvastatina 

(Stephens & Andrade, 2020).  

Las variantes génicas de las moléculas del complejo de inmunohistocompatibilidad 

(MHC) I y II y de los antígenos leucocitarios humanos (HLA) también se consideran 

factores de susceptibilidad importantes (Stephens & Andrade, 2020). Así, por ejemplo, 

se ha descrito que los portadores del alelo HLA-B*57:01 tienen mayor riesgo de sufrir 

una reacción adversa tras el tratamiento con flucloxacilina (antibiótico) (Daly et al., 

2009; Monshi et al., 2013; Wuillemin et al., 2014). 

Finalmente, el ambiente al que está expuesto el organismo y el estilo de vida también 

son importantes. Así, entre otros factores, el consumo de alcohol puede disminuir la 
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dosis tóxica del paracetamol al aumentar la formación de especies reactivas generadas 

por CYP2E1 y contribuir a la depleción de los niveles GSH. Además, una dieta poco 

variada y rica en grasas puede resultar en una disminución en la tasa de eliminación de 

los fármacos, potenciando las reacciones de toxicidad hepática (Andrade et al., 2019; 

Chen et al., 2015). 

1.2.5. Amoxicilina/Clavulánico como causante de iDILI 

El antibiótico amoxicilina/clavulánico (A/C) es uno de los principales fármacos causantes 

de iDILI en Estados Unidos y Europa (Andrade et al., 2005; Chalasani et al., 2008) y se 

encuentra entre los 5 primeros fármacos inductores de iDILI a nivel global (Teschke, 

2018). Las manifestaciones clínicas asociadas a la toxicidad por A/C son 

predominantemente colestásicas, con síntomas como la ictericia, el dolor abdominal o 

el prurito, aunque se han reportado casos minoritarios de daño hepatocelular derivado 

del tratamiento con este fármaco (National Institute of Diabetes and Digestive and 

Kidney Diseases, 2012). 

La etiopatogenia de la toxicidad causada por A/C no es del todo conocida. Diferentes 

estudios relacionan los alelos del HLA tipo II DRB1*15 y DRB1*06 a una mayor 

susceptibilidad a la hepatotoxicidad por A/C (Lucena et al., 2011). No obstante, la 

presencia de ciertos haplotipos del HLA no es suficiente para explicar la susceptibilidad 

al daño hepático debido a A/C. Por un lado, se ha relacionado la toxicidad hepática 

causada por A/C con una reacción inmunológica en la que intervienen linfocitos T 

(deLemos et al., 2016; Kim et al., 2015) y se ha observado que la exposición a A/C activa 

la respuesta de linfocitos CD8(+) y CD9(+) independientemente del haplotipo del HLA 

(Kim et al., 2015). Por otro lado, no se ha podido asociar hasta el momento un alelo del 

HLA a la toxicidad de un único fármaco (por ejemplo, el haplotipo DRB1*15:01 asociado 

a la toxicidad por A/C también está asociado con la toxicidad por lumiracoxib) y tampoco 

es posible predecir el patrón de daño generado teniendo en cuenta únicamente los 

haplotipos HLA (por ejemplo, la A/C desencadena un patrón colestásico o mixto 

mientras que el lumiracoxib produce daño hepatocelular) (Daly, 2022) de manera que 

otros mecanismos deben estar implicados en el desarrollo de esta toxicidad.  
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En ese sentido, más allá de los haplotipos HLA y del papel del sistema inmunológico en 

la toxicidad hepática inducida por A/C, no se ha profundizado en el estudio de los 

mecanismos moleculares subyacentes a la misma. Recientemente, un estudio in vitro ha 

relacionado el efecto colestásico de la A/C con la depleción de los principales 

transportadores de AB (tanto de entrada como de salida), con la alteración de las síntesis 

de AB (y las vías de señalización implicadas en su control) y con la activación de la vía 

NFR2, una de las principales vías antioxidantes que se activan en respuesta al estrés 

oxidativo (Petrov et al., 2021). No obstante, serían necesarios más estudios para 

esclarecer los mecanismos moleculares implicados en la hepatotoxicidad mediada por 

A/C, incluyendo el uso de modelos in vitro personalizados que permitan analizar su 

naturaleza idiosincrásica.   

 

1.3. Modelos preclínicos para el estudio de DILI. 

Los ensayos clínicos suponen la parte más costosa del proceso de desarrollo de 

fármacos. Es por ello que una identificación eficaz en las fases preclínicas de aquellos 

compuestos con poder de desencadenar DILI, facilitaría el cribado de moléculas. Esto 

mejoraría la elección de los candidatos válidos que avanzarían a las siguientes fases del 

desarrollo farmacológico, reduciendo la inversión económica y acortando los plazos 

necesarios para el desarrollo del fármaco. En este contexto, resulta particularmente 

difícil el abordaje de la hepatotoxicidad idiosincrásica debido a su estrecha dependencia 

de las características del paciente. En consecuencia, existe una necesidad de disponer 

de estrategias y modelos preclínicos que permitan profundizar en el estudio del DILI y 

de forma particular del iDILI, con el objetivo de conocer mejor sus mecanismos y los 

factores de riesgo implicados en su aparición y así poder discriminar de manera eficaz 

entre fármacos potencialmente hepatotóxicos y aquellos que no lo son.  

1.3.1. Modelos preclínicos in vivo: uso de animales de experimentación. 

En el uso animales de experimentación para el estudio de la hepatotoxicidad inducida 

por fármacos se han seguido diferentes estrategias. Algunos modelos están basados en 

la alteración o supresión de los mecanismos citoprotectores de los hepatocitos para 

facilitar una respuesta tóxica tras la administración de un fármaco sospechoso. En este 
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sentido, el modelo knockdown para la síntesis de GSH en rata ha resultado ser altamente 

sensible para la detección de la hepatotoxicidad inducida por el diclofenaco y la 

flutamida, fármacos desencadenantes de iDILI (Morita et al., 2009). También, se ha 

tratado de recrear condiciones pro-inflamatorias por estimulación del sistema 

inmunitario para dirigir la toxicidad por fármacos hacia un carácter idiosincrático (Roth 

et al., 2003). Este es el caso de la coadministración del lipopolisacárido en roedores, el 

cual estimula la activación de neutrófilos y la producción de factor de necrosis tumoral 

alfa (Liguori et al., 2010). Algunos fármacos conocidos como desencadenantes de DILI 

de carácter idiosincrásico en humanos como la isoniazida, la amiodarona o la 

trovafloxacina entre otros, se han coadministrado con lipopolisacárido a 

concentraciones no tóxicas en roedores y se ha observado una respuesta hepatotóxica 

(Lu et al., 2012; Shaw et al., 2007; Su et al., 2014). Sin embargo, este modelo presenta 

características no consistentes con el DILI como por ejemplo el tipo de inmunidad 

predominante en la patología, ya que la respuesta a lipopolisacárido está mediada 

fundamentalmente por neutrófilos (inmunidad innata) mientras que en el caso de la 

hepatotoxicidad inducida por fármacos en humanos la respuesta inmunitaria está 

mediada por linfocitos (inmunidad adaptativa) (Uetrecht & Naisbitt, 2013). Así mismo, 

inducir condiciones pro-inflamatorias previas al tratamiento en un modelo animal es una 

estrategia controvertida ya que otros estudios apuntan a que la estimulación del sistema 

inmunitario enmascara los efectos que tiene el propio fármaco sospechoso en la 

respuesta inmunitaria e incluso podría tener un efecto protector (Mak & Uetrecht, 

2015). 

A pesar de los esfuerzos realizados hasta ahora, la comunidad científica sigue teniendo 

dificultades para generar modelos in vivo para el estudio de la hepatotoxicidad debido 

a las diferencias interespecies entre los animales de experimentación y los humanos no 

solo a nivel genético, sino también a nivel metabólico y funcional, aspectos que 

aumentan la complejidad que supone crear un modelo in vivo reproducible (Donato & 

Tolosa, 2019; Godoy et al., 2013). Además, cuestiones éticas limitan el uso de animales 

e impulsan el desarrollo de modelos alternativos siguiendo los principios de las 3R 

(reemplazo, reducción y refinamiento) en la experimentación animal y un ejemplo de 
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ello es el uso y desarrollo de modelos in vitro basados en células humanas para estudios 

de hepatotoxicidad (Gorzalczany & Rodriguez-Basso, 2021; Törnqvist et al., 2014). 

1.3.2. Modelos preclínicos in vitro: modelos basados en células humanas. 

1.3.2.1. Hepatocitos primarios humanos. 

Los modelos preclínicos basados en células de origen humano permiten realizar estudios 

de hepatotoxicidad obviando la variabilidad inherente a la especie. Los hepatocitos 

primarios humanos (PHH, del inglés primary human hepatocytes) constituyen el modelo 

por excelencia (gold standard) para los estudios de metabolismo, transporte y toxicidad 

ya que es el sistema que más se aproxima a los hepatocitos en su ambiente fisiológico. 

Sin embargo, los PHH presentan limitaciones como la incapacidad de proliferar o la 

pérdida rápida y gradual de la funcionalidad durante su cultivo en monocapa (Gómez-

Lechón et al., 2014). Algunos formatos de cultivo en sándwich, en los que la monocapa 

de PHH queda cubierta por una fina capa de matriz extracelular (ECM), retrasan la 

desdiferenciación de los PHH, mantienen su morfología y polaridad y prolongan su 

funcionalidad hasta 14 días (Elaut et al., 2006; Rowe et al., 2013). A priori, la posibilidad 

de disponer de preparaciones de hepatocitos aislados a partir de tejido hepático de 

diferentes donantes es una excelente oportunidad para estudiar la variabilidad 

interindividual característica del metabolismo y la hepatotoxicidad de los fármacos. No 

obstante, la estricta necesidad de disponer de muestras de hígado fresco para el 

aislamiento de hepatocitos limita su disponibilidad por razones éticas (Godoy et al., 

2013), e impide el análisis de perfiles genéticos y polimorfismos relevantes que puedan 

ser responsables de episodios idiosincráticos en un número suficiente de donantes 

(Choudhury et al., 2017). De ahí la necesidad de explorar modelos celulares alternativos 

que permitan superar los inconvenientes y limitaciones de los PHH.  

1.3.2.2. Líneas celulares de hepatoma y modelos basados en hepatocitos modificados. 

Las principales ventajas de las líneas celulares de hepatoma son su proliferación casi 

infinita, fácil manejo y fenotipo estable. Sin embargo, su aplicabilidad a estudios de 

toxicidad está seriamente limitada por su baja capacidad metabólica. Este es el caso de 

la línea HepG2, muy utilizada en estudios de hepatotoxicidad in vitro, cuya expresión de 
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enzimas de fase I y II se encuentra muy reducida (Donato et al., 2015; Wu et al., 2019; 

Yokoi & Oda, 2020).  

Por esta razón, se ha propuesto el uso de otras líneas de hepatoma con una 

funcionalidad más próxima a los PHH, como la línea HepaRG, procedente de una 

paciente con hepatocarcinoma causado por el virus de la hepatitis C. Las células HepaRG 

proliferantes pueden adquirir un fenotipo hepático diferenciado al ser cultivadas en 

presencia de dimetilsulfóxido (DMSO). Una vez diferenciadas, las células HepaRG 

presentan niveles relativamente elevados de enzimas CYP450, transportadores de 

membrana y receptores nucleares (Aninat et al., 2006) durante al menos dos semanas 

de cultivo, lo que ha permitido su aplicación en ensayos de toxicidad a largo plazo para 

estudiar los efectos crónicos de los fármacos (Donato et al., 2013; Jossé et al., 2008). A 

pesar de ello, no hay que perder de vista que HepaRG es una línea transformada cuyas 

rutas de señalización se encuentran posiblemente alteradas de manera que su respuesta 

a la toxicidad puede no reflejar la de un hepatocito “normal”. Del mismo modo, estudiar 

la toxicidad idiosincrásica en este modelo no es posible debido fundamentalmente a la 

falta de variabilidad genotípica (Godoy et al., 2013). 

Algunos modelos celulares más recientes permiten analizar la respuesta a fármacos e 

incluir la variabilidad genotípica en el análisis, aunque de forma limitada. Este es el caso 

de los hepatocitos humanos Upcytes® (UHH), un modelo basado en células derivadas de 

hepatocitos que han adquirido capacidad replicativa limitada gracias a un proceso de 

transducción lentiviral (Burkard et al., 2012). Estudios transcripcionales sitúan a los UHH 

más cercanos a los PHH que a la línea HepG2. Los UHH poseen funciones típicas de 

hepatocitos como la síntesis de albúmina, acumulación de glucógeno y actividades 

CYP450, aunque estas últimas dependen del donante del que derive (Tolosa et al., 

2016b). Este modelo ha mostrado ser ventajoso para los estudios de hepatotoxicidad 

con dosis repetidas de fármacos gracias a su capacidad para mantener sus funcionalidad 

durante largos periodos de cultivo (hasta 21 días) (Tolosa et al., 2019). Además, dada la 

posibilidad de generar UHH de diferentes donantes, es posible estudiar la variabilidad 

paciente-específica en los estudios de hepatotoxicidad. Sin embargo, es un modelo cuya 

proliferación finita impide su disponibilidad ilimitada, por lo que su uso continuo 

requeriría la generación de múltiples preparaciones de UHH a partir del tejido del 
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paciente, lo que implica restricciones éticas y una falta de estandarización de los 

resultados obtenidos a largo plazo. 

1.3.2.3. Cocultivos. 

El uso de cocultivos es una estrategia in vitro de aproximación a las condiciones 

fisiológicas que se dan en el hígado. Diversos estudios muestran que el cocultivo de 

hepatocitos con otras células hepáticas (células Kupffer, endoteliales, estrelladas, etc.) 

favorece su estabilidad funcional y prolonga su supervivencia en el cultivo, lo que 

permite realizar estudios a largo plazo, sobre 2-3 semanas (Krause et al., 2009; Pfeiffer 

et al., 2015). Además, existen evidencias de que la hepatotoxicidad no es una cuestión 

exclusiva del hepatocito y el papel que juegan en el DILI las células no parenquimáticas 

del hígado es cada vez más reconocido. Entre las combinaciones de cocultivo que se han 

explorado para estudios de hepatotoxicidad, el cultivo mixto de hepatocitos y células 

Kupffer es una de las más destacadas. A modo de ejemplo, este modelo permite recrear 

la respuesta inflamatoria tras la exposición a fármacos hepatotóxicos como la 

trovafloxacina (Rose et al., 2016). Pese a sus ventajas, a día de hoy los cocultivos no 

constituyen un modelo muy extendido en el cribado de fármacos y su uso más 

generalizado requeriría un esfuerzo adicional de optimización técnica (Roth & Ganey, 

2020).  

1.3.2.4. Cultivos tridimensionales. 

Los cultivos tridimensionales (3D) tratan de recrear de forma más precisa la fisiología 

del órgano y las interacciones célula-célula y célula-ECM para que las células sean 

capaces mejorar su funcionalidad con respecto al cultivo 2D o en monocapa 

(Edmondson et al., 2014). Los modelos hepáticos 3D disponibles en la actualidad varían 

tanto en los biomateriales utilizados para generar la matriz 3D como en los tipos 

celulares empleados (PHH, líneas HepG2 o HepaRG, UHH® etc.) y sus combinaciones con 

células no parenquimáticas (Baze et al., 2018; Fang & Eglen, 2017; Godoy et al., 2013; 

Langhans, 2018). Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que el cultivo 3D 

mejora la funcionalidad metabólica de las células hepáticas (aumento de la expresión 

basal de los genes codificantes de enzimas de Fase I y II) y proporciona una mayor 

estabilidad a lo largo del tiempo de cultivo con respecto al formato 2D (Andersson, 2017; 
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Basharat et al., 2020). Su aplicación a estudios de hepatotoxicidad posibilitaría realizar 

tratamientos largos con dosis repetidas del fármaco (Bell et al., 2016). Sin embargo, los 

cultivos 3D deben enfrentarse a la complejidad añadida del diseño y a la síntesis de los 

armazones que mimetizan la arquitectura del parénquima hepático, la reducida 

reproducibilidad de las resultados y el coste económico que supone generarlos (Anton 

et al., 2015). 

1.3.2.5. Células madre pluripotentes. 

Recientemente, los hepatocitos derivados de células madre pluripotentes (PSC, del 

inglés pluripotent stem cells) han sido descritos como un modelo in vitro para estudios 

de hepatotoxicidad. Este modelo permite obtener células con fenotipo hepático de 

forma ilimitada y, además, permite establecer líneas genotípicamente diferentes a partir 

de donantes diferentes (Kuna et al., 2018). De este modo, los hepatocitos derivados de 

PSC podrían ser una buena aproximación para el estudio del DILI, y en particular, del 

iDILI tal y como se justifica en los siguientes apartados. 

 

1.4. Células madre pluripotentes inducidas (iPSC): concepto, generación y 

utilidad. 

1.4.1. Concepto. 

Las PSC son células con capacidad de diferenciarse a cualquier tipo celular derivado de 

las tres capas germinales (endodermo, ectodermo y mesodermo) y poseen una 

autorenovación ilimitada (Wills & Rajagopalan, 2020). 

De forma fisiológica estas células se forman en la masa celular interna del blastocito 

durante el desarrollo embrionario y se conocen como células madre embrionarias (ESC). 

En 2006 Shinya Yamanaka y su equipo descubrieron que el estado pluripotente de una 

célula dependía fundamentalmente de la expresión de cuatro factores de transcripción: 

OCT3/4, SOX2, KLF4 y C-MYC (KOSM) de manera que la expresión ectópica de estos 

factores en células somáticas era suficiente para revertir su estado unipotente a 

pluripotente (Takahashi & Yamanaka, 2006). Este procedimiento de “desdiferenciación” 

recibió el nombre de reprogramación y la célula pluripotente obtenida se denominó 
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célula madre pluripotente inducida (iPSC). Las iPSC recrean a las ESC en muchos aspectos 

como la morfología celular, la capacidad de proliferar indefinidamente y de 

diferenciarse a cualquier tipo celular de las tres capas germinales, la capacidad de 

formar teratomas o su actividad telomerasa (Takahashi et al., 2007; Takahashi & 

Yamanaka, 2006).  

Diferentes tejidos han sido considerados como fuente de células somáticas para la 

generación de iPSC. Debido a la facilidad de aislamiento (aunque invasivo), los 

fibroblastos han sido el tipo celular predominante usado para llevar a cabo la 

reprogramación. También se han usado otros tipos celulares como los queratinocitos 

(Aasen et al., 2008; Piao et al., 2014), células de la pulpa dental (Tamaoki et al., 2010), 

progenitores del tejido adiposo (Qu et al., 2012), células mesenquimales del folículo 

piloso (Wang et al., 2013) o células del tracto urinario (Zhou et al., 2012). 

Recientemente, la sangre periférica está ganando popularidad como fuente de células 

somáticas para la reprogramación debido a su extracción fácil y mínimamente invasiva 

para el paciente (Vlahos et al., 2019). 

1.4.2 Reprogramación celular: estrategias para la generación de iPSC. 

La reprogramación celular se puede llevar a cabo mediante diferentes técnicas que se 

pueden dividir en dos grandes grupos: sistemas integrativos y sistemas no integrativos 

(Andargie et al., 2016; González et al., 2011). La Figura 1.6 esquematiza las diferentes 

estrategias de reprogramación usadas para generar iPSC. 

Los sistemas integrativos llevan a cabo la reprogramación a través de la introducción de 

genes exógenos inductores de la pluripotencia (KOSM) en el genoma de la célula a 

reprogramar. La expresión de estos genes es transitoria y acaban siendo silenciados al 

final de la reprogramación por modificaciones epigenéticas. De hecho, la 

reprogramación solo se considera exitosa cuando la célula reprogramada empieza a 

sobreexpresar los genes endógenos de pluripotencia y silencia los exógenos (Al Abbar 

et al., 2020; González et al., 2011). Los retrovirus, como el virus de la leucemia murina 

de Moloney y sus derivados, son los que presentan mayor eficiencia de reprogramación, 

pero únicamente pueden utilizarse en células proliferativas. Por el contrario, los 

lentivirus actúan tanto en células proliferativas como no proliferativas pero su eficiencia 
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de reprogramación es menor (Figura 1.6). En cualquier caso, la integración de material 

genético en el genoma celular es, precisamente, una desventaja de los sistemas 

integrativos, pues la integración aleatoria puede causar mutaciones en la célula de 

partida. También la reactivación de los transgenes podría alterar el proceso de 

diferenciación celular o incluso inducir la formación de células tumorales (Al Abbar et 

al., 2020; Andargie et al., 2016; González et al., 2011).  

Los sistemas no integrativos incluyen una variedad de estrategias que comprenden 

desde el uso de material genético hasta el uso de proteínas o pequeñas moléculas 

(Figura 1.6). Los adenovirus defectivos en la replicación se han utilizado para introducir 

material genético en la célula a reprogramar sin integrarlo en el genoma. La desventaja 

de este sistema es que la eficiencia de reprogramación es notablemente menor con 

respecto a los sistemas integrativos (hasta tres órdenes de magnitud). Sin embargo, los 

vectores introducidos acaban desapareciendo con los ciclos de proliferación de las 

células reprogramadas (Al Abbar et al., 2020; González et al., 2011; Maherali & 

Hochedlinger, 2008).  

Entre los sistemas víricos no integrativos ha cobrado especial interés la transfección de 

RNA mediante virus Sendai (SeV). El material genético de SeV es una cadena negativa 

de RNA no segmentada en la que se ha sustituido la información genética no necesaria 

para la replicación por la información de reprogramación (KOSM). Los SeV 

recombinantes son defectivos en la proteína de fusión y no es posible la formación de 

nuevos SeV para la reinfección. De esta manera, la estrategia SeV es segura y la 

expresión ectópica es transitoria pues los vectores acaban diluyéndose con la replicación 

celular. Su eficiencia de reprogramación es menor que la de los sistemas integrativos, 

pero en la actualidad se ha optimizado cambiando la estequiometría en la expresión de 

OSKM. Además, la estrategia SeV permite que la expresión de los transgenes sea más 

rápida (Borgohain et al., 2019; Nakanishi & Otsu, 2012). 

También es posible hacer uso de vectores episomales, evitando así la envuelta vírica 

(Figura 1.6). Estos vectores entran en la célula diana mediante sistemas como la 

electroporación haciendo que su manejo sea sencillo y seguro. No obstante, en 

ocasiones la expresión de los vectores episomales se reduce antes de que la célula diana 
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llegue a reprogramarse de forma completa haciendo que la eficiencia de 

reprogramación sea sustancialmente baja (Andargie et al., 2016; Silva et al., 2015).  

Otras aproximaciones de reprogramación no integrativa sin hacer uso de virus son las 

que implican microRNAs, RNAs sintéticos, proteínas o pequeñas moléculas (Figura 1.6). 

Por ejemplo, los miR-291-3p, miR-294, y miR-295 han sido utilizados para generar 

colonias homogéneas de iPSC sin hacer uso de c-myc. Por otro lado, las proteínas OSKM 

unidas a poliarginina (para asegurar la entrada a la célula diana) también han sido usadas 

con éxito para la reprogramación celular (Al Abbar et al., 2020; Borgohain et al., 2019; 

González et al., 2011). 

Figura 1.6. Estrategias de reprogramación celular. La reprogramación celular puede llevarse a cabo 

mediante sistemas integrativos (izquierda) o sistemas no integrativos (derecha). Los sistemas no 

integrativos se diferencian entre los sistemas basados y los no basados en virus. En los sistemas no basados 

en virus son los vectores episomales, los RNA, las proteínas y otras pequeñas moléculas las estrategias 

predominantes. Imagen generada con Biorender®. 

1.4.3 El potencial de las iPSC en biomedicina. 

La posibilidad de generar células PSC sin recurrir a la destrucción de los blastocistos 

supuso un hito al permitir la generación de diferentes tipos celulares de forma ilimitada 

al mismo tiempo que se evitaban las restricciones éticas que implicaba el uso de ESC. La 

producción de estas células a demanda posibilitó su uso terapéutico por sustitución de 

células con una patología concreta por células reprogramadas corregidas y sanas, 
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eludiendo el rechazo inmunológico en los pacientes. Su aplicación en terapia celular 

(Figura 1.7), aunque con resultados muy prometedores, en la actualidad todavía está 

siendo objeto de estudio (Yamanaka, 2020). 

Asimismo, aprovechando la posibilidad de obtener células reprogramadas de pacientes 

con patologías (fundamentalmente de origen genético), las células derivadas de iPSC 

también han sido propuestas como modelos in vitro para estudiar los mecanismos 

subyacentes en diferentes enfermedades con el objetivo de identificar nuevas dianas 

terapéuticas. Además, debido a su capacidad de recapitular el fenotipo patológico, las 

células derivadas de iPSC también están siendo utilizadas para el estudio y desarrollo de 

nuevos fármacos (Figura1.7) (Shi et al., 2017; Sterneckert et al., 2014).  

Por último, las iPSC han supuesto una nueva estrategia para estudios de toxicidad y en 

particular de hepatotoxicidad (Figura 1.7). La posibilidad de diferenciar iPSC en células 

con fenotipo de hepatocito conocidas como hepatocyte-like cells (HLC) es el punto de 

partida para su aplicación al análisis de los factores que rigen la susceptibilidad 

individual, por lo que se postulan como un modelo para estudiar el DILI y, en especial, 

el iDILI (Donato & Tolosa, 2019; Wills & Rajagopalan, 2020). Estudios transcriptómicos y 

funcionales llevados a cabo hasta el momento indican que las HLC expresan enzimas de 

fase I y fase II y algunos transportadores hepáticos y exhiben características típicas de 

hepatocitos como es una morfología poligonal, la producción y secreción de albúmina, 

síntesis de urea y el almacenamiento de glucógeno, aunque en menor grado que los PHH 

(Chen et al., 2012; Hannan et al., 2013; Song et al., 2009). El potencial de las HLC como 

modelo celular para discriminar el potencial hepatototóxico de nuevos fármacos en los 

estudios preclínicos de seguridad parece indiscutible (Gao & Liu, 2017). De hecho, 

gracias a la ventaja que supone la obtención de iPSC de diferentes donantes, es posible 

generar HLC con perfiles genéticos y fenotípicos diferentes permitiendo estudiar la 

relación entre la variabilidad interindividual y el metabolismo de fármacos (Takayama 

et al., 2014). A este respecto, la generación de HLC procedentes de pacientes que han 

sufrido un episodio de hepatotoxicidad por fármacos puede permitir el estudio de la 

vinculación del fármaco sospechoso con el episodio de hepatotoxicidad acontecido en 

cada paciente (Choudhury et al., 2017). La identificación retrospectiva de fenotipos 

metabolizadores con mayor susceptibilidad a la hepatotoxicidad de ciertos fármacos 
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(idiosincrasia metabólica) también permitiría el estudio de los mecanismos celulares y 

moleculares implicados en el iDILI.  De ese modo, con el modelo celular basado en HLC 

es posible aumentar la precisión en los estudios de iDILI, con resultados más fiables y 

personalizados que pueden resultar de gran ayuda en el desarrollo farmacéutico 

(Donato & Tolosa, 2019). 

 

 

 

 

Figura 1.7. Aplicaciones de las iPSC. Las células somáticas patológicas de pacientes pueden ser 

reemplazadas por células diferenciadas sanas (terapia celular). Las células derivadas de iPSC pueden ser 

utilizadas para estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo de la patología, así como para 

descubrir nuevas dianas y fármacos terapéuticos. Al mantener el genotipo del paciente, las iPSC pueden 

diferenciarse en células somáticas para estudios de toxicidad, permitiendo estudiar la variabilidad 

interindividual en cuanto a la respuesta a fármacos. Imagen generada con Biorender®. 

 

1.5. Células hepáticas derivadas de iPSC: generación y uso como modelo 

in vitro en iDILI. 

1.5.1 Organogénesis del hígado. 

La organogénesis del hígado es el punto de partida de los protocolos de diferenciación 

hepática de células progenitoras. El hígado se desarrolla a partir del endodermo, una de 

las tres capas germinales que se forma durante la gastrulación, un proceso que sucede 

aproximadamente a los 16 días de gestación en humanos. A nivel molecular, la 

formación del endodermo viene regida fundamentalmente por la activación de la vía de 

señalización Nodal, cuyos integrantes pertenecen a la familia de los factores de 

crecimiento transformante beta (TGFβ, del inglés transforming growth factor β) y actúan 

como ligandos para los receptores de activina tipo I y II y correceptores Cripto. Niveles 

elevados de Nodal se correlacionan con la expresión del factor 17 de la caja de 

transcripción SRY (SOX17, del inglés SRY-box transcription factor 17) y de la proteína A2 
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de la caja forkhead (FOXA2, del inglés forkhead box protein A2) promoviendo la 

formación del endodermo definitivo (Grapin-Botton, 2008; Zorn & Wells, 2007). 

Si bien la mayor parte de las células que formarán el hígado proceden del endodermo 

(hepatocitos y colangiocitos), otras células residentes en el hígado adulto proceden del 

mesodermo (células Kupffer, células estrelladas, células endoteliales, leucocitos). Es por 

ello que el mesodermo y el endodermo poseen una estrecha comunicación durante la 

organogénesis hepática (Zong & Friedman, 2014). De esta manera, tras la gastrulación, 

el endodermo definitivo forma un tubo a lo largo del eje anteroposterior que queda 

rodeado por el mesodermo. Este tubo está dividido en tres dominios progenitores: 

intestino anterior, intestino medio y el intestino posterior, formados gracias a la 

secreción diferencial de factores por el mesodermo adyacente (Zorn, 2008). Estudios de 

rastreo celular durante el desarrollo embrionario de ratones indican que el hígado se 

origina en la región ventral del intestino anterior adyacente al mesodermo cardíaco y al 

septum transversum (la región del mesodermo que dará lugar al mesenterio ventral) 

(Gordillo et al., 2015; Rossi et al., 2001; Si-Tayeb et al., 2010a). El compromiso hepático 

de las células competentes del intestino anterior ventral se inicia gracias a señales 

moleculares procedentes del mesodermo cardíaco y del septum transversum en las que 

se incluyen factores de la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF, del 

inglés fibroblast growth factor) y de la familia las proteínas morfogénicas óseas (BMP, del 

inglés bone morphogenetic protein), respectivamente (Rossi et al., 2001; Shin et al., 

2013).  

Tras recibir las señales moleculares propicias, el intestino anterior ventral se engrosa y 

forma un pequeño bolsillo celular llamado divertículo hepático (23-26 días de 

gestación). El divertículo hepático es el primer indicio morfológico de la formación del 

hígado ya que las células endodérmicas dejan su morfología cuboide y su disposición en 

monocapa para formar múltiples capas de epitelio pseudoestratificado cuyas células 

acabarán invadiendo el septum transversum tras la rotura de la lámina basal, gracias a 

la expresión de genes como el que codifica la proteína homeobox expresada 

hematopoyéticamente (Hhex, del inglés Hematopoietically Expressed Homeobox) (Bort 

et al., 2006). Estas células reciben el nombre de hepatoblastos y son proliferativas y 

bipotenciales (26-32 días de gestación), pues a partir de ellas se generarán los 
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hepatocitos y los conlangiocitos (Rossi et al., 2001; Zorn, 2008). Los hepatoblastos 

expresan algunos de los marcadores que se expresan en hepatocitos como la albúmina 

(Alb), el factor nuclear hepático 4 alfa (Hnf4a, del inglés hepatocyte nuclear factor 4 

alpha) y la citoqueratina 18 (Ck18, del inglés cytokeratin 18), así como marcadores de 

colangiocitos como la citoqueratina 19 (Ck19, del inglés cytokeratin 19). Además, los 

hepatoblastos expresan marcadores más específicos como la alfafetoproteína (Afp), E-

cadherina o la molécula de adhesión de célula epitelial (Epcam, del inglés epithelial cell 

adhesion molecule) (Tanaka et al., 2009; Wauthier et al., 2008).  

La invasión del septum transversum progresa con la expansión celular en la que están 

implicados numerosos factores de crecimiento como el factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF, del inglés hepatocyte growth factor), FGF, TGFβ y ácido retinoico. La 

mayoría de estos factores son secretados por las células del septum transversum 

(incluyendo las células endoteliales) y los propios hepatoblastos y están implicados en 

la proliferación y supervivencia celular (Zorn, 2008). Finalmente, desde 56-58 días de 

gestación hasta aproximadamente los 210 días, los hepatoblastos llevan a cabo su 

diferenciación para formar hepatocitos y colangiocitos (Ober & Lemaigre, 2018; Zhao & 

Duncan, 2005). 

Los hepatoblastos cercanos a la vena portal darán lugar a los colangiocitos y los que se 

localizan en el parénquima y no están en contacto con el mesénquima portal se 

diferencian a hepatocitos (Zong & Friedman, 2014). Factores secretados por las células 

hematopoyéticas del hígado como la oncostatina M (OSM) son clave para la 

diferenciación hacia hepatocitos ya que induce la maduración metabólica y promueve 

la polarización celular. La OSM en combinación con hormonas corticoides (por ejemplo, 

dexametasona) y el factor de crecimiento HGF promueven la maduración hepática (Shin 

et al., 2013) mediante una regulación compleja en la que juega un papel esencial el 

factor de transcripción HNF4α. Este factor está implicado en la expresión de casi la mitad 

de los genes asociados a la polaridad hepática, la estabilidad de la adhesión celular y las 

funciones metabólicas específicas del hígado (Parviz et al., 2003). Con la diferenciación 

de los hepatoblastos, los cordones de hepatocitos se disponen formando lobulillos 

dentro del parénquima y los colangiocitos forman los ductos biliares. La maduración 

total del hepatocito llega a término en etapas posteriores al nacimiento, cuando las 
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células hepáticas desarrollan el nivel funcional necesario para llevar a cabo todas las 

actividades hepáticas (Beath, 2003).  

1.5.2 Protocolos para la obtención de HLC. 

Los protocolos para generar células hepáticas a partir de células pluripotentes tratan de 

recrear la organogénesis del hígado y nacieron con las ESC como células de partida, 

aunque posteriormente se aplicaron también a las iPSC. Se han propuesto numerosos 

protocolos para generar HLC derivadas de células pluripotentes cuyo proceso de 

diferenciación se divide fundamentalmente en tres etapas: diferenciación a endodermo 

definitivo (especificación), diferenciación a hepatoblasto (compromiso hepático) y 

diferenciación a hepatocito (maduración) (Saito et al., 2020).  

Aunque algunos protocolos hacen uso de pequeñas moléculas o microRNA para la 

diferenciación de ESC/iPSC a HLC (Gao et al., 2020; Jaafarpour et al., 2019; Loh et al., 

2019; Mathapati et al., 2016; Tasnim et al., 2015), el uso de factores de crecimiento con 

roles clave en el desarrollo del hígado es la estrategia que concede mayor eficiencia de 

diferenciación. Además, numerosos protocolos también incluyen hormonas, inhibidores 

de la apoptosis y otras moléculas con la finalidad de aumentar dicha eficiencia. La tabla 

1.3 destaca diferentes estrategias para la diferenciación hepática de PSC y las 

características fenotípicas más destacadas de las HLC generadas. 



 

 

 

Tabla 1.3. Protocolos de referencia para la generación de células hepáticas derivadas de células pluripotentes (HLC). 

Ref. 
Tipo de célula 
pluripotente 

Método de 
reprogramación  

Principales factores empleados en la diferenciación 
Características fenotípicas de las HLC 

Endodermo Hepatoblasto Hepatocito Duración (días) 

(Song et al., 
2009) 

Línea hESC-H1 e iPSC-
3U1, -3U2 derivadas de 

fibroblastos. 
Lentivirus Activina A 

bFGF 
BMP4 

(especificación) 
---------- 

HGF 
KGF (FGF7) 
(expansión) 

OSM 
Dexa 

21 

- Morfología poligonal 
- A1AT+, CYP3A4+. 
- Expresión génica de ALB, CK18, AFP, CK19, A1AT, CYP3A4. 
- Almacenamiento de glucógeno. 
- Síntesis y secreción de urea y albúmina detectada. 
- Actividad CYP450 detectada. 

(Si-Tayeb, 
et al., 

2010b) 

Línea hESC-H9 e iPSC 
derivadas de la línea  

CRL2097 de 
fibroblastos humanos. 

Lentivirus Activina A BMP4, bFGF HGF 20 

- Morfología poligonal.  
- ALB+, AFP+, HNF4-Α+, FOXA2+. 
- Secreción de albúmina, síntesis de urea, acumulación de glucógeno, lípidos y LDL. 
- Expresión génica de marcadores hepáticos como AFP y HNF4α. 
- Expresión detectada genes que codifican enzimas de fase I y II. 

(Touboul et 
al., 2010) 

Línea hESC-H9 e iPSC 
procedentes de 

fibroblastos humanos. 
Retrovirus 

LY294002a, 
Activina A, 

BMP4, 
bFGF 

FGF10, 
RA, SB431542b 

FGF4, EGF, 
HGF 

20 

- Morfología poligonal.  
- ALB+, AFP+, HNF4-Α+, A1AT+, CK18+. 
- Expresión génica de marcadores específicos como AFP, HNF4α, HNF6, A1AT, F9, 

CK18, ALB y de enzimas de detoxificación como CYP3A7 y CYP7A1 entre otros. 
- Actividad CYP3A5 y CYP3A7 detectada. 

(Hannan et 
al., 2013) 

5 líneas hESC (H9, Val9, 
FES22, -29 y hSF-6) y 

20 líneas de iPSC 
derivadas de 

fibroblastos humanos. 

- 

Activin A 
WNT3A 
BMP4 
bFGF 
ChIR 

LY294002a 

BMP4 
FGF10 

HGF 
OSM 

30 

- Morfología poligonal.  
- ALB+, HNF4-Α+, A1AT+, CK18+. 
- Secreción de Albúmina y A1AT detectada. 
- Actividad CYP3A4 inducible. 
- Expresión génica: AFP, ALB, A1AT, APOF, TAT, TDO2, TTR y CYP3A7, CYP3A4. 
- Almacenamiento de glucógeno 
- Incorporación de LDL.  
- Incorporación de verde de indocianina. 

(Choudhury 
et al., 2017) 

iPSC derivadas de 
linfocitos 

inmortalizados de 
sangre periférica 

humana. 

Vector episomal 

Activina A 
WNT3A  
BMP4 
bFGF 

FGF1 
bFGF 
FGF8 

HGF 
Folistatina-

288c 

OSM 

20 

- Morfología poligonal.  
- ALB+. 
- Expresión génica de marcadores fetales (o de hepatoblasto) como HNF4-α, AFP, 

CK18 y CYP3A7. 
- Baja expresión de genes de fenotipo hepático maduro como ALB, A1AT, ASGPR, 

CYP1A2, CYP3A4, UGT1A1 y UGT1A3.  
- Producción de urea. 

(Wang et 
al., 2017) 

Líneas hESC-H9 y iPSC 
33D6. 

- 
Activina A 

WNT3A 
DMSO HGF, OSM 15-18 

- Morfología poligonal.  
- HNF4α+, E-CAD+.  
- Expresión génica de genes hepáticos como HNF4α y ALB. 
- Actividad CYP3A4 detectada.  
- Síntesis y secreción de albúmina. 

a Pequeña molécula que inhibe la pluripotencia y promueve la diferenciación a endodermo (Tasnim et al., 2015); b Inhibidor de TFGβ que promueve la maduración hepática (Tasnim et al., 2015); A1AT = alfa 1 antitripsina, Dexa= 
dexametasona; F9= factor IX de coagulación; APOF= apolipoproteína F; TAT= Tirosina aminotransferasa; TDO2= triptófano 2,3-dioxigenasa; TTR= transtiretina; LDL= lipoproteína de baja densidad; ASGPR= receptor de  
asialoglicoproteina. 
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Para conducir la diferenciación de las iPSC hacia el estadio de endodermo la mayoría de 

protocolos coinciden en el uso de altas concentraciones de activina A entre 3 y 5 días 

(Si-Tayeb et al., 2010b). Se ha demostrado que la presencia de activina A y bFGF 

combinados de forma transitoria durante 24 h aproximadamente con otros factores 

como WNT3A, o pequeñas moléculas que imitan el efecto señalizador de este ligando 

como CHIR99021 (Sineva & Pospelov, 2010) y BMP4 son importantes para reprimir la 

expresión génica ligada a la pluripotencia e incentivar la señalización de la activina A en 

su propósito de inducir la formación del DE en ESC (Loh et al., 2014). Siguiendo este 

esquema, se consigue inducir la expresión génica de genes implicados en la formación 

de la línea primitiva en las primeras 24-48 h para dar paso a la expresión de genes de 

perfil endodérmico como SOX17 o FOXA2 (Choudhury et al., 2017; Hannan et al., 2013; 

Touboul et al., 2010).  

Tal y como se ha venido describiendo en los estudios sobre el desarrollo del hígado, la 

combinación de factores de la familia BMP y FGF permite que las células en estadio de 

DE puedan comprometerse con el destino hepático al inducir la expresión de 

marcadores hepáticos (Calmont et al., 2006; Rossi et al., 2001). En su mayoría, los 

protocolos de diferenciación de células pluripotentes a HLC, destacan la participación 

de BMP4 junto con FGF1, bFGF, FGF4 y/o FGF10 durante aproximadamente 5 días para 

conducir la diferenciación hacia el estadio de hepatoblasto (Choudhury et al., 2017; 

Hannan et al., 2013; Si-Tayeb et al., 2010b; Touboul et al., 2010) aunque el uso de DMSO, 

por su capacidad de modificar la acetilación de histonas, es también recurrente en la 

inducción hepática del DE (Hay et al., 2008a; Kajiwara et al., 2012). 

Finalmente, la maduración hepática suele ser el último paso en el protocolo de 

diferenciación para obtener HLC. En general, el uso de medios específicos para el cultivo 

de hepatocitos, suplementados con factores, citoquinas y hormonas implicadas en la 

formación del hígado durante el desarrollo embrionario, es la elección más popular para 

inducir la maduración de los hepatoblastos. El factor HGF, implicado en la diferenciación 

hepática junto con la citoquina OSM y la hormona corticoide dexametasona, que 

inducen la maduración hepática promoviendo la expresión génica de los enzimas 

CYP450 y la síntesis de proteínas in vitro (Zhang et al., 2012), son clave en la 

diferenciación y maduración de los hepatoblastos. Su uso está ampliamente extendido 
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en la fase final del protocolo de diferenciación en el que se establece un rango general 

de 7 a 20 días de exposición a estas condiciones para obtener HLC (Hannan et al., 2013; 

Hay et al., 2008a).  

En todos los protocolos para la generación de HLC se considera clave la monitorización 

de la expresión de marcadores específicos asociados a cada una de las etapas del 

proceso, con el objetivo de verificar que las células están siguiendo correctamente los 

diferentes estadios pautados. En la figura 1.8 se resume la combinación de marcadores 

más comunes que se analizan en cada una de las etapas de la diferenciación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8. Principales marcadores asociados a cada fase del proceso de diferenciación de células 

pluripotentes a HLC.;. Imagen generada con Biorender®. 

 

Adicionalmente, tras la maduración hepática, es clave determinar el grado de 

funcionalidad hepática que poseen las HLC (Tabla 1.3). Algunos de estos ensayos 

funcionales incluyen la determinación de la síntesis y secreción de albúmina, la 

producción de urea, la determinación de actividades CYP450 basales (especialmente 

CYP3A4) y/o tras la inducción con compuestos inductores específicos y la capacidad de 

almacenar glucógeno, de incorporar lipoproteínas de baja densidad o de incorporar 

verde de indocianina (Li et al., 2019). Gracias a esta caracterización, se ha evidenciado 

que en la mayoría de los casos las HLC obtenidas expresan marcadores fetales (AFP, 

CYP3A7, CK19) y reflejan una baja expresión de marcadores de hepatocito maduro (ALB, 

alfa-1-antitripsina (A1AT) así como una actividad reducida de los CYP450 predominantes 

en el hígado adulto (CYP1A2, CYP3A4), no alcanzando a recapitular el estado de madurez 

del hepatocito primario (Tabla 1.3) (Baxter et al., 2015; Chen et al., 2012; Hannan et al., 

2013; Hay et al., 2008a; Loh et al., 2019; Si-Tayeb et al., 2010b; Song et al., 2009; 
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Takayama et al., 2014). Entre las propuestas barajadas para mejorar el grado madurativo 

de las HLC, los cultivos 3D están siendo una elección prometedora ya que tratan de 

imitar la citoarquitectura hepática y favorecer las interacciones célula-célula y célula-

ECM para potenciar la expresión de marcadores típicos de hepatocitos maduros (Wills 

& Rajagopalan, 2020; Xie et al., 2021). Los protocolos de generación de HLC siguen en 

constante optimización con el objetivo final de mimetizar el hepatocito adulto y alcanzar 

una estandarización metodológica. En esta optimización también se ha evaluado el 

grado de similitud entre ESC e iPSC como un factor vinculante a la variabilidad de la 

eficacia de diferenciación entre líneas de iPSC. En este sentido, es sabido que las iPSC 

retienen algunos rasgos epigenéticos de las células somáticas de origen, especialmente 

en patrones de metilación de DNA, que pueden favorecer la diferenciación al tipo celular 

de origen (Kim et al., 2010; Nishizawa et al., 2016; Ohi et al., 2011). No obstante, aunque 

se han correlacionado patrones de metilación con la eficiencia de diferenciación en las 

células pluripotentes (Bertero et al., 2015; Bock et al., 2011; Butcher et al., 2016), el 

patrón de metilación y la memoria epigenética no parecen explicar per se la variabilidad 

en la eficiencia de diferenciación de las iPSC (Kajiwara et al., 2012; Vanhove et al., 2016), 

de manera que han de tenerse en cuenta otros aspectos como el método de 

reprogramación, las condiciones de cultivo, el número de pases y sobre todo el 

background genético (Keller et al., 2018; Ohi et al., 2011). El estudio de la (epi)genética 

en las células pluripotentes promete esclarecer algunas de las incógnitas que hoy en día 

se plantean con respecto a la eficiencia de la diferenciación celular. 

 

1.6. Técnicas analíticas avanzadas para el estudio del DILI. 

El uso de compuestos hepatotóxicos conocidos en modelos celulares hepáticos puede 

ser una buena aproximación para entender los mecanismos implicados en la toxicidad. 

El desarrollo de esta estrategia viene de la mano del avance de técnicas analíticas con el 

objetivo de proporcionar cada vez más información acerca de los procesos biológicos 

relacionados con la hepatotoxicidad (Donato et al., 2013; Donato & Tolosa, 2019). 

Tradicionalmente, los ensayos de hepatotoxicidad a tiempo final que miden uno o unos 

pocos indicadores de toxicidad como la función mitocondrial (ensayos con sales de 

tetrazolio tipo MTT o MTS), la integridad de la membrana celular (liberación de la lactato 
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deshidrogenasa), la pérdida de macromoléculas (depleción de ATP o GSH), los efectos 

antiproliferativos (inhibición de la síntesis de DNA/proteínas) o la apoptosis (activación 

de las caspasas) han sido de gran utilidad para determinar el potencial citotóxico de un 

compuesto, pero aportan poca información acerca de los procesos celulares 

subyacentes a la toxicidad (Dambach et al., 2005; Funk & Roth, 2017; Xu et al., 2004). 

Por ello, nuevas aproximaciones tecnológicas han sido aplicadas para estudiar los 

eventos desencadenados en la toxicidad hepática inducida por fármacos.  

A este respecto, las ómicas permiten detectar cambios globales que abarcan desde la 

identificación de variantes genéticas (especialmente polimorfismos de un solo 

nucleótido o SNP) asociadas a una mayor susceptibilidad a sufrir DILI (toxicogenómica) 

(Andrade et al., 2009; Petros et al., 2017) hasta la detección de patrones diferenciales 

en la expresión de genes (toxicotranscriptómica) (Buck et al., 2008) y proteínas 

(toxicoproteómica)  (George et al., 2010; Heijne et al., 2005) causadas por la exposición 

a fármacos, incluyendo la obtención perfiles metabólicos asociados a la toxicidad 

(toxicometabolómica) (García-Cañaveras et al., 2016). Con ello, las ómicas, son útiles 

para identificar cambios en las rutas de señalización (especialmente aquellas 

relacionadas con la apoptosis, necrosis e inflamación) (Joseph, 2017), fluctuaciones en 

la concentración de proteínas y metabolitos en las células, así como la presencia de 

modificaciones en proteínas causadas por fármacos (como puede ser la formación de 

aductos) (George et al., 2010) posibilitando el estudio mecanístico del DILI y el 

descubrimiento de nuevos biomarcadores pronóstico y diagnóstico (Jennen et al., 2015; 

Kohonen et al., 2017; Ma et al., 2019; Van Summeren et al., 2012; Xie et al., 2019). No 

obstante, las ómicas siguen teniendo ciertas limitaciones como la falta de 

estandarización de la metodología y el análisis, el coste económico que implica la 

infraestructura tecnológica necesaria y el reto que supone el manejo de la gran cantidad 

de datos obtenidos in silico (Dias & Koal, 2016; Rao et al., 2019).  

Por otro lado, las técnicas de imagen también han evolucionado hacia aproximaciones 

que analizan cambios globales en las células. Lejos de ser meramente descriptivas, las 

técnicas de cribado de alto contenido o high content screening (HCS) combinan la 

microscopía multiparamétrica con la cuantificación a gran escala de parámetros 

morfológicos (tamaño nuclear, celular, tamaño de orgánulos, etc.) y celulares (potencial 
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de membrana mitocondrial, estrés oxidativo, apoptosis, localización de proteínas, 

almacenamiento de ácidos grasos etc.) gracias al uso de sondas fluorescentes específicas 

(Pegoraro & Misteli, 2017). La técnica de HCS combina las propiedades de las técnicas 

de imagen y de fluorescencia con el análisis cuantitativo célula a célula que proporciona 

la citometría de flujo, todo ello en un formato multipocillo que permite analizar una gran 

cantidad de condiciones dentro de una misma adquisición automatizada. La ventaja del 

análisis en placa multipocillo frente a la suspensión celular necesaria en citometría de 

flujo es la posibilidad de analizar estructuras subcelulares y de preservar las condiciones 

de cultivo de células adherentes (Tolosa et al., 2015a).  

En el ámbito de la hepatotoxicidad, la tecnología de HCS aporta mayor sensibilidad y 

mejora la capacidad predictiva de la toxicidad inducida por fármacos en estudios in vitro 

en comparación a los estudios clásicos en los que se analiza un único parámetro de 

toxicidad (Bickle, 2010). En este sentido, gracias a su carácter multiparamétrico, los 

ensayos HCS permiten analizar parámetros indicativos de efectos citotóxicos pre-letales 

(morfología celular, integridad de la membrana plasmática, potencial de membrana 

mitocondrial, niveles de ROS y de Ca2+ intracelular, acumulación de lípidos neutros y 

fosfolípidos, acumulación de AB etc.) tras la exposición a dosis sub-citotóxicas de 

fármacos, pudiendo identificar y estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo del 

DILI que preceden a la muerte celular. Esta información es de gran utilidad durante las 

fases preclínicas en el descubrimiento de fármacos y es de gran relevancia clínica ya que 

permite estudiar la respuesta celular a los fármacos utilizando dosis comparables a las 

alcanzadas en plasma o en el tejido hepático tras la administración terapéutica (Bickle, 

2010; Donato et al., 2017; Donato & Tolosa, 2021; Li & Xia, 2019; Mandavilli et al., 2018; 

Tolosa et al., 2012).  
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La toxicidad idiosincrática es muy dependiente de factores propios de paciente, por lo 

que se presenta únicamente en un grupo reducido de individuos susceptibles a un 

determinado fármaco. Debido a su impredecibilidad y gravedad, el conocimiento en 

detalle de estos episodios hepatotóxicos permitiría anticipar estos fenómenos, así como 

identificar pacientes potencialmente vulnerables y desarrollar fármacos más seguros. 

Los modelos in vivo e in vitro de uso habitual en ensayos de hepatotoxicidad son 

incapaces de reproducir las características de individuos concretos y, por tanto, no son 

adecuados para su aplicación al estudio del iDILI. La aproximación ideal sería el uso de 

los hepatocitos del paciente, aunque por razones éticas y clínicas, esto es prácticamente 

imposible. Sin embargo, la obtención de células de manera menos invasiva y su 

diferenciación a fenotipo hepático permitiría disponer de un modelo in vitro que 

reflejara el comportamiento de los hepatocitos de un determinado paciente.  

Estudios previos han propuesto las células con fenotipo hepático o HLC derivadas de ESC 

y líneas de células madre pluripontentes iPSC como un modelo celular para el estudio 

de diversas patologías hepáticas, incluyendo su uso para estudios de toxicidad. En base 

a estos antecedentes, hipotetizamos que la generación de líneas de iPSC a partir de 

células somáticas de individuos control y pacientes con sospecha de iDILI y su 

diferenciación posterior a HLC permitiría disponer de un modelo celular personalizado 

que recapitule las características genéticas de cada individuo. Pretendemos usar este 

modelo personalizado para reproducir en las HLC de pacientes con iDILI el episodio de 

hepatotoxicidad desencadenado por el fármaco (o fármacos) sospechoso e investigar su 

mecanismo para entender el fenómeno de la hepatotoxicidad idiosincrática. Además, el 

modelo desarrollado podría ser usado como modelo preclínico para estudiar la 

hepatotoxicidad inducida por fármacos in vitro. 

Por ello, el objetivo principal de esta tesis es obtención de un modelo celular hepático 

derivado de iPSC con aplicación al cribado preclínico de fármacos hepatotóxicos y al 

estudio de los mecanismos moleculares implicados en iDILI. En base a ello, los objetivos 

específicos propuestos son: 

1. Generar una librería de líneas de iPSC que reflejen la variabilidad poblacional 

mediante procedimientos poco invasivos. 
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2. Desarrollar un modelo celular que mimetice in vitro el fenotipo hepático de los 

donantes de origen, incluyendo pacientes que hayan sufrido iDILI. Se 

caracterizarán los distintos estadios del proceso de diferenciación para 

comprobar que las células siguen una diferenciación guiada hacia fenotipo 

hepático. Se caracterizarán las HLC mediante pruebas funcionales hepáticas y 

análisis de la expresión para verificar su fenotipo hepático. 

 

3. Valorar la idoneidad de las HLC como modelo celular para los estudios in vitro 

de hepatotoxicidad, especialmente la hepatotoxicidad de carácter 

idiosincrásico. Para ello, las HLC se tratarán con compuestos modelo 

hepatotóxicos y se estudiarán mediante ensayos multiparamétricos los procesos 

celulares implicados en la toxicidad. Asimismo, se analizará el comportamiento 

de las HLC procedentes del paciente con sospecha de iDILI tras la exposición al 

fármaco sospechoso a fin de estudiar los mecanismos moleculares subyacentes 

a la toxicidad. 
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3.1. Materiales. 

Salvo que se indique lo contrario, los medios y los suplementos para el cultivo celular 

utilizados en este estudio se adquirieron de Gibco®, el material de cultivo se obtuvo de 

Thermo Fisher Scientific Inc., las citoquinas y factores de crecimiento fueron obtenidos 

de Peprotech®, y el resto de materiales, reactivos y compuestos fueron obtenidos de 

Merck.  

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de 

inmunofluorescencia (IF) para la detección de proteínas en las distintas fases del proceso 

de diferenciación se recogen en la tabla 3.1. De igual modo, los cebadores utilizados en 

la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) para la detección de la 

expresión génica de marcadores implicados en los diferentes estadios de la 

diferenciación, así como en la caracterización de las HLC se muestran en la tabla 3.2. 

 Tabla 3.1. Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Estadio Marcaje Casa comercial Referencia Dilución 

Primarios      

Oct3/4 P N Santa Cruz Biotechnology sc-5279 1:200 

Nanog P N R&D systems AF1997 1:100 

TRA-1-60 P M Thermo Scientific 41-1000 1:200 

FoxA2/HNF3β E N Cell Signaling D56D6 1:200 

SOX17 E N R&D Systems AF1924 1:200 

EpCAM HB M Santa Cruz Biotechnology sc-66020 1:200 

CK18 HLC C Dako M7010 1:200 

CK19 HB C Dako M0888 1:200 

HNF4α HB, HLC N Cell Signaling 3113S 1:100 

A1AT HLC C Cell Marque 223A-15 1:200 

AFP HLC C Cell Marque 203A-15 1:200 

ALB HLC C Bethyl A80-229A 1:200 

Secundarios      

Alexa Fluor 488 Donkey-α-Mouse   Thermo Scientific A21202 1:200 

Alexa Fluor 488 Donkey-α-Goat   Thermo Scientific A11055 1:200 

Alexa Fluor 594 Donkey-α-Goat   Thermo Scientific A11058 1:200 

Alexa Fluor 488 Donkey-α-Rabbit   Thermo Scientific A21206 1:200 

Alexa Fluor 594 Donkey-α-Rabbit   Thermo Scientific A21207 1:200 

Alexa Fluor 594 Donkey-α-Goat   Thermo Scientific A11058 1:200 

P: pluripotencia; E: endodermo; HB: hepatoblasto; HLC: hepatocyte-like cell; N: nuclear; M: membrana; C: 

citoplasmático. 
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Tabla 3.2. Secuencia de los cebadores para las cuantificaciones de mRNA por qPCR. 

Gen Estadio Secuencia forward (5’3’) Secuencia reverse (5’3’) 

PBGD - CGG AAG AAA ACA GCC CAA AGA TGA AGC CAG GAG GAA GCA CAG T 

β-Actina - CGT ACC ACT GGC ATC GTG AT GTG TTG GCG TAC AGG TCT TTG 

TBP - AAA ATG GTG TGC ACA GGA GCC CAC ATC ACA GCT CCC CAC CAT 

NANOG P TGA TGC CCA TCC AGT CAA TC AAT ATT AGC CGG GCG AGG TG 

OCT3/4  P AGT TTG TGC CAG GGT TTT TG ACT TCA CCT TCC CTC CAA CC 

DNMT3B P AAG TCG AAG GTG CGT CGT G GCA ATT TGT CTT GAG GCG CT 

SOX2 P GGG AAA TGG GAG GGG TGC AAA AGA GG TTG CGT GAG TGT GGA TGG GAT TGG TG 

h-HEX E CGG ACG GTG AAC GAC TAC A TTT GAC CTG TCT CTC GCT GA 

GATA4 E CTA GAC CGT GGG TTT TGC AT TGG GTT AAG TGC CCC TGT AG 

CXCR4 E ATT TTC TGA CAC TCC CGC CCA A TGA GCC CAT TTC CTC GGT GTA G 

FOXA2 E GTA TGC TGG GAG CGG TGA AGA T TTC ATG TTG CTC ACG GAG GAG T 

SOX17 E AGA AAA GCA TTC TGG AAT GAG CC TGG GGG CAG GTC AAG CTT AT 

EpCAM HB AAT CGT CAA TGC CAG TGT ACT T TCT CAT CGC AGT CAG GAT CAT AA 

CK19 HB TCC AGA TGA GCA GGT CCG AGG TTA GCT GCG GTA GGT GGC AAT CTC C   

HNF4α HB, HLC GCC TAC CTC AAA GCC ATC AT GAC CCT CCC AGC AGC ATC TC 

AFP HLC GCG AGG GAG CGG CTG ACA TT TGT TTG CAG CGC TAC ACC CTG A 

ALB HLC TGA GAA AAC GCC AGT AAG TGA C TGC GAA ATC ATC CAT AAC AGC 

CK18 HLC CCC GTC ACG CCC TAC AGA T ACC ACT TTG CCA TCC ACT ATC C 

CYP1A2 HLC ATC CCC AAG AAA TGC TGT GT GCC AGG ACT TCC CCG ATA CA 

CYP2C19 HLC ACG GAT TTG TGT GGG AGA GGG GTG AAA TTT GGA CCA GA 

CYP2E1 HLC AAG CAA CCC GAG ACA CCA TT GAA ACA ACT CCA TGC GAG CC 

CYP2C9 HLC TCA AGA TTT TGA GCA GCC CC AGT CAA CTG CAG TGT TTT CCA AG 

CYP2D6 HLC AAG TAC AGG GCT TCC GCA TCC GGG CTC ACC AGG AAA GCA A 

GSTA1 HLC CCT GAG GAA AAA GAT GCC AA GAC TGG AGT CAA GCT CCT CG 

GPX2 HLC TCG CTC TGA GGC ACA ACC AC ATG CTC GTT CTG CCC ATT CA 

ApoB HLC TGG GAA GGA AAA GCG CAC CTC A TCC TCA TCA GAT TCC CGG ACC CT 

ApoC3 HLC GTT ACA TGA AGC ACG CCA CC CTC GCA GGA TGG ATA GGC AG 

MRP2 HLC TCA GAC GAC CAT CCA AAA CGA GGG TCC AGG GAT TTG TAG CAG 

NTCP HLC TGC CAA AAT GTC CAA CTC T GTT GTG GCA GCT GTG TAG AT 

BSEP HLC GGG CTC CAT TTC AGC TAT GT ACT TGC GAG TCA GGT CGA G 

BAAT HLC AGA GGG TCT CTT CCC AGG GGT ACT ACC CCA ACG CCT GAG CCA 

OTC HLC GCT GAT TAC CTC ACG CTC CA TGG TTA CAC TAG CAT CCG GC 

G6Pc HLC AGA ACC TGG GCA CGC TCT TT GGC GAG GCA GTA GGG GAT GA 

PPARα HLC TGC CTT TCT GTC GGG ATG TCA GAC CTC CGC CTC CTT GTT CTG 

FGF19 HLC CGC GCA CAG TTT GCT GGA CGG TGC TTC TCG GAT CGG TA 

CYP7A1 HLC ATC GCT GAG GCT TTC CAG TG TTA AAA GTC AAA GGG TCT GGG TAG A 

CYP8B1 HLC TGG ACC CTG ACA CAC CAC TA GGC CAA GCT CAC TCT GTA GG 

CYP27A1 HLC ATG GCT GGA GTG GAC ACG AC ACC ACA GGG TAG AGA CGC AG 

TXNRD1 HLC GGT GCT TGT GGC CTT TCT GA GGA CCC AGT ACG TGA AAG CC 

AKR1B10 HLC AGT GAT GAG GAG ATG GCA ACC AAA TGG GAC ATG AGT GGA GGT 

GSR HLC ACA GTG GGA CTC ACG GAA GA GTA GGG TGA ATG GCG ACT GT 

SLC7A11 HLC ATG GGA CAA GAA ACC CAG GTG TCC CTA TTT TGT GTC TCC CCT TG 

GPX1 HLC ACC ACA GGG TAG AGA CGC AG TCT TGG CGT TCT CCT GAT GC 

GPX2 HLC TCG CTC TGA GGC ACA ACC AC ATG CTC GTT CTG CCC ATT CA 

GCLC HLC GGT GCT TGT GGC CTT TCT GA GGA CCC AGT ACG TGA AAG CC 

GCLM HLC AAT CTT GCC TCC TGC TGT GTG ACT CGT GCG CTT GAA TGT CAG 

P, pluripotencia; E, endodermo; HB, hepatoblasto; HLC, hepatocyte-like cell. 
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3.2. Obtención de muestras de donantes. 

Las muestras (de sangre y en algunos casos también de tejido hepático) de 4 donantes 

control y 1 donante con sospecha de DILI (diagnosticado de acuerdo a los criterios 

internacionales de la EASL, 2019) fueron proporcionadas por la Unidad de Cirugía 

Hepatobiliopancreática y Trasplante del Hospital Universitario La Fe de Valencia, la 

Unidad de Investigación Clínica y de productos con Actividad Biológica (UICAB) del 

Instituto de Investigación Sanitaria La Fe (IIS La Fe) de Valencia y la Unidad Cirugía 

General y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia. 

Previamente todos los donantes habían firmado un consentimiento informado por 

escrito. El estudio fue aprobado con el Comité de Ética de la Investigación con 

Medicamentos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (número de registro 

2016/0226). 

Los donantes control (donantes C1 a C4) presentaban patologías hepáticas no 

relacionadas con DILI que requerían una resección de tejido hepático mediante 

intervención quirúrgica, lo que permitió disponer, además de la muestra de sangre, de 

una pequeña muestra de tejido hepático que se utilizó para la obtención de microsomas 

(ver apartado 3.8). En cuanto al donante P1, presentaba sospecha de DILI con patrón 

colestásico tras la exposición a la combinación de fármacos Amoxicilina/Clavulánico y 

únicamente se obtuvo muestra de sangre. En la tabla 3.3 se detallan los datos de los 

donantes y la información clínica relacionada con la funcionalidad hepática de relevancia 

para el estudio. 
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Tabla 3.3. Características clínicas de los donantes seleccionados. 

Donante C1 C2 C3 C4 P1  

Edad (años) 76 67 60 58 78 

Sexo M H M H H 

Patología Metástasis 
hepática 
(CCRa) 

Colangiocarcinoma Metástasis 
hepática 
(GISTb) 

Metástasis 
hepática 
(CCRa) 

DILI 

Enfermedad 
hepática previa 

No Hepatitis VHB No No No 

Quimioterapia 
(neocoadyuvante) 

Xelox No Imatinib Xelox  No 

Consumo de tabaco No No (extabaquismo 
hace >4 años) 

No No No 

Consumo alcohol No Sí No No No 

Bilirrubina total 
(mg/dL)  

Normal Normal Normal Normal Elevada 
(6,3) 

AST (UI/L) 16 40 42 26 53 

ALT (UI/L) 8 37 55 26 40 

GGT (UI/L) 45 57 63 20 135 

ALP (UI/L) 85 71 82 106 231 

IQ%b 69 100 100 97 100 

INRc 1,27 1 1 1,02 1 

Fármacos 
adicionales 

Olmersartan, 
Amlodipino 

Zyloric  
Twynsta 
(Telmisartán/ 
Amlodipino) 

Bisoprolol  
Ranitidina  

No Amoxicilina-
clavulánico 
ibuprofeno 

aCCR: carcinoma colorrectal; b GIST: tumor del estroma gastrointestinal; b índice de Quick; c índice 

internacional normalizado. 

 

3.3. Generación de iPSC. 

3.3.1. Aislamiento de PBMC. 

Las muestras de sangre fueron obtenidas en tubos de extracción con EDTA dipotásico 

(BD Vacutainer®). La sangre diluida con tampón salino fosfato Dubecco (DPBS, del inglés 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) 1X 1:1 (vol:vol) se introdujo en tubos de 50 ml 

tipo SepMateTM (StemCell Technologies) en los que previamente se había añadido 15 ml 

de Histopaque®-1077. Las distintas fases de la sangre se separaron en gradiente de 

densidad por centrifugación a 1200 x g durante 10 min (Figura 3.1). El anillo de PBMC se 

transfirió a un tubo nuevo y las células se lavaron tres veces con tampón de lavado (5% 

de albúmina sérica bovina (BSA, del inglés bovine serum albumin) en DPBS-EDTA 2 mM) 

seguido de una centrifugación a 300 x g, 10 min. El pellet obtenido se resuspendió en 

medio de cultivo StemProTM-34 SFM completo y las PBMC se contabilizaron mediante 

contador automático (TC10™, Bio-Rad) haciendo una dilución previa 1:1 (vol:vol) con 
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azul tripán para determinar la viabilidad celular. Las células no utilizadas en fresco para 

la reprogramación celular fueron criopreservadas hasta su uso (ver apartado 3.3.7). 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Aislamiento de PBMC mediante gradiente de densidad obtenido por centrifugación con 
Histopaque-1077. Tras la centrifugación la sangre queda separada en cuatro fases: plasma, PBMC, 
Histopaque-1077 y eritrocitos. Imagen creada con BioRender®. 
 

3.3.2. Generación de iPSC derivadas de PBMC. 

La reprogramación de las PBMC recién aisladas o criopreservadas se llevó a cabo 

mediante el kit de reprogramación Cytotune™-iPS 2.0 Sendai Reprograming kit 

(ThermoFisher Scientific) tal y como se esquematiza en la Figura 3.2.  

Figura 3.2. Esquema del proceso de reprogramación de PBMC mediante el kit de reprogramación 

Cytotune™-iPS 2.0 Sendai Reprograming kit. Imagen creada con BioRender®. 

Día -4 a -1: siguiendo las instrucciones del fabricante, 5 x 105 PBMC vivas/pocillo se 

cultivaron en placa de cultivo celular de 24 pocillos en 1ml/pocillo de medio PBMC (Tabla 

3.4) durante 4 días a 37oC en una atmósfera humidificada al 5% de CO2 (Figura 3.3). Cada 

día se recogió la mitad del volumen de cada pocillo (500 μl/pocillo), se centrifugó a 200 

x g, 10 min y, tras retirar el sobrenadante, se resuspendió el pellet en 500 μl de medio 

fresco. Dicho volumen se añadió de nuevo al pocillo correspondiente de la placa de 

cultivo como cambio de medio. 
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Figura 3.3. Imagen de contraste de fases de PBMC en cultivo a día -2 del proceso de reprogramación. 

Barra de escala = 100 μm. 

 

Tabla 3.4. Medios de cultivo y complementos utilizados en la 

reprogramación de PBMC. 

Medio PBMC 

Componente Concentración de uso 

StemProTM -34 SFM  - 

StemPro®-34 Nutrient Supplement  
1,3 ml/ml StemProTM -

34 SFM 

L-Glutamina  2 mM 

Penicilina-Estreptomicina  1X 

SCF (Peprotech) 100 ng/mL 

FLT3 (Peprotech) 100 ng/mL 

IL3 (Peprotech) 20 ng/mL 

IL6 (Peprotech) 20 ng/mL 
  

Medio MEF 

Componente Concentración de uso 

DMEM alto en glucosa  - 

SBF (LINU-8460) 10% 

MEM Non-Essential Amino Acids Solution  1X 

β-mercaptoetanol  55 μM 

Penicilina-Estreptomicina  1X 
  

Medio iPSC 

Componente Concentración de uso 

KnockOut™ DMEM/F-12 - 

KnockOut™ Serum Replacement – KSR 20% 

MEM Non-Essential Amino Acids Solution 1X 

GlutaMAX™-I00X  1X 

β-mercaptoethanol  50 μM 

Penicilina-Estreptomicina  1X 

bFGF (Peprotech) *Añadir en el momento de uso 4 ng/ml 
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Día 0: para llevar a cabo la infección, se realizó el conteo automatizado de las PBMC 

haciendo una dilución previa 1:1 (vol:vol) con azul tripán. A continuación, se separaron 

fracciones de 2,5 x 105 PBMC vivas en tubos limpios y se centrifugaron a 200 x g, 10 min. 

Tras la centrifugación, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 300 μl 

del cóctel de SeV portadores de los transgenes de reprogramación h-KOS (Klf4-Oct3/4-

Sox2), hc-Myc y h-Klf4 con un MOI 5:5:3 respectivamente, en medio PBMC y Polibrene 

4 μg/mL. Las suspensiones celulares se sembraron en placa de 24 pocillos y se incubaron 

durante 24 h a 37oC en una atmósfera humidificada al 5% de CO2.  

Día 1: tras 24 h de cultivo, las células se recogieron en tubos y se centrifugaron a 200 x 

g, 10 min. El sobrenadante se descartó (descarte de virus) y el pellet se resuspendió en 

medio PBMC. La suspensión celular se sembró de nuevo en placa de 24 pocillos y se 

mantuvo a 37oC en una atmósfera humidificada al 5% de CO2 durante 48 h. En paralelo 

a la siembra de las PBMC, se prepararon placas de cultivo de 6 pocillos gelatinizadas con 

un feeder de fibroblastos murinos embrionarios (MEF) mitóticamente inactivados por 

radiación. Las placas se gelatinizaron con solución de gelatina 0,1% y se incubaron 30 

min a 37oC en una atmósfera humidificada al 5% de CO2. Los MEF criopreservados 

(A24903, Gibco) se descongelaron en baño a 37oC. La suspensión se transfirió a un tubo 

limpio en el que previamente se añadieron 5 ml de medio de cultivo MEF (Tabla 3.4) 

precalentado a 37oC en baño y se centrifugó a 200 x g, 5 min. El sobrenadante se 

descartó y el pellet se resuspendió en medio MEF para su conteo automatizado en 

dilución 1:1 (vol:vol) con azul tripán. Se retiró la gelatina de las placas de cultivo y se 

sembraron 2,5 x 105 células MEF vivas por pocillo en 1 ml de medio.  

Día 3: Las PBMC infectadas se recogieron en tubos independientes y los pocillos se 

lavaron con 500 μl de medio StemProTM -34 SFM completo sin citoquinas, obteniendo 

así un volumen final de 1 ml/tubo. Se realizó el conteo celular automatizado en dilución 

1:1 (vol:vol) con azul tripán y se sembraron distintas densidades celulares (1, 2, 3, 4 y 5 

x 104 células vivas) en 2 ml de medio StemProTM -34 SFM completo sin citoquinas por 

pocillo en las placas de 6 pocillos con MEF (a los que retiramos el medio MEF 

inmediatamente antes de la siembra de las PBMC). Las células se incubaron durante 3 

días a 37oC en atmósfera humidificada al 5% de CO2. Se realizó un cambio de la mitad 

del medio a día 5 con medio StemProTM -34 SFM completo sin citoquinas centrifugando 



 

80 
 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

el medio retirado (1 ml retirado/pocillo en tubos individuales) a 200 x g, 10 min. El 

sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió en 1 ml de medio StemProTM -34 

SFM completo sin citoquinas. La suspensión se devolvió al pocillo de origen, 

completando así los 2 ml totales/pocillo. 

Día 7: Se llevó a cabo la transición a medio de cultivo iPSC. Para ello se retiró 1 ml 

medio/pocillo y se añadió 1 ml de medio iPSC (Tabla 3.4). Las placas se incubaron 24 h a 

37oC en atmósfera humidificada al 5% de CO2. Tras 24 h, a día 8, se completó la 

transición a medio iPSC retirando todo el volumen de los pocillos y sustituyéndolo por 2 

ml de medio iPSC por pocillo. Las células se volvieron a incubar a 37oC en atmósfera 

humidificada al 5% de CO2. A partir de este punto, el medio se cambió diariamente con 

medio iPSC observando cada día el cultivo al microscopio de contraste de fases en busca 

de pequeños agregados celulares indicativos de colonias nacientes de iPSC. Las colonias 

empezaron a formarse a partir del día 12 y cuando tuvieron el tamaño adecuado fueron 

transferidas a placas de cultivo con matriz feeder-free de Matrigel® hESC-Qualified 

Matrix (Corning). El cultivo sobre MEF se mantuvo hasta 28 días tras la transducción 

vírica.  

3.3.3. Preparación de placas con matriz feeder-free de Matrigel®. 

Las placas de cultivo se recubrieron con una matriz de Matrigel® siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El Matrigel® se descongeló en hielo y en nevera durante 

toda la noche y se alicuotó según el factor de dilución indicado para cada lote. Las 

alícuotas se almacenaron a -20 oC.  

Para llevar a cabo el recubrimiento, las alícuotas necesarias se descongelaron en hielo y 

en nevera durante toda la noche. Una vez descongelado, el Matrigel® se diluyó con 

medio DMEM frío, siguiendo el factor de dilución y se repartió entre los pocillos de las 

placas de cultivo. Después, las placas se incubaron a 37 oC en atmósfera humidificada al 

5% de CO2 durante 30 min para promover la gelificación de la matriz. Si las placas no 

iban a ser usadas en el momento, se guardaron selladas con Parafilm (Bemis™) a 4 oC 

hasta dos semanas. En el momento de uso, el volumen de Matrigel® que quedaba en el 

pocillo se retiró inmediatamente antes de añadir el medio de cultivo de elección, 

evitando que la matriz se secara. 
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3.3.4. Adaptación de iPSC a placas con matriz feeder-free de Matrigel®. 

Las colonias de iPSC obtenidas tras la reprogramación fueron transferidas a placas de 

cultivo con un recubrimiento feeder-free de Matrigel®. Para ello, la colonia lista para 

transferir se localizó con lupa en condiciones de esterilidad (cabina de esterilidad con 

superficie calefactora y lupa Olympus SZX7 integrada). Con una punta de 100 μl acoplada 

a una micropipeta de 100 μl, y visualizando la colonia con la lupa, se levantaron de forma 

mecánica los bordes de la colonia al tiempo que se aspiraraban los agregados de iPSC 

que empezaban a desprenderse (secciones de la misma colonia). La suspensión aspirada 

se transfirió a una placa de cultivo con un recubrimiento feeder-free de Matrigel® en la 

que se había añadido medio de cultivo mTeSR PLUS™ completo (StemCell Technologies) 

suplementado con 10 μM del inhibidor de ROCK Y-27632 (StemCell Technologies). Una 

vez transferidas todas las colonias, se cambió el medio de las placas con el feeder de 

MEF con medio iPSC fresco. Tras 48 h, se realizó el cambio de medio de las colonias 

transferidas con medio de cultivo mTeSR PLUS™ completo. El medio se cambió cada dos 

días hasta que el cultivo llegó a la confluencia adecuada para su pase. Cada colonia 

transferida se consideró como un clon de manera que para un mismo donante se 

obtuvieron tantos clones como colonias transferidas. 

3.3.5. Cultivo de mantenimiento y expansión de iPSC. 

El cultivo de iPSC se realizó en paralelo con la línea embrionaria VAL9 (Banco Nacional 

de Lineas Celulares, RRID:CVCL_9968) la cual se utilizó como control de pluripotencia. 

Las colonias de células pluripotentes se dejaron crecer hasta llegar al 70% de confluencia 

aproximadamente antes de realizar el pase tolerando un porcentaje de diferenciación 

espontánea de hasta el 20%. Las colonias con diferenciación espontánea fueron 

levantadas mecánicamente para ser eliminadas posteriormente al retirar el medio. 

Para el pase de iPSC, se retiró el medio mTeSR PLUS™ completo y se lavaron los pocillos 

con DPBS 1X precalentado a 37oC. Tras retirar el DPBS, se añadió 1U/ml de dispasa en 

DMEM/F-12 (StemCell Technologies) precalentada a 37oC. Las placas de cultivo con 

dispasa se incubaron entre 5 y 7 min a 37oC en atmósfera humidificada al 5% de CO2 

hasta observar en lupa el levantamiento de los bordes de las colonias (bordes brillantes). 

Entonces, el medio con dispasa se retiró y la monocapa se lavó dos veces con medio 

mTeSR PLUS™ completo, dejando al final la monocapa en medio mTeSR PLUS™ 
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completo. Las colonias se disgregaron en pequeñas agrupaciones de células de forma 

mecánica mediante una punta de pipeta de 200 μl, dibujando una rejilla en toda la 

monocapa. El medio con la suspensión de agregados de células pluripotentes se recogió 

y se centrifugó a 1000 x g, 5 min. Tras descartar el sobrenadante, el pellet se resuspendió 

con medio mTeSR PLUS™ completo y se homogeneizó suavemente (evitando disgregar 

en exceso los agregados de iPSC) para, finalmente, sembrar los pequeños agregados de 

células pluripotentes en nuevos pocillos con Matrigel®. Cada agregado adherido a la 

matriz dio lugar a la formación de una nueva colonia.  

Para realizar un pase de mantenimiento se utilizó una placa de cultivo de 3,5 cm2 al 70% 

de confluencia para sembrar una placa de 6 pocillos (ratio 1:6) con 1,5 ml de medio 

mTeSR PLUS™ completo/pocillo. Los cambios de medio se realizaron cada dos días con 

1,5 ml de medio mTeSR PLUS™ completo/pocillo a excepción del viernes donde el 

cambio de medió se realizó con 2 ml evitando el cambio de medio durante el fin de 

semana.  

3.3.6. Test de micoplasma. 

De forma periódica se descartó la contaminación por micoplasma mediante la aplicación 

de un test basado en la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR). Para 

ello se tomaron muestras del medio de cultivo de las células en mantenimiento 

incubado al menos 24 h y se conservaron a -20 oC hasta su uso. Tras su descongelación 

en hielo (junto con un control positivo almacenado con anterioridad), todas las muestras 

se centrifugaron a 16000 x g, 5 min. Se separaron 100 μl de sobrenadante de cada 

muestra, se calentaron a 100 oC en baño termostático y se dejaron enfriar en hielo 1 

min. Las muestras se volvieron a centrifugar a 16000 x g, 5 s y los 100 μl se trasvasaron 

a tubos tipo Eppendorf® a los que previamente se había añadido 10 μl de resina 

StrataClean (Agilent). El contenido resultante de cada tubo se mezcló con un agitador y 

se incubó 1 min a temperatura ambiente. De nuevo, las muestras se centrifugaron a 

16000 x g, 5 s (observando la formación de un pellet blanquecino) y se trasvasaron 10 μl 

del sobrenadante a un Eppendorf® al que previamente se había añadido 90 μl de agua 

destilada estéril. La dilución 1/10 obtenida se utilizó para la detección de DNA de 

micoplasma mediante qPCR. 
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Cada reacción de PCR consistió en 3 μl de la dilución 1/10 de la muestra en 3 mM de 

MgCl2, 0,3 mM de primer forward (YGC CTG VGT AGT AYR YWC GC, donde Y es C o T; V 

es A, C o G; R es A o G y W es A o T) y reverse (GCG GTG TGT ACA ARM CCC GA) y el mix 

FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche) incorporado según las instrucciones del 

fabricante. El anidamiento y la extensión se llevaron a cabo a 55 oC y 26 s, 

respectivamente. Los resultados se compararon con el control positivo añadido para 

determinar si las muestras analizadas presentaban contaminación por micoplasma. 

3.3.7. Criopreservación de células. 

La criopreservación de PBMC se llevó a cabo resuspendiendo el pellet de células 

obtenido tras el aislamiento en medio de cultivo StemProTM -34 SFM con 30% SBF y 10% 

DMSO para obtener una densidad de entre 1 y 1,5 x 106 células vivas/ml. Se añadieron 

2 ml por criotubo (Greiner) y los criotubos se almacenaron a -80oC durante toda la noche 

en un contenedor de criotubos CoolCell®LX (Corning) el cual permite controlar la bajada 

de temperatura -1oC/min. Transcurrido el tiempo de congelación, los crioviales se 

almacenaron en nitrógeno líquido a -196oC. 

En cuanto a la criopreservación de las iPSC, se tomó la referencia de un pocillo de placa 

de 6 pocillos (o una placa de 3,5 cm2) al 70% de confluencia como densidad celular 

adecuada para criopreservar por criotubo. De esta forma, la monocapa de cada pocillo 

se levantó con dispasa del mismo modo que se realizaría para llevar a cabo el pase de 

células (ver apartado 3.3.5). El pellet resultante se resuspendió en medio KnockOut™ 

DMEM/F-12 con 30% del sustitutivo del suero KnockOut™ (KSR, del inglés knockout 

serum replacement) y 10% DMSO y se criopreservó siguiendo el protocolo descrito 

anteriormente para las PBMC. 

 

3.4. Caracterización de iPSC. 

3.4.1. Inmunofluorescencia. 

Los cultivos de células pluripotentes (iPSC y ESC) se fijaron en 4% de paraformaldehído 

durante 20 min a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados de la monocapa con 

tampón fosfato salino (PBS, del inglés phosphate-buffered saline) 1X. Para el marcaje 

intracelular (nuclear o citoplasmático), se realizó una permeabilización de la membrana 
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con 0,5% de Triton X-100 en PBS 1X durante 20 min y se realizó el bloqueo en 3% de BSA 

durante 1 h a temperatura ambiente. Para el marcaje de proteínas de membrana se 

realizó directamente el bloqueo en 3% de BSA durante 1 h a temperatura ambiente, 

excluyendo el paso de permeabilización. Tras el bloqueo, cada pocillo se incubó toda la 

noche a 4 oC con los anticuerpos primarios para la detección de proteínas implicadas en 

la fase de pluripotencia diluidos en PBS-BSA 1% (Tabla 3.1). Al día siguiente y tras 3 

lavados con PBS 1X, se incorporaron los anticuerpos secundarios diluidos en PBS-BSA 

1% (Tabla 3.1) y se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 1h. Los 

núcleos celulares fueron teñidos después con la sonda Hoechst 33342 (1 µg/ml en PBS-

BSA 1%) durante 5 min y finalmente, las monocapas se lavaron dos veces en Tween 0,1% 

- PBS-BSA 1%. Tras el último lavado, los pocillos se conservaron en PBS 1X a 4 oC en 

oscuridad hasta la realización de las fotografías. Las imágenes se captaron con el 

microscopio invertido de fluorescencia Leica DMI 4000 B y se procesaron en el software 

ImageJ.  

3.4.2. Extracción y purificación de RNA. 

Para preparar las muestras para la extracción de RNA, se levantó la monocapa de células 

del mismo modo que en un pase celular. El pellet de células obtenido se congeló en 

nitrógeno líquido y se guardó a -80 oC hasta el momento de la extracción.  

La purificación del RNA total se llevó a cabo mediante el kit de purificación RNeasy Mini 

Kit (Qiagen). Se añadieron 350 μl de tampón de lisis (RLT, del inglés RNeasy Lysis Buffer) 

con 3,5 μl de β-mercaptoetanol 14,3M a cada pellet y se homogeneizó con pipeta. Para 

asegurar la lisis total de las células, la suspensión se hizo pasar 5 veces por una jeringuilla 

de insulina. A continuación, se añadieron 350 μl de etanol 70% al lisado, se homogeneizó 

con pipeta, se transfirió a la columna de purificación acoplada al tubo colector y se 

centrifugó a ≥ 8000 x g, 15 s. Tras descartar el eluido del tubo colector, se añadieron 700 

μl del tampón de lavado RW1 a la columna para eliminar trazas de biomoléculas 

(carbohidratos, proteínas, ácidos grasos etc.) procedentes de las células lisadas, se 

centrifugó a ≥ 8000 x g, 15 s y se descartó la elución del tubo colector, eliminando las 

biomoléculas unidas de forma inespecífica a la membrana de la columna. Seguidamente, 

se añadieron 500 μl del tampón de lavado RPE y se centrifugó a ≥ 8000 x g, 15 s con el 

objetivo de eliminar las sales procedentes de los tampones usados anteriormente. Una 
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vez descartado el contenido eluido en el tubo colector se volvió a añadir 500 μl del 

tampón RPE a la columna y se centrifugó a ≥ 8000 x g, 2 min para eliminar las trazas de 

sales procedentes de los tampones usados en los pasos anteriores que permanecían en 

la columna. Para secar la membrana, la columna se transfirió a un nuevo tubo colector 

y se centrifugó a 10 000 x g, 1 min. Finalmente, la columna se acopló a un tubo tipo 

Eppendorf®, se añadieron 40 μl de agua libre de RNAsas directamente sobre la 

membrana de la columna y se centrifugó a ≥ 8000 x g, 1 min para eluir completamente 

el RNA. 

Tras la purificación, el RNA se cuantificó con el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 

(Thermo Scientific), en el que también se pudo obtener su pureza mediante la ratio de 

absorbancias 260/280nm. El RNA se conservó a -80 oC hasta el momento de su uso. 

3.4.3. Transcripción reversa (RT) del RNA mensajero (mRNA): síntesis de cDNA. 

Para llevar a cabo la transcripción reversa (RT) la solución de 1 μg de RNA en 10 μl de 

agua libre de RNAsas se mezcló con 20 μl de tampón de reacción que contiene 

desoxinucleótidos trifosfato 500 μM (Thermo Scientific), oligo d(T)14 3 μM (Thermo 

Scientific), 10 U del inhibidor de RNAasas A, B y C RNaseOUT™ (Invitrogen), ditiotreitol 

10 mM, 1X de First Strand Buffer (Invitrogen) y 200 U de la transcriptasa reversa del virus 

de la leucemia murina de Moloney (Invitrogen). El volumen total de la mezcla (30 μl) se 

incubó 1 h a 42 oC en baño para iniciar la RT. La reacción se detuvo por inactivación 

térmica de los enzimas a 70oC durante 15 min en un Thermomixer (Eppendorf®). El cDNA 

obtenido se conservó a -40 oC hasta su uso. 

3.4.4. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción reversa (RT-

qPCR). 

El cDNA diluido 1/30 en tampón Tris-EDTA 0,1X con 2X del colorante amarillo de 

quinoleína (Merck) se amplificó por RT-qPCR mediante el termociclador LightCycler 480 

(Roche Applied Sciences). Cada reacción de PCR consistió en la mezcla de 2,5 μl de cDNA 

diluido con el mix de reacción que contiene 0,5 μM de los cebadores forward y reverse 

específicos de cada gen implicado en la pluripotencia (Tabla 3.2), 0,8X de DNA Master 

SYBR Green I (Roche Applied Sciences) y una dilución 1/20 del colorante azul xileno 

cianol en DNA Master SYBR Green I, ajustando a 7 μl el volumen del mix con agua libre 
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de nucleasas. El volumen final de 9,5 μl por reacción adquiere un color verdoso 

indicativo de la presencia de los dos componentes de la reacción (cDNA + Mix).  

El programa de amplificación en el termociclador se configuró para obtener un total de 

45 ciclos, cada uno formado por las etapas de desnaturalización (95oC, 15 s), hibridación 

(55-60 oC, 10 s) y extensión (72 oC, 10-20 s). La temperatura de hibridación y el tiempo 

de extensión se adaptó a la composición de AT-GC de los cebadores y al tamaño del 

amplicón con el objetivo de aumentar la especificidad de la reacción. Tras la 

amplificación, el programa del termociclador inició una etapa final de análisis de 

temperatura de fusión (curva de melting) que permitió determinar la especificidad del 

producto de la PCR.  

3.4.5. Análisis y cuantificación de la expresión génica. 

La concentración de los mRNA se calculó con el método 2-ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001). 

Los datos cuantitativos obtenidos se normalizaron con la media de tres genes 

housekeeping PBGD (porfobilinógeno deaminasa), β-Actina y TBP (proteína de unión a 

la caja TATA) (Tabla 3.2) para estandarizar las posibles variaciones en la expresión génica 

entre las muestras analizadas. Asimismo, los datos normalizados se referenciaron al 

control de pluripotencia VAL9, al que se le asignó el valor de 1.   

3.4.6. Cariotipo. 

La posible presencia de anormalidades cariotípicas en las líneas de iPSC generadas se 

detectó a través de un estudio citogenético mediante técnicas de bandeo cromosómico 

tipo G de cromosomas metafásicos con un rango de resolución de 300 a 400 bandas. El 

análisis citogenético lo realizó el grupo acreditado de Investigación Traslacional en 

Genética del IIS La Fe. 

 

3.5. Diferenciación de iPSC a HLC. 

El protocolo de diferenciación de iPSC para obtener HLC se esquematiza en la figura 3.4. 

Este protocolo consiste en un proceso multi-etapa que, mediante cambios en la 

composición del medio de cultivo, así como la adición de factores de crecimiento y 

citoquinas, trata de mimetizar la organogénesis hepática conduciendo a las células por 

los estadios del desarrollo embrionario del hígado. Estos estadios se engloban en tres 
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grandes etapas consecutivas: etapa de endodermo, etapa de hepatoblasto y etapa de 

maduración hepática (Figura 3.4). 

Figura 3.4. Procedimiento para la diferenciación de iPSC a HLC. El protocolo consiste en un proceso multi-

etapa que incluye la combinación de diferentes medios de cultivo (flechas grises) con diferentes factores 

de crecimiento y hormonas y distintas matrices de cultivo durante un periodo de cuatro semanas 

aproximadamente. Act A = Activina A; Dexa = Dexametasona. Imagen creada con BioRender®. 

Para llevar a cabo el proceso de diferenciación, la monocapa de iPSC a un 70% de 

confluencia procedente del cultivo de mantenimiento se levantó en forma de célula 

única mediante el método no enzimático con cell dissociate buffer (CDB) 1X (EDTA 2 

mg/ml, BSA 10 mg/ml en DPBS 1X, pH 7,5). La monocapa se incubó con el CDB 1X a 37oC 

en atmósfera humidificada al 5% de CO2 hasta observar la separación entre sí de las 

células de las colonias (obtención de célula única), momento en el que se inactivó la 

reacción con medio mTeSR PLUS™. Las células en formato de célula única se recogieron 

en un tubo de 15 ml y la suspensión se centrifugó a 1000 x g, 5 min. Tras decantar el 

sobrenadante, el pellet de células se resuspendió en medio mTeSR PLUS™ 

suplementado con 10 ng/ml de activina A, 12 ng/ml de bFGF y además se añadió 10 μM 
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del inhibidor Y-27632 durante 24 h. La suspensión celular se sembró en pocillos de 2 cm2 

recubiertos de Matrigel®. 

El proceso de diferenciación empezó cuando la monocapa alcanzó el 90% de 

confluencia, mediante un cambio de medio con el medio CDM/BSA (Tabla 3.7) 

suplementado con 100 ng/ml de activina A, 100 ng/ml de bFGF, 10 ng/ml de BMP4, 10 

μM del inhibidor de la fosfatidilinositol-3-quinasa LY294002 (Cayman Chemical) y 3 nM 

del inhibidor de las glucógeno sintasa quinasas 3 α y β CHIR99021 (Cayman Chemical) 

(día 0). Tras 24 h, se realizó un cambio de medio con CDM/BSA suplementado con 100 

ng/ml de activina A, 100 ng/ml de bFGF, 10 ng/ml de BMP4 y 10 μM de LY294002 (día 

1). A día 2 el cambio de medio se realizó con RPMI 1640-GlutaMAX™ suplementado con 

B-27, 100 ng/ml de activina A, 100 ng/ml de bFGF. A día 3, se alcanzó el estadio de 

endodermo y se cambió el medio diariamente hasta día 5 (inclusive) con RPMI 1640-

GlutaMAX™ suplementado con B-27 (1X), 50 ng/ml de activina A. Desde el día 6 al día 8 

(inclusive), el cambio de medio se llevó a cabo mediante RPMI 1640-GlutaMAX™ 

suplementado con B-27, 10 ng/ml del factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF10) 

y 10 ng/ml de BMP4. A día 9, las células alcanzaron el estadio de hepatoblasto y se 

transfirieron a la matriz coating (3mg/100ml de colágeno, 1mg/100ml de fibronectina y 

10mg/100ml de BSA en medio DMEM alto en glucosa) que habitualmente se usa en 

nuestro grupo para el cultivo de hepatocitos. Además, en este día se llevó a cabo el 

cambio a medio HLC (Tabla 3.5) suplementado con 50 ng/ml del HGF. Para la maduración 

hepática se cambió el medio a día 11 con medio HLC suplementado con 50 ng/ml de 

HGF y 20 ng/ml del factor de crecimiento epitelial (EGF). Desde el día 13 al día 16 

(inclusive) se realizó un cambio de medio cada dos días con medio HLC suplementado 

con 20 ng/ml de HGF y 10 ng/ml de OSM y 100 nM de dexametasona. Finalmente, desde 

el día 17 las células se mantuvieron en medio HLC suplementado con 20 ng/ml de HGF 

hasta día 25-30, cambiando el medio cada dos días.  
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En el ensayo exploratorio para la mejora del compromiso endodérmico, se utilizaron 50 

ng/ml del factor WNT-3A (R&D Systems) los tres primeros días de la diferenciación (día 

0, 1 y 2), manteniendo las condiciones descritas en el resto del proceso de 

diferenciación. 

 

3.6. Caracterización del proceso de diferenciación y de las HLC. 

Para la monitorización del proceso de diferenciación se tomaron muestras en los días 

representativos de cada una de las etapas de la diferenciación: día 3 para la etapa de 

endodermo, día 9-11 para la etapa de hepatoblasto y día >25 para la etapa de 

maduración hepática y HLC. 

 

 

Tabla 3.5. Medios de cultivo y complementos 

utilizados en la diferenciación hepática. 

Medio CDM/BSA 

Componente 
Concentración 

de uso 

Ham’s F-12 : IMDM  1:1 

BSA 5mg/ml 

GlutaMAX™ 100X  1X 

Lipid Concentrate  1X 

Tioglicerol  1 μl/25ml 

Transferrina 0,0025 mg/ml 

Insulina 0,42 μM 

Penicilina-Estreptomicina 1X 

  

Medio HLC 

Componente 
Concentración 

de uso 

Ham’s F-12 : Williams  1:1 

BSA 0,2% 

Penicilina-Estreptomicina  1X 

L-Glutamina  2 mM 

Glucosa  17 mM 

NAMEa  0,64 mM 

Transferrina  0,0025 mg/ml 

Insulina (Insulatard) 9,03 x 10-8 M 

Ácido Ascórbico  0,62 mM 

Ácido Linoleico  7,17 μM 
aNω-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato. 
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3.6.1. Inmunofluorescencia. 

La detección mediante IF de marcadores de cada una de las etapas del protocolo de 

diferenciación, así como de las HLC se llevó a cabo de acuerdo con el epígrafe 3.4.1. Los 

anticuerpos primarios y secundarios utilizados para cada etapa se indican en la tabla 3.1. 

3.6.2. Análisis de la expresión génica. 

La purificación de RNA, la RT y el análisis de la expresión de genes implicados en la 

diferenciación se realizó de la misma manera que se describe en los apartados 3.4.2 a 

3.4.5. Los cebadores utilizados para monitorizar el proceso de diferenciación y 

caracterizar las HLC se describen en la tabla 3.2. Los datos de expresión génica se 

relativizaron al día 0 de cada donante al que se le asignó el valor de 1 y se representaron 

en escala logarítmica de manera que el valor de expresión del día 0 fue 0.  

3.6.3. Análisis transcriptómico: RNA sequencing (RNAseq). 

Al menos 1 μg de RNA procedente de PSC no diferenciadas (iPSC y ESC) y diferenciadas 

a HLC fue extraído tal y como se describe en el epígrafe 3.4.2. para ser analizado por 

RNAseq. Para la cuantificación e identificación de los mRNA, se generaron un total de 

entre   aproximadamente 24,5 y 56 millones de lecturas (reads) en cada librería. El 

alineamiento se llevó a cabo mediante la herramienta STAR tomando como referencia 

la secuencia del genoma Homo sapiens GRCh38p13, se contabilizaron las lecturas 

(counts) eliminando los duplicados de PCR y se realizó el análisis de la expresión 

diferencial de genes con el apoyo de Making Genetics S.L (Pamplona).  

La representación de los datos se realizó utilizando el software MetaboAnalyst versión 

5.0. Para ello, inicialmente se representaron los datos utilizando un heatmap que 

permitió diferenciar entre células pluripotentes y HLC. 

El siguiente paso consistió en identificar los genes que muestran buena evidencia de 

estar diferencialmente expresados. Por ello, se realizó un diagrama en volcán (Volcano 

plot), que es un diagrama de dispersión que permite identificar los genes que están 

regulados hacia arriba o hacia abajo (up y down regulated) ya que se concentran en los 

extremos derecho e izquierdo superiores del gráfico. Con los datos obtenidos en el 

Volcano plot, se realizó un análisis de enriquecimiento de genes utilizando la plataforma 

XGR. 
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3.6.4. Determinación de la producción de albúmina. 

La producción y secreción de albúmina se cuantificó en el medio de cultivo de las HLC 

tras 24 h de incubación de la monocapa de células. Las muestras de medio de cultivo se 

centrifugaron a 1000 x g y los sobrenadantes se conservaron a -80 oC hasta el momento 

de su valoración. Se tomó como blanco el medio de cultivo no incubado con las células. 

La determinación se realizó en 100 μl de muestra mediante un ensayo colorimétrico de 

cuantificación de albúmina humana por ELISA tipo sándwich (Bethyl Laboratories) en 

placa de 96 pocillos. La lectura se realizó a una λ de 450 nm mediante el lector Synergy 

H1 Hybrid Multi-Mode Reader (BioTek). Los valores se expresan como ng de albúmina 

formados por hora y por μg de RNA.  

3.6.5. Medida de la actividad ureogénica. 

La capacidad ureogénica se determinó en el medio de cultivo tras 6 o 24 h de incubación 

de la monocapa de células. Las muestras de medio de cultivo se centrifugaron a 1000 x 

g y se conservaron los sobrenadantes a -20 oC hasta el momento de su valoración. Se 

tomó como blanco el medio de cultivo incubado en la monocapa durante 30 min. La 

producción de urea se cuantificó a través del Kit Quantichrom™ Urea (Bioassay 

Systems). La lectura se realizó a una λ de 520 nm mediante el lector Synergy H1 Hybrid 

Multi-Mode Reader (BioTek). Los valores se expresan como nanogramos de urea 

formados por hora y por μg de RNA. 

3.6.6. Almacenamiento de glucógeno. 

La acumulación de glucógeno se evaluó mediante la tinción PAS (ácido peryódico-Schiff) 

que permite detectar grupos aldehídos producto de la oxidación de los hidratos de 

carbono revelando, de esa manera, una coloración rosa-púrpura. La monocapa se 

incubó con el medio de cultivo estándar durante 24 h, con medio suplementado con 30 

mM de glucosa y 10-6 M de insulina durante 24 h, o bien con medio suplementado con 

30 mM de glucosa y 10-6 M de insulina durante 24 h seguido de medio con 10-6 M de 

glucagón durante las siguientes 24 h. Tras el tratamiento, las células se fijaron con 4% 

de paraformaldehído durante 10 min y se lavaron con agua destilada. A continuación, la 

monocapa se cubrió con 0,5% de solución de ácido peryódico durante 5 min y se lavó 

con agua destilada durante 2-3 min. Tras la oxidación, se cubrió la monocapa con la 
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solución de Schiff durante 15-30 min en oscuridad. La reacción se detuvo realizando 3 

lavados con agua del grifo (2 min por lavado) cuando la tinción magenta-purpúrea quedó 

evidenciada. Finalmente, la presencia de glucógeno se identificó en microscopio de 

campo brillante (Donato et al., 2015). 

3.6.7. Medida de actividades citocromo P450. 

Las actividades CYP450 se midieron en células control o en células previamente tratadas 

con inductores prototipo de enzimas CYP450. Para los ensayos de inducción las células 

se trataron previamente con fenobarbital 1000 μM o 3-metilcolantreno 2 μM durante 

48 h, incluyendo una dosis repetida a las 24 h de tratamiento. 

Las actividades se midieron mediante la incubación directa de la monocapa de células 

con el sustrato específico para cada CYP450 y la cuantificación posterior del metabolito 

formado y liberado al medio de cultivo. En la tabla 3.6 se recogen los detalles del ensayo 

de cada actividad. Tras la incubación con el sustrato, se recogió el medio, se centrifugó 

a 3000 x g, 3 min y el sobrenadante se conservó a -80 oC hasta su uso. La monocapa de 

células se levantó para la obtención y cuantificación del RNA tal y como se explica en el 

epígrafe 3.4.2. 

 La cuantificación de metabolitos por espectrometría de masas HPLC/MS/MS se realizó 

con el apoyo de la Unidad Analítica del  IIS La Fe, tal y como se ha descrito en trabajos 

anteriores (Lahoz et al., 2008).  En el ensayo de la actividad CYP1A1/2 mediante la 

reacción etoxiresorufina-O-deetilasa (EROD) la cuantificación de la fluorescencia (λ 

excitación 535 nm y λ emisión 584 nm) debida a la formación del producto resorufina se 

realizó utilizando el lector de fluorescencia Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader 

(BioTek). Los valores resultantes se expresaron como pmoles de producto formado por 

hora y por μg de RNA. 
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Tabla 3.6. Sustratos utilizados y metabolitos generados en los ensayos de valoración de 

actividades CYP450. 

Enzima Sustrato  
Concentración 

de uso (μM) 

Tiempo de 

incubación 

(h) 

Metabolito Métodob 

CYP1A1/2 7-Etoxiresorufina 8 3 Resorufina Fluorescenciaa 

CYP1A2 Fenacetina 10 24 Acetominofen HPLC/MS/MS 

CYP2B6 Bupropión 100 24 Hidroxibupropión HPLC/MS/MS 

CYP3A4 Midazolam 50 24 1'-Hidroximidazolam HPLC/MS/MS 

CYP2C19 Mefenitoina 50 24 4’-HO-Mefenitoina HPLC/MS/MS 

CYP2C9 Diclofenaco 10 24 4’-HO-Diclofenaco HPLC/MS/MS 

CYP2D6 Bufuralol 10 24 Hidroxibufuralol HPLC/MS/MS 

CYP2E1 Clorzoxazona 50 24 6-HO-clorzoxazona HPLC/MS/MS 
a Donato et al., 1993 ; b Lahoz et al., 2008 

 

3.6.8. Análisis metabolómico. 

Para la extracción de metabolitos de cultivos de PSC (iPSC y ESC) no diferenciadas y 

diferenciadas a HLC, se retiró el medio de cultivo mediante aspiración y las células se 

lavaron una vez con PBS 1X a temperatura ambiente. La extracción se realizó añadiendo 

100 μl de solvente de extracción frío (40:40:20 acetonitrilo:MeOH:agua +0,5% de ácido 

fórmico) a la monocapa según el protocolo previamente descrito (García-Cañaveras et 

al., 2021). Después de 1 min, las células se levantaron mediante cell scraper y se 

transfirieron a un tubo tipo Eppendorf® donde el extracto fue neutralizado mediante la 

adición de 13,2 μl de bicarbonato amónico al 15%. El extracto se conservó a -80 oC hasta 

el momento de su uso.  

Los extractos se analizaron en la Unidad Analítica del IIS La Fe usando una estrategia no 

dirigida mediante cromatografía líquida de alta resolución. Se utilizó un espectrómetro 

de masas cuadrupolo-orbitrap (Q Exactive, Thermo Fisher Scientific) acoplado a 

cromatografía de interacción hidrofílica mediante ionización por electrospray. Los datos 

se analizaron utilizando el software El-MAVEN (v 0.2.4, Elucidata), con compuestos 

identificados en base a su masa exacta y tiempo de retención comparado con estándares 

comerciales. Los datos de abundancia de metabolitos se normalizaron por el contenido 

total en proteína que se valoró mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

El análisis de los datos se llevó a cabo con la plataforma MetaboAnalyst versión 5.0 

mediante un análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) que 
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permite un modelado predictivo y descriptivo, así como la selección de variables 

discriminantes (VIP score).  

A partir de la información de los metabolitos discriminantes entre los dos grupos 

experimentales se representaron las principales vías metabólicas diferenciales en las 

células pluripotentes y las diferenciadas a fenotipo hepático mediante un análisis de 

enriquecimiento usando la misma plataforma. 

3.7. Ensayos de toxicidad. 

3.7.1. Compuestos seleccionados. 

Los compuestos amiodarona, tetraciclina y valproato fueron seleccionados como 

fármacos modelo de DILI en base a la información previa descrita sobre su potencial 

hepatotóxico y los mecanismos implicados en la toxicidad (Chalasani et al., 2015; 

deLemos et al., 2016; Gómez-Lechón et al., 2010; O’Brien et al., 2006; Tolosa et al., 2012, 

2018) (Tabla 3.7). Como control negativo (no hepatotóxico) se utilizó el compuesto 

citrato trisódico dihidratado. En los estudios de toxicidad con el donante P1 se incluyó 

también la combinación A/C, al ser considerado el agente causal sospechoso de haber 

desencadenado el episodio de DILI en este paciente. 

Tabla 3.7. Compuestos utilizados en los ensayos de toxicidad con HLC. 

Compuesto 
Grupo 

terapéuticoa 
Etiquetab 

Tipo de 

dañob 
Grado de DILIb,d 

Cmáx 

(μM) 

Mecanismo 

toxicidadc 

Amiodarona Antiarrítmico BBW H Severo 2,2e ST, PL 

Amoxicilina- 

Clavulánico 

Antibiótico RA Ic Casos reportados 41/11d CHf,  IDf 

Tetraciclina Antibiótico  HT, CH Moderado 14,19e MIg, STg 

Valproato Anticonvulsivante BBW B, X Severo 481e EO, MI, ST, ID 

Citrato  -  ND ND NA NA 

BBW, Black Box Warning según la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA); RA, 

reacciones adversas; H, hepatitis; I, ictericia; X, muerte; HF, hepatitis fulminante; M, aumento de los biomarcadores 

clínicos hepáticos; HT, hepatotoxicidad; CH, colestasis; B, hiperbilirrubinemia; ST, esteatosis; EO, estrés oxidativo; 

MI, daño mitocondrial; ID, idiosincrásico; ND, no descrito; NA, no aplicable. a Gómez-Lechón et al., 2010; bO’brien 

et al., 2006; c Chalasani et al., 2015; d Tolosa et al., 2018; e Tolosa et al., 2012; f deLemos et al., 2016; gTolosa et al., 

2016a 

 

Los stocks de los compuestos se prepararon en agua o DMSO y se añadieron al medio 

de cultivo para obtener la concentración final deseada (Tabla 3.8). En ningún caso se 

excedió el 0,5% (v/v) de DMSO en el medio de cultivo y los controles recibieron la misma 
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concentración del solvente. Las concentraciones de los compuestos se seleccionaron en 

base a la concentración mínima efectiva (MEC) descrita para la línea celular HepG2, es 

decir, la mínima concentración que induce un efecto tóxico en comparación con las 

células sin tratar (Donato et al., 2012b; Tolosa et al., 2012).  

 

3.7.2. Evaluación de la toxicidad mediante ensayos multiparamétricos HCS. 

En los ensayos de toxicidad, además de las HLC, se utilizaron en paralelo la línea celular 

de origen hepático HepG2 y las líneas celulares no hepáticas HeLa y A549 para 

demostrar la especificidad de las HLC como modelo celular para el estudio de la 

hepatotoxicidad. El cultivo de las células HepG2 (ECACC No.85011430) se llevó a cabo 

en medio Ham´s F-12/Leibovitz L-15 (1:1 v/v) suplementado con 7% SBF, 50 U de 

penicilina/ml, 50 μg de estreptomicina/ml y 2 mM L-glutamina. Las células HeLa (ECACC 

No.93021013) se cultivaron en DMEM suplementado con 10% SBF, 2 mM L-glutamina, 

1X de aminoácidos no esenciales, 50 U de penicilina/ml y 50 μg de estreptomicina/ml. 

Las células A549 (ECACC No. 86012804) se cultivaron en DMEM suplementado con 10% 

SBF, 2 mM L-glutamina y 1% gentamicina. Para los ensayos de toxicidad, las células 

HepG2, HeLa y A549 se despegaron con 0,25% tripsina/0,02% EDTA at 37oC y se 

sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 5000 células/pocillo. Por su parte, 

las células en estadio de hepatoblasto fueron transferidas a placas de 96 pocillos 

recubiertos de coating donde finalizaron el proceso de diferenciación hasta HLC tal y 

como se especifica en el apartado 3.5. Finalmente, todas las líneas celulares, incluyendo 

las HLC, se expusieron durante 24 h a concentraciones crecientes de amiodarona 

(fármaco hepatotóxico) y de citrato (control negativo) (Tabla 3.8). 

En los ensayos de esteatosis/fosfolipidosis las HLC se incubaron previamente con 62 μM 

de la mezcla de ácidos grasos oleato:palmitato (ratio 2:1) durante 14 h y a continuación 

Tabla 3.8. Concentraciones de uso de los compuestos utilizados en los ensayos de toxicidad 

en HLC. 

Compuesto Concentración  MEC en HepG2  

Amiodarona 12.5, 25, 50  (μM) 10 (μM) 

Amoxicilina-Clavulánico 4/2, 8/4, 10/5,12/6 (mM) 8/4 (mM) 

Tetraciclina 150, 300, 600 (μM) 100 (μM) 

Valproato 2, 4, 8 (mM) 1 (mM) 

Citrato 50, 100, 200 (μM) - 
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se trataron durante 24 h con los compuestos amiodarona, tetraciclina, valproato y 

citrato (Tabla 3.8) en formato de placa de 96 pocillos tal y como se ha descrito arriba.  

Tras el tratamiento, la monocapa de células se incubó con medio de cultivo fresco sin 

fármacos junto con una selección de sondas fluorescentes para medir diferentes 

parámetros indicativos de toxicidad celular (Tabla 3.9) tal y como se ha descrito en 

trabajos anteriores del grupo (Donato et al., 2017; Tolosa et al., 2015b). Las sondas 

fueron incubadas durante 30 min, a excepción de la sonda HCS LipidTOX™ cuyo periodo 

de incubación fue de 24 h, y se combinaron de acuerdo con su compatibilidad óptica. 

Tras la tinción, las monocapas celulares fueron analizadas con el microscopio 

automático de análisis multiparamétrico INCELL Analyzer 6000 (GE Healthcare Life 

Sciences). Las imágenes se analizaron con el software INCELL Analyzer Workstation que 

permite la cuantificación simultánea de estructuras subcelulares que están marcadas 

con diferentes sondas fluorescentes y medir la intensidad de fluorescencia asociada a 

compartimentos predefinidos (p.ej. núcleo y citoplasma). El contaje celular se realizó 

con el marcaje para Hoechst 33342 aplicando un algoritmo "top-hat". La viabilidad 

celular se determinó por la exclusión de yoduro de propidio en el núcleo. El resto de 

marcajes se cuantificaron el citoplasma celular según lo descrito previamente (Tolosa et 

al., 2012; Tolosa et al., 2018). Cada medida se realizó en células individuales. 

Los datos obtenidos fueron expresados en porcentaje con respecto al control de células 

no tratadas cuyo valor se estableció como 100%. 
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Tabla 3.9. Sondas fluorescentes utilizadas en los ensayos de toxicidad con HLC. 

Sonda Casa comercial 
λex/ λem 

(nm)a 
Conc.b 

Parámetro 

analizado 

TMRM 
Molecular Probes, 

ThermoFisher 
549/576 0,15 mM MMP 

Fluo4 
Molecular Probes, 

ThermoFisher 
494/516 0,25 μM Ca2+ intracelular 

CellROX™ 
Molecular Probes, 

ThermoFisher 
644/665 5 μM ROS 

BODIPY 493/503 
Molecular Probes, 

ThermoFisher 
493/503 14,3 nM Lípidos neutros 

HCS LipidTOX™ 
Molecular Probes, 

ThermoFisher 
595/615  1X Fosfolípidos 

PI ThermoFisher 494/516 2,2 μM Viabilidad 

Hoechst 33342 ThermoFisher 361/486 2,7 μM Conteo celular 
a Donato et al., 2017; b Tolosa et al., 2015b; TMRM, tetrametil rodamina metil éster; Fluo4, fluo-4 acetoximetil 

éster; PI, Yoduro de Propidio; MMP, potencial de membrana mitocondrial; ROS, especies reactivas de oxígeno. 

 

3.8. Medida de actividades citocromo P450 en tejido hepático. 

3.8.1. Obtención de microsomas de tejido hepático. 

Los microsomas fueron obtenidos de muestras de tejido hepático procedentes de los 

cuatro donantes control (C1 a C4). Cada muestra de tejido (entre 1 y 3 g) fue congelada 

en nitrógeno líquido y almacenada a -80 oC hasta el momento de su uso.  

Todo el proceso de obtención de los microsomas hepáticos se realizó a 4 oC (sobre hielo). 

Las muestras de tejido congelado fueron troceadas con una hoja de bisturí y sumergidas 

en tampón de homogenización (3 ml/g de hígado) consistente en tampón fosfato 

potásico 1M, pH 7,4, KCl 0,5 M, EDTA 1 mM. El tejido fue disgregado con el 

homogeneizador de tejidos Precellys 24 Dual (Precellys, Francia) equipado con un 

sistema de refrigeración Cryolys y aplicando dos pulsos de 25 s a 6000 x g. A 

continuación, la preparación de tejido homogenizado se transfirió a tubos de centrífuga 

(Beckman Coulter Polycarbonate, 16 x 80mm) y se centrifugó a 9000 x g, 4 oC durante 

30 min (Ultracentrifuga Beckman Coulter AVANTI J-301). El sobrenadante (fracción S9) 

se centrifugó a 100000 x g, 4 oC durante 1 h y se descartó el sobrenadante (fracción 

citosólica). El pellet resultante se centrifugó nuevamente a 100000 x g, 4 oC durante 1 h. 

Finalmente, el sedimento obtenido (fracción microsomal) se resuspendió en tampón de 

conservación (tampón fosfato potásico 0,1M pH 7,4, glicerol 20%) y se repartió en 

alícuotas de 100 μl las cuales fueron congeladas en nitrógeno líquido y almacenada a -
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80 oC hasta el momento de su valoración y caracterización. Una alícuota de la 

preparación de microsomas se utilizó para la determinación del contenido en proteína 

mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

3.8.2. Valoración de las actividades enzimáticas CYP450 en microsomas de tejido 

hepático. 

Para la medida de actividades, los microsomas  (50 g de proteína) se colocaron en tubos 

tipo Eppendorf® code 1,5 ml junto con 80 l de tampón fosfato potásico 0,1M pH 7,4 

que contenía el sustrato específico para cada actividad (Tabla 3.8) y la mezcla se 

atemperó durante 5 min a 37 oC en un baño termostatizado. La reacción se inició por 

adición de 20 l del sistema de regeneración de NADPH (1 mM de NADP, 5 mM Cl2Mg, 

10 mM glucosa 6 fosfato y 0.3 U/mL de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa) y tras 20 min 

a 37 oC en un baño de agua con agitación, la reacción se paró por adición de 200 l de 

acetonitrilo frío (4 oC). Las muestras se centrifugaron a 15000 x g, 10 min a 4 oC y los 

sobrenadantes se conservaron -80 oC hasta su uso. La cuantificación de los metabolitos 

formados se realizó mediante HPLC/MS/MS (Lahoz et al., 2008) tal y como se describe 

en el apartado 3.6.7. Las actividades se expresaron como pmoles de producto formado 

por minuto y mg de proteína microsomal. 

3.9. Análisis estadístico. 

El tipo de análisis estadístico para cada conjunto de datos queda especificado en la 

propia figura dentro del apartado de resultados y se llevó a cabo empleando los 

programas estadísticos GraphPad Prism 8.0 y SPSS Statistics 25.0. Para la comparación 

de dos conjuntos de datos (poblaciones) se utilizó la prueba t-student para muestras 

independientes o pareadas. Para la comparación de múltiples poblaciones se utilizaron 

los test ANOVA de 1 y 2 factores con post-hoc Dunnet o Bonferroni. El tamaño muestral 

(n) mínimo para cada estudio fue de 2. Los datos se encuentran representados como la 

media aritmética ± la desviación estándar (DS) o como la media aritmética ± el error 

estándar de la media (SEM). El intervalo de confianza empleado para la determinación 

de la significancia estadística fue del 95%. Se consideró un p_valor de 0,05. 
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4.1. Generación y caracterización de iPSC humanas. 

4.1.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 

Con la finalidad de obtener una cantidad adecuada de células somáticas que permitiese 

llevar a cabo el proceso de reprogramación, se eligió la sangre periférica como fuente 

de células somáticas ya que mediante la extracción de sangre es posible obtener el 

volumen necesario para aislar PBMC, una fracción de la sangre total que incluye 

linfocitos, monocitos y células dendríticas. 

Para llevar a cabo el aislamiento de PBMC con vistas a su reprogramación, se 

recolectaron las muestras de sangre periférica en tubos con anticoagulante EDTA y se 

realizó el aislamiento mediante el uso de un medio de gradiente de densidad que 

permite separar las distintas fases de la sangre, incluida la fracción de PBMC, tras la 

centrifugación. Mediante esta técnica de aislamiento, se obtuvo un promedio de 1,18 x 

106 ± 4,57 x 105 células vivas/ml de sangre y una viabilidad media del 41 ± 10%. Estos 

resultados entran dentro del rango habitual de rendimiento del aislamiento de PBMC 

en nuestro grupo durante el periodo 2017-2021.  

4.1.2. Reprogramación de PBMC. 

Para la reprogramación de PBMC, se utilizaron muestras criopreservadas de los 

donantes C2, C3 y P1 y muestras frescas de los donantes C1 y C4. El proceso de 

criopreservación no afectó a la viabilidad celular (no mostrado).  

Las PBMC reprogramadas empezaron a formar pequeños agregados celulares sobre el 

soporte celular o feeder de MEF (Figura 4.1A) que crecieron formando agrupaciones de 

células con un alto grado de compactación conocidas como colonias (Figura 4.1B). Las 

colonias formadas se transfirieron a una matriz feeder-free de Matrigel® y mostraron el 

mismo comportamiento de crecimiento y proliferación que la línea de ESC de referencia 

VAL9 (Figura 4.1C-D). 
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Figura 4.1. Figura representativa del proceso de generación de iPSC (donante C1). A) Las iPSC generadas 

proliferan sobre el soporte de MEF formando agrupaciones de células (colonias). B) La proliferación de las 

iPSC en las colonias promueve el crecimiento de las mismas. Las colonias de iPSC con el tamaño adecuado 

se transfieren a condiciones feeder-free (C) en las que se observa un crecimiento y expansión típico de 

células pluripotentes tal y como se observa para la línea de ESC VAL9 (D). Barra de escala = 200 μm aplica 

a todas las imágenes. 

4.1.3. Caracterización de iPSC. 

Tras la reprogramación, las cinco líneas de iPSC generadas (cuatro líneas control C1, C2, 

C3, C4 y una línea derivada de paciente de DILI P1) fueron caracterizadas considerando 

la línea embrionaria VAL9 como control positivo de pluripotencia. Todas las líneas de 

iPSC crecieron en colonias y expresaron marcadores típicos de células pluripotentes 

como OCT3/4, NANOG y TRA1-60, tal y como se muestra en las imágenes de IF para las 

líneas C1 y P1 como ejemplos representativos (Figuras 4.2 y 4.3).  
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Figura 4.2 Caracterización por microscopía de las iPSC (donante C1). En la parte izquierda se muestran 

fotografías en contraste de fases (CF) de células pluripotentes tomadas con una magnificación del 10X 

(imagen superior) y 20X (imagen inferior, en la que se ha ampliado una sección con zoom digital). En la 

parte derecha se muestran los de marcadores de pluripotencia (NANOG, OCT3/4 y TRA1-60) mediante IF. 

Barra de escala = 100 μm (aplica a todas las imágenes). 
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Figura 4.3. Caracterización por microscopía de las iPSC (donante P1). En la parte izquierda se muestran 

fotografías en contraste de fases (CF) de células pluripotentes tomadas con una magnificación del 10X 

(imagen superior) y 20X (imagen inferior, en la que se ha ampliado una sección con zoom digital). En la 

parte derecha se muestran los marcadores de pluripotencia (NANOG, OCT3/4 y TRA1-60) mediante IF. 

Barra de escala = 100 μm (aplica a todas las imágenes). 

 

La caracterización de las líneas de iPSC también se llevó a cabo a nivel transcripcional. 

Las iPSC mostraron expresión de los genes implicados en pluripotencia DNMT3B, 

NANOG, OCT3/4 y SOX2 a pases bajos (≤20). La expresión de DNMT3B fue similar a la de 

VAL9 en todas las líneas control y significativamente más baja en la línea P1. La expresión 

de NANOG fue significativamente mayor para los donantes C1, C3 y C4, mientras que la 

expresión de OCT3/4 fue menor en las líneas C1 y C3. Por último, la expresión endógena 

de SOX2 fue significativamente menor para C2, C3 y C4 con respecto el control VAL9 

(Figura 4.4).  
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Figura 4.4. Niveles de expresión de genes indicadores de pluripotencia (DNMT3B, NANOG, OCT3/4 Y 

SOX2) en iPSC a pases bajos (P≤20). Los niveles de expresión se encuentran normalizados con VAL9 cuyo 

valor asignado es 1. Los datos se expresan como el promedio de la expresión ± desviación estándar (DS) 

(n=5). ANOVA de 1 factor con post-hoc Dunnet, *p<0,05 con respecto a VAL9.  

 

Por otro lado, el cariotipo de las iPSC mediante el estudio citogenético por bandeo 

cromosómico G no reveló la presencia de anormalidades cariotípicas en ninguna de las 

líneas generadas (Figura 4.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5. Caracterización de las líneas de iPSC generadas mediante bandeo cromosómico tipo G.  
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4.2. Diferenciación de iPSC a HLC. 

4.2.1. Monitorización del proceso de diferenciación. 

Durante a optimización del proceso de diferenciación se exploró la opción de introducir 

el factor WNT-3A junto con el resto de factores empleados para inducir la fase de 

endodermo, con el objetivo de mejorar la cantidad de células comprometidas con el 

linaje endodérmico. Para ello, realizamos en paralelo diferentes diferenciaciones de las 

iPSC de los donantes C1 y C3 en presencia y ausencia de WNT-3A y analizamos los 

marcadores específicos de endodermo mediante IF y RT-qPCR (Figura 4.6). Los 

resultados por IF no mostraron diferencias en la presencia de los marcadores SOX17 y 

FOXA2 (Figura 4.6A). Tampoco hubo diferencias en la expresión génica de SOX17 cuando 

las células fueron expuestas a WNT-3A (Figura 4.6B). Por ello, se decidió no hacer uso 

de este factor en las posteriores diferenciaciones.  

  

 

 

Figura 4.6. Análisis de la expresión de marcadores endodérmicos a día 3 del proceso de diferenciación 

en presencia (+) y ausencia (-) de WNT-3A. A) Imagen representativa de la presencia de células positivas 

para FOXA2 y SOX17 en el donante C1 por IF. B) Análisis comparativo de la expresión génica de SOX17 en 

los donantes C1 y C3. Se representa la media ± el error estándar de la media (SEM), n=8. Barra de escala 

= 200 μm (aplica a las dos imágenes). Ho = Hoechst. 

 

Una vez definido el protocolo de diferenciación, se aplicó a las diferentes líneas de iPSC 

para comprobar si era posible obtener un conjunto de HLC de distintos donantes que 

recreasen la variabilidad interindividual. Para ello, se realizó una caracterización y un 

seguimiento de las células durante todo el proceso. En las figuras 4.7 a 4.9 se muestran 

los resultados del seguimiento morfológico por microscopía de contraste de fases, y los 

estudios mediante IF y RT-qPCR de cada etapa del proceso de diferenciación para los 

donantes C1 y P1 como ejemplos representativos. 
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Figura 4.7. Caracterización del proceso de diferenciación desde pluripotencia (día 0) a estadío de 

endodermo definitivo (día 3). Análisis por microscopía de contraste de fases, IF, y RT-qPCR a días 0 y 3 de 

C1 y P1. Los datos transcripcionales corresponden a los niveles de mRNA medidos en distintas 

diferenciaciones de las líneas iPSC C1 y P1 y se presentan como la media de los niveles de expresión 

respecto a día 0 ± DS (n=4). Prueba t-student para muestras pareadas, *p<0,05 respecto a día 0. Barra de 

escala = 100 μm (aplica a todas las imágenes). Ho = Hoechst. 
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Figura 4.8. Caracterización del proceso de diferenciación en estadío hepatoblasto (día 9). Análisis por 

microscopía de contraste de fases, IF y RT-qPCR a día 9 de C1 y P1. Los datos transcripcionales 

corresponden a los niveles de mRNA medidos en distintas diferenciaciones de las líneas iPSC C1 y P1 y se 

presentan como la media de los niveles de expresión respecto a día 0 ± DS (n=4). Prueba t-student para 

muestras pareadas, *p<0,05 respecto a día 0. Barra de escala = 100 μm (aplica a todas las imágenes). Ho 

= Hoechst. 
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Figura 4.9. Caracterización del proceso de diferenciación en estadio hepatocito (día >25). Análisis por 

contraste de fases, IF y RT-qPCR a día 9 de C1 y P1. Los datos transcripcionales corresponden a los niveles 

de mRNA medidos en distintas diferenciaciones de las líneas iPSC C1 y P1 y se presentan como la media de 

los niveles de expresión respecto a día 0 ± DS (n=4). Prueba t-student para muestras pareadas *p<0,05 

respecto a día 0. Escala de barra = 100 μm (aplicada a todas las imágenes). Ho = Hoechst. 
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morfología típica de célula pluripotente con un ratio núcleo:citoplasma elevado (día 0), 

a una morfología espinosa propia de las células del endodermo definitivo (día 3) (Figura 

4.7). En el estadio de hepatoblasto (día 9) las células adquieren una morfología epitelial 

(Figura 4.8) que evoluciona hacia la morfología poligonal con núcleo redondeado 

característica del hepatocito en la etapa final de la diferenciación (día >25) (Figura 4.9).  

Los resultados de IF y RT-qPCR mostraron la detección de los marcadores específicos de 

cada una de las etapas de la diferenciación (Figuras 4.7 a 4.9). A día 0, se observó por IF 

la expresión de marcadores típicos del estadio pluripotente como TRA1-60, OCT3/4 y 

NANOG. Los resultados transcriptómicos confirmaron la expresión de marcadores 

específicos de pluripotencia y también mostraron la variabilidad en los niveles de 

expresión de DNMT3B, OCT3/4, NANOG y SOX2 existente entre las diferentes 

preparaciones (cultivos) de una misma línea iPSC, pudiéndose observar una mayor 

variabilidad en el donante C1 (Figura 4.6). 

La presencia de los marcadores OCT3/4 y NANOG disminuyó en la fase de endodermo 

(día 3 en comparación con día 0), tal y como se observa en las imágenes de IF, si bien 

aún fue posible detectar pequeñas agrupaciones de células que conservaban la 

expresión de estos marcadores de pluripotencia. A pesar de ello, en esta etapa se 

detectó la expresión de marcadores específicos de endodermo tanto a nivel proteico 

(FOXA2, SOX17) como transcripcional (FOXA2, SOX17, HHEX, CXCR4 y GATA4). Se 

apreciaron diferencias de expresión entre donantes, con niveles de expresión de FOXA2 

menores en el donante P1 respecto al donante C1, en contraposición con los niveles de 

CXCR4 y GATA4 que fueron mayores en P1. No obstante, la expresión génica de los 

marcadores de endordermo analizados aumentó con respecto al inicio de la 

diferenciación, evidenciando un aumento significativo de los niveles de mRNA de 

FOXA2, SOX17, HHEX y CXCR4 en ambos donantes y de GATA4 en P1 (Figura 4.7).  

Tal y como muestran los resultados de IF y mRNA (Figura 4.8), a día 9 comenzó a 

apreciarse la presencia de marcadores característicos del estadio de hepatoblasto como 

CK19 o EpCAM en las células de ambos donantes, aunque también se detectaron 

marcadores FOXA2, GATA4 o SOX17, siendo para este último la expresión génica 

visiblemente mayor para el donante C1 que para P1.  
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Finalmente, tras 25 días de diferenciación, las células expresaban marcadores propios 

de hepatocitos como HNF4A, ALB, CK18, APOB, AFP o A1AT con niveles 

significativamente elevados de expresión génica de todos en ambos donantes (Figura 

4.9). Si bien las HLC del donante P1 mostraban menor expresión de HNF4A que las de 

C1, el resto de marcadores hepáticos mostraron niveles similares en ambos donantes. 

Las figuras 4.10 y 4.11 visualizan la evolución comparativa del perfil de expresión génica 

de los marcadores característicos de cada uno de los estadios (pluripotencia, 

endodermo, hepatoblasto, hepatocito) durante el proceso completo de diferenciación 

de las células de los donantes C1 y P1.  

Los marcadores de pluripotencia disminuyeron de forma continua a lo largo de todo el 

proceso de diferenciación hasta ser prácticamente indetectables a día final (día 25) 

(Figura 4.10). No obstante, esta caída fue más rápida en las células del donante P1 para 

las que ya se detectaban niveles de expresión génica muy reducidos para DNMT3B, 

OCT3/4 y SOX2 a día 3 y, aunque la expresión continuó disminuyendo en el resto de 

etapas, no se observaron diferencias significativas entre ellas. Por el contrario, el 

donante C1 mostró una disminución paulatina de los marcadores de pluripotencia, de 

modo que los niveles medidos a día 25 fueron significativamente más bajos que los 

detectados en etapas anteriores (días 3 y 9). 

En las células de ambos donantes se observó un aumento significativo de la expresión 

génica de marcadores de endodermo a partir del día 3 (Figura 4.10). En concreto para el 

donante P1 los niveles de expresión máxima de los genes SOX17, CXCR4, HHEX y GATA4 

se alcanzaron a día 3. Estos niveles se mantuvieron durante el resto del proceso para 

GATA4, mientras que los de SOX17, CXCR4 y HHEX disminuyeron en las siguientes 

etapas, con un repunte de expresión de CXCR4 a día >25. Excepcionalmente, la expresión 

de FOXA2 alcanzó el nivel máximo a día 9 y decayó a día >25. Para el donante C1, la 

expresión de FOXA2, SOX17 y HHEX experimentó un aumento muy acusado a día 3 y se 

mantuvo elevadas hasta la etapa final de la diferenciación; mientras que los niveles más 

elevados de mRNA de GATA4 y CXCR4 se alcanzaron de forma más tardía.  
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Los marcadores de hepatoblasto mostraron un perfil similar en ambos donantes con un 

aumento progresivo hasta alcanzar los niveles más elevados de mRNA de CK19 y de 

EpCAM a día 9 y día >25, respectivamente (Figura 4.11).  

Finalmente, respecto a la evolución de los marcadores hepáticos es destacable 

mencionar que, mientras en el donante C1 solo se observó un aumento significativo de 

la expresión una vez completado el proceso de diferenciación (día >25), en el donante 

P1 el aumento empezó en etapas anteriores (CK18 a día 3 y HNF4A, ALB y AFP a día 9) y 

se mantuvo en niveles similares hasta el final de la diferenciación (Figura 4.11). A pesar 

de estas diferencias en el perfil temporal, el nivel de expresión génica a día >25 en ambos 

donantes fue similar para todos los marcadores de hepatocito, con excepción de HNF4A 

que presentó niveles más bajos en P1 que en C1. 

En definitiva, a lo largo del proceso de diferenciación celular se observó la pérdida de 

marcadores de pluripotencia, al tiempo que iban apareciendo el resto de los marcadores 

indicadores de la diferenciación a fenotipo hepático. Si bien se observaron ciertas 

diferencias entre donantes en el perfil temporal de los marcadores (por ejemplo, la 

desaparición de marcadores de endodermo y la aparición de marcadores de 

hepatoblasto fue, en general, más temprana en el caso del donante P1 que en C1), en la 

etapa final de diferenciación las células de ambos donantes mostraron un nivel de 

expresión similar para la mayoría de los genes. 



 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10. Evolución de la expresión génica de marcadores característicos de pluripotencia y de la etapa de endodermo en el proceso de diferenciación de los donantes 

C1 y P1. Los datos transcripcionales se presentan como la media de los niveles de expresión respecto a día 0 ± DS (C1 n=6; P1 n=5). ANOVA de 1 factor de medidas repetidas 

post-hoc Bonferroni, ap<0,05 respecto a día 0; bp<0,05 respecto a día 3; cp<0,05 respecto a día 9. 
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Figura 4.11. Evolución de la expresión génica de marcadores característicos de las etapas de hepatoblasto y hepatocito en el proceso de diferenciación de los donantes C1 

y P1. Los datos transcripcionales se presentan como la media de los niveles de expresión respecto a día 0 ± DS (C1 n=6; P1 n=3). ANOVA de 1 factor de medidas repetidas post-

hoc Bonferroni, ap<0,05 respecto a día 0; bp<0,05 respecto a día 3; cp<0,05 respecto a día 9. 

0 3 9 >25
-2

0

2

4

6

lo
g

(E
x
p

re
s
ió

n
 R

e
la

ti
v
a
)

a cba
ab

a cb

a cb

HEPATOBLASTO 

HEPATOCITO 

C1 P1 

C1 P1 

 

0 3 9 >25
-4

-3

-2

-1

0

1

Días de diferenciación

lo
g

(E
x

p
re

s
ió

n
 R

e
la

ti
v

a
)

a

a c

a

a a

a

b

c

b

 

0 3 9 >25
-4

-3

-2

-1

0

1

Días de diferenciación

lo
g

(E
x

p
re

s
ió

n
 R

e
la

ti
v

a
)

a

a c

a

a a

a

b

c

b

0 3 9 >25
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

lo
g

(E
x
p

re
s

ió
n

 R
e
la

ti
v

a
)

a

a

a

b

b

a

a

b

b

 

0 3 9 >25
-4

-3

-2

-1

0

1

Días de diferenciación

lo
g

(E
x

p
re

s
ió

n
 R

e
la

ti
v

a
)

a

a c

a

a a

a

b

c

b

 

0 3 9 >25
-4

-3

-2

-1

0

1

Días de diferenciación

lo
g

(E
x

p
re

s
ió

n
 R

e
la

ti
v

a
)

a

a c

a

a a

a

b

c

b

0 3 9 >25

-2

0

2

4

6
AFP

HNF4

ALB

CK18

a b

a

a

a

a b

a

a b

a b c

0 3 9 >25

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Días de diferenciación

EPCAM

CK19

a

a

a b

a

a b

0 3 9 >25
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

lo
g

(E
x
p

re
s

ió
n

 R
e
la

ti
v

a
)

a

a

a

b

b

a

a

b

b

0 3 9 >25
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

lo
g

(E
x
p

re
s

ió
n

 R
e
la

ti
v

a
)

a

a

a

b

b

a

a

b

b

0 3 9 >25
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

lo
g

(E
x
p

re
s

ió
n

 R
e
la

ti
v

a
)

a

a

a

b

b

a

a

b

b

0 3 9 >25
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

lo
g

(E
x
p

re
s

ió
n

 R
e
la

ti
v

a
)

a

a

a

b

b

a

a

b

b

0 3 9 >25
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

lo
g

(E
x
p

re
s

ió
n

 R
e
la

ti
v

a
)

a

a

a

b

b

a

a

b

b



 

115 
 

4. RESULTADOS 

Para visualizar los cambios en la expresión experimentados durante la diferenciación 

por el conjunto de todas las células generadas en nuestro estudio, la figura 4.12 muestra 

de forma comparativa la evolución de la expresión génica de un marcador 

representativo de pluripotencia como OCT3/4 y de un marcador hepático 

representativo como AFP en el conjunto de todas diferenciaciones llevadas a término 

de a partir de las iPSC de cinco donantes (C1, C2, C3, C4 y P1). Como era de esperar, se 

observa que a medida que el marcador de pluripotencia decae durante el proceso de 

diferenciación, el perfil hepático aumenta (Figura 4.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12. Evolución de la expresión génica de marcadores representativos de pluripotencia y de 

fenotipo hepático durante el proceso de diferenciación de los donantes C1 a C4 y P1. Los datos 

transcripcionales se presentan como la media de los niveles de expresión respecto a día 0 ± DS (n=23). 

ANOVA de 1 factor con post-hoc Tuckey, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; en gris se muestra la 

comparativa con respecto a día 0; en rojo se muestra la comparativa con respecto a día >25. 

 

4.3. Caracterización de las HLC. 

4.3.1. Caracterización transcripcional de las HLC. 

Con el objetivo de comparar el perfil transcriptómico de las HLC y de las células 

pluripotentes se llevó a cabo un análisis de RNAseq. En este estudio se incluyeron 

muestras de las HLC obtenidas a partir de todos los donantes control (varias 

diferenciaciones para cada donante) y sus correspondientes iPSC, así como de la línea 

VAL9 de células progenitoras de origen embrionario y sus HLC.  
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Inicialmente, para visualizar los datos se realizó un heatmap de agrupación jerárquica 

de las muestras analizadas utilizando los 2000 genes diferencialmente expresados (DEG) 

(Figura 4.13). Se observó una clara separación de grupos entre las muestras procedentes 

de las HLC y de las PSC. Así mismo se observó que las HLC procedentes de la línea VAL9 

se diferenciaban jerárquicamente del resto de HLC y éstas, a su vez, se agrupaban según 

el donante, a excepción de una de las diferenciaciones del donante C3 cuyo perfil se 

agrupaba con las HLC del donante C2. No obstante, a pesar de las posibles diferencias 

observadas entre donantes y entre las diferenciaciones de cada línea, los resultados 

muestran que el perfil transcriptómico de las HLC es claramente diferente al de las 

células pluripotentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.13. Heatmap de los DEG obtenidos a partir del análisis de RNAseq de distintas diferenciaciones 

de PSC a HLC. En rojo se muestran los genes significativamente sobrexpresados y en azul los 

significativamente infraexpresados. 
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Posteriormente, se realizó un Volcano plot para identificar rápidamente los cambios 

significativos en los datos obtenidos en el RNAseq y, en concreto, determinar el número 

de genes regulados hacia arriba o hacia bajo cuando se comparaban los dos grupos 

experimentales (Figura 4.14). 

Figura 4.14. A) Volcano plot que muestra la distribución de los DEG cuando comparamos PSC con HLC. 

Los DEGs quedan representados como puntos rojos (genes sobrexpresados) y puntos azules (genes 

infraexpresados), mientras que los puntos grises representan genes no diferencialmente expresados. El eje 

X corresponde al log2 de la expresión relativa (fold change, FC) entre PSC y HLC y el eje Y corresponde al -

log10 del P_valor.  

 

Se identificaron un total de 2499 DEG de los cuales 598 estaban sobrexpresados y 742 

infraexpresados de forma significativa en las HLC. El análisis de los genes sobre o infra-

expresados en la comparativa de los dos grupos celulares permitió establecer rutas 

significativamente moduladas en el proceso de diferenciación a fenotipo hepático. En 

concreto, las vías moduladas están relacionadas con la interacción ECM-receptor 

celular, la adhesión celular y el ciclo celular, así como diferentes vías metabólicas, 

especialmente aquellas implicadas en la obtención de energía (Tabla 4.1). 
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Tabla 4.1. Análisis de enriquecimiento KEGG: vías celulares representativas moduladas en 
función de los genes diferencialmente expresados en PSC y HLC. 
Nº Vías celulares Genes 

1 Interacción receptor-ECM AGRN, COL1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL4A1, 
COL4A2, COL4A6, COL5A1, COL5A2, COL6A3, FN1, 
HMMR, HSPG2, ITGA1, ITGA3, ITGA5, ITGAV, ITGB1, 
ITGB6, LAMA1, LAMA3, LAMA5, LAMB1, LAMB2, 
LAMC1, LAMC2, SDC2, SDC4, THBS1, TNC, VTN. 

2 Adhesión focal AKT1, ARHGAP5, CAPN2, CAV2, COL1A1, COL1A2, 
COL2A1, COL3A1, COL4A1, COL4A2, COL4A6, 
COL5A1, COL5A2, COL6A3, DIAPH1, EGFR, ERBB2, 
FLNB, FLNC, FN1, ITGA1, ITGA3, ITGA5, ITGAV, 
ITGB1, ITGB6, JUN, KDR, LAMA1, LAMA3, LAMA5, 
LAMB1, LAMB2, LAMC1, LAMC2, MYL12A, MYL12B, 
MYL2, MYL9, PAK1, PARVA, PPP1CC, SRC, THBS1, 
TLN1, TNC, VTN. 

3 Lisosoma AP1S2, ASAH1, ATP6AP1, CD164, CD63, CLTB, CTSA, 
CTSB, CTSC, CTSH, CTSL, CTSZ, ENTPD4, GBA, GLB1, 
GNS, HEXB, HGSNAT, IGF2R, LAMP1, LAMP2, 
LAPTM4A, LAPTM4B, MANBA, NEU1, PPT1, 
SCARB2, SORT1, TPP1. 

4 Ciclo celular ANAPC1, BUB1, BUB1B, CCNA2, CCNB1, CCNB2, 
CDC20, CDC25A, CDC6, CDK6, CDKN1A, CDKN2B, 
HDAC2, MAD2L2, MCM2, MCM3, MCM4, MCM5, 
MCM6, MCM7, PCNA, PLK1, PRKDC, PTTG1, 
SMAD3, TGFB1, TGFB2, TP53. 

5 Metabolismo de la galactosa AKR1B1, B4GALT1, GLB1, HK1, PFKP, UGP2. 

6 Vía de señalización Notch CTBP2, DVL3, HDAC2, JAG1, NCSTN, NOTCH1, 
NOTCH2, PSEN1, RBPJ. 

7 Metabolismo de la cisteína y la metionina ADI1, AHCY, CBS, DNMT1, DNMT3B, MAT2A, SRM 

.8 Uniones adherentes EGFR, ERBB2, FGFR1, LMO7, NECTIN1, NECTIN2, 
PTPRF, PTPRM, SMAD3, SNAI2, SRC, TCF7L1. 

9 Metabolismo de amino y nucleótido azúcares  CYB5R3, GFPT2, GPI, HEXB, HK1, PGM3, UGP2. 

10 Metabolismo de Alanina, aspartato y glutamato  CAD, GFPT2, GLS, GLUD1, PPAT. 

11 Metabolismo del glutatión  ANPEP, GSTA1, GSTA2, GSTO1, IDH2, ODC1, SRM. 

12 Regulación del citoesqueleto de actina ABI2, ARPC3, ARPC5, DIAPH1, EGFR, BFGF, FGFR1, 
FN1, GSN, ITGA1, ITGA3, ITGA5, ITGAV, ITGB1, 
ITGB6, MYH9, MYL12A, MYL12B, MYL2, MYL9, 
PAK1, PPP1CC, RDX, RRAS2. 

13 Vía de las pentosa-fosfato GPI, PFKP, PRPS1, TKT. 

14 Biosíntesis de ácidos grasos insaturados ACAA1, ACOT7, HACD2. 

15 Metabolismo de glicina, serina y treonina CBS, PHGDH, PSAT1, SHMT2. 

16 Glicólisis/Gluconeogénesis ALDH7A1, ENO2, GPI, HK1, PFKP, PGAM1, TPI1. 

17 Metabolismo de la fructosa y manosa AKR1B1, HK1, PFKP, TPI1. 

18 Metabolismo del piruvato ACACA, AKR1B1, ALDH7A1, GLO1. 

19 Metabolismo de ácidos grasos ACAA1, ACADVL, ALDH7A1. 

20 Vía de señalización de la insulina ACACA, AKT1, CBL, EIF4EBP1, HK1, IRS1, PPP1CC, 
PTPRF, PYGB, SOCS2. 
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Con el fin de determinar si las HLC, además de expresar marcadores hepáticos clásicos 

(HNF4A, CK18, CK19, AFP), eran capaces de expresar otros genes relacionados con vías 

metabólicas típicamente hepáticas, se evaluó la expresión de 21 genes implicados en el 

metabolismo de los lípidos, el nitrógeno, la glucosa y los ácidos biliares, en la 

detoxificación y en la defensa antioxidante. Los resultados mostraron que, a diferencia 

de las iPSC, las HLC de todos los donantes expresaban genes que intervienen en rutas 

metabólicas características del hígado (Figura 4.15). Se apreciaron ciertas diferencias 

entre donantes, con un perfil de expresión muy similar para los donantes C1 y C3. No 

obstante, para todos los donantes, es destacable la expresión de los genes APOC3 y 

APOB, ambos implicados en el metabolismo lipídico, cuyos niveles resultaron ser de los 

más elevados del panel, sugiriendo que el metabolismo de las apolipoproteínas se 

encontraba activo en las HLC. Por otra parte, la expresión de PPARα, implicado en el 

control de la β-oxidación lipídica, entre otros procesos, también se detectó en las HLC. 

Asimismo, se pudo observar la expresión del gen OTC implicado en el ciclo de la urea, lo 

que sugiere que la función de detoxificación del amonio mediante su conversión en 

urea, una función característica de los hepatocitos, que también debería estar presente 

en las HLC. 

 Las HLC también mostraron expresión de genes implicados en el transporte y 

metabolismo de AB (Figura 4.15), tales como BSEP, BAAT y NTCP, siendo este último el 

que presentaba mayor expresión. Si bien se advierte una diferencia en la expresión del 

gen NTCP entre los donantes, se puede percibir que aquellos donantes con una menor 

expresión de NTCP en las HLC (como C2 y P1), eran también las que mostraban una 

menor expresión en las iPSC de partida, de manera que el incremento podría ser similar 

para todos los donantes. Esto mismo también se observó para el gen que codifica el 

enzima de fase II GSTA1, el cual tiene un papel destacado en el proceso de detoxificación 

de fármacos y otros xenobióticos.  

Con respecto a los genes que codifican para otras proteínas con una función relevante 

en la biotransformación de fármacos, como el transportador MRP2 y los enzimas 

CYP450, las HLC mostraron niveles de expresión similares para todos los donantes, 

sugiriendo que las HLC podrían ser capaces de llevar a cabo la detoxificación de 

compuestos exógenos. Es notorio mencionar que el gen GPX2, codificante del enzima 
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glutatión peroxidasa 2 específico del tejido hepático, también posee niveles elevados de 

expresión génica en las HLC (Figura 4.15). 

Finalmente, los marcadores de pluripotencia OCT3/4 y NANOG mostraron menor 

expresión en las HLC que en las iPSC, tal y como ya se había evidenciado durante la 

caracterización del proceso de diferenciación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.15. Heatmap de la expresión de genes implicados en rutas metabólicas hepáticas en iPSC y sus 

respectivas HLC. Los datos se encuentran normalizados a iPSC del C1 y se expresan como log (expresión 

relativa); n=4.  

4.3.2. Caracterización metabolómica de las HLC 

Para determinar el nivel de diferenciación alcanzado, se analizó el metaboloma de las 

células pluripotentes en comparación con las células diferenciadas a fenotipo hepático. 

Se analizaron diferentes diferenciaciones y donantes para comprobar la homogeneidad 

de los resultados. El análisis mediante PLS-DA permitió diferenciar y separar entre las 

PSC y las HLC, así como identificar el conjunto de metabolitos que presentaban mayores 
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diferencias entre ambos grupos experimentales, siendo el lactato el metabolito que 

mayor contribución aportaba a dicha diferencia (Figura 4.16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.16. Estudio metabonómico en PSC y HLC. A) Análisis discriminante de mínimos cuadrados 

parciales (PLS-DA) los metabolitos de las PSC y las HLC para explicar la diferencia entre ambos tipos 

celulares debido al proceso de diferenciación. El componente 1 y 2 representan una combinación de 

metabolitos relevantes que proporcionan la mayor variación y permiten agrupar las PSC y las HLC en 

grupos diferentes. B) VIP score para los 15 metabolitos más importantes identificados en el PLS-DA que 

diferencian el grupo de PSC de las HLC.  Los datos del VIP score se encuentran expresados como la 

concentración relativa de cada metabolito en cada grupo PSC o HLC en cuadros de colores indican las 

cantidades relativas de los metabolitos indicados (rojo-azul) siendo el color rojo, mayor cantidad y el azul, 

menor cantidad.  

 

A partir de los metabolitos discriminantes detectados se determinaron las principales 

vías metabólicas diferenciales entre las PSC y las HLC y la interacción que existe entre 

ellas (Figura 4.17). Tal y como observamos en el análisis de enriquecimiento metabólico 

(Figura 4.17A), las tres vías metabólicas que mayor impacto tienen sobre el metabolismo 

celular son aquellas implicadas en el metabolismo energético de la glucosa 

(metabolismo del piruvato, glicólisis anaeróbica y gluconeogénesis). También son 

destacables otras vías de alto impacto en la red global metabólica como el ciclo del ácido 

cítrico, el metabolismo de los cuerpos cetónicos o la biosíntesis de ácidos grasos, todas 

ellas también implicadas en el metabolismo energético celular. La mayoría de estas vías 

además se encuentran conectadas entre sí (Figura 4.17B).
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Figura 4.17. Análisis de enriquecimiento metabólico basado en los metabolitos más discriminantes entre las PSC y las HLC. A) En el eje vertical se indican las vías metabólicas 

implicadas según los metabolitos discriminantes, el p valor de la vía metabólica se representa en el eje horizontal en escala logarítmica y en escala de color amarillo-rojo, siendo el rojo 

el mayor valor de significancia. B) Red de interacciones de las vías metabólicas implicadas en la discriminación de PSC y HLC en base a los resultados del análisis de enriquecimiento.  

La interacción entre vías se muestra mediante líneas grises. En ambas representaciones el tamaño y el color de la esfera indica el ratio entre los metabolitos significativos de la vía 

metabólica sobre el total de metabolitos integrantes de la misma.
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4.3.3. Caracterización funcional de las HLC. 

Tal y como se ha comentado anteriormente, el tejido hepático desempeña numerosas 

funciones bioquímicas de gran importancia para el correcto funcionamiento fisiológico 

del organismo. Para determinar si las HLC son capaces de recrear la capacidad 

metabólica de un hepatocito, se llevaron a cabo ensayos que permitieron evaluar 

algunas de las funciones hepáticas más características, como la síntesis de albúmina, la 

ureogénesis y el almacenamiento de la glucosa en forma de glucógeno. 

Se comprobó que las HLC son capaces de sintetizar y secretar albúmina y urea (Tabla 

4.2). Se observaron diferencias en función del donante, reflejando la variabilidad 

interindividual, con valores que oscilaban entre 2,8 y 7,0 ng/h/μg RNA y entre 43,9 y 

144,6 ng/h/μg RNA, para la producción de albúmina y urea, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

Asimismo, se observó que las HLC de todos los donantes son capaces de almacenar 

glucógeno, otras de las funciones típicamente hepáticas (Figura 4.18) y se comprobó que 

la acumulación de glucógeno por parte de las HLC respondía a la acción de las hormonas 

insulina y glucagón. A modo representativo, la figura 4.19 muestra el aumento de los 

depósitos de glucógeno en las HLC del donante C3 tras la exposición a insulina (10-6 M, 

24 h), mientras que el tratamiento con glucagón (10-6M, 24 h) provocó la disminución 

del glucógeno acumulado. 

 

 

 

Tabla 4.2. Producción y secreción de albúmina y urea en HLC. 

Donante 
Albúminaa 

(ng/h/μg RNA) 

Ureaa 

(ng/24h/μg RNA) 

C1 2,8 ± 0,3 52,4 ± 23,7 

C2 7,0 ± 3,3 43,9 ± 13,8 

C3 5,6 ± 2,0 49,7 ± 8,7 

C4 3,9 ± 3,4 144, 6 ± 55,0 

P1 5,1 ± 0,5 72,7 ± 16,7 

aLos datos se representan como la media ± DS. n(albúmina)=4; n(urea)=3. 
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Figura 4.18. Acumulación de glucógeno en las HLC detectada mediante tinción (ácido peryódico-Schiff). 

Las HLC C1 a C4 y P1 son capaces de almacenar glucógeno (tinción magenta). Barra de escala = 100 μm 

(aplica a todas las imágenes). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.19. Ejemplo representativo del efecto de la insulina y el glucagón en la acumulación de 

glucógeno (tinción magenta) detectada mediante tinción (ácido peryódico-Schiff) en HLC del donante 

C3. La exposición durante 24 h a insulina 10-6 M en presencia de glucosa 30 mM induce un aumento en el 

glucógeno almacenado en las células, mientras que el tratamiento con glucagón 10-6 M el 

almacenamiento de glucógeno disminuye. Barra de escala = 100 μm (aplica a todas las imágenes). 

4.3.4. Caracterización de la capacidad de metabolización de xenobióticos. 

Para completar la caracterización funcional de las HLC se estudió también su capacidad 

biotransformadora, otra de las funciones más importantes del hígado y de especial 

relevancia en la eliminación y detoxificación de fármacos y otros xenobióticos. 

Control Insulina + Glucosa Glucagón 

C1 C2 C3 

C4 P1 
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En primer lugar, se analizó el perfil de actividades de los principales enzimas CYP450 

implicados en el metabolismo de fármacos con el objetivo de comprobar si las HLC son 

capaces de reproducir el perfil metabólico del hígado. Para ello se cuantificaron las 

actividades CYP1A2, 2B6, 2C19, 2C9, 2D6, 2E1 y 3A4 tanto en las HLC de todos los 

donantes control como en los microsomas obtenidos a partir de muestras de tejido 

hepático de esos mismos donantes (Figura 4.20). Tal y como cabía esperar, los niveles 

de actividad en las HLC fueron más bajos que en tejido hepático. No obstante, cabe 

destacar que el valor relativo de cada una de las actividades respecto a la actividad total 

fue similar en las HLC y el tejido hepático de cada donante. 

El análisis detallado del perfil metabólico de HLC y del hígado para el donante C1 mostró 

que los niveles de actividad más elevados correspondían a la actividad CYP2E1 (54,9% y 

40,4% para HLC y tejido, respectivamente) seguida de la actividad CYP2C9 (34,7% y 

35,6% para HLC y tejido, respectivamente). Con respecto a otras actividades 

minoritarias, se observó una mayor proporción en el tejido para CYP3A4 (3,3% en HLC y 

11,6% en tejido) y CYP2B6 (2,5% en HLC y 6,5% en tejido) y niveles relativos similares (< 

3%) para el resto de las actividades. Resultados similares se observaron para el donante 

C3, con CYP2E1 (46,3% en HLC y 35,6% en tejido) y CYP2C9 (36,6% en HLC y 41,6% en 

tejido) como los enzimas que presentaban los niveles relativos de actividad más 

elevados, seguidos en este caso de CYP3A4 (4,2% en HLC y 12,3% en tejido) y CYP1A2 

(9,6% en HLC y 8,1 en tejido). Por su parte, el donante C2 mostró un perfil muy diferente 

al de los donantes anteriores, con una actividad relativa de CYP2C9 muy por encima 

(86% para HLC y 87,6% para el tejido hepático) del resto de actividades, seguida de 

CYP3A4 (5,8% en HLC y 7,5% en tejido) y CYP2E1 (4% en HLC y 2,7% en tejido) y niveles 

de actividad relativa inferiores al 2% para el resto de enzimas. Por último, el perfil 

metabólico del donante C4 fue similar al de C2, con niveles de actividad relativa de 

CYP2C9 (88,7% en HLC y 81,9% en tejido) muy por encima al de otros enzimas, seguido 

de la actividad CYP1A2 (4,0% en HLC y 7,40% en tejido). 

En resumen, se pudo comprobar que las actividades relativas de los diferentes enzimas 

medidos en las HLC de cada uno de los donantes se correspondían con los niveles 

relativos medidos en el tejido de ese mismo donante. Se observó también que los 

donantes C1 y C3 mostraron un perfil metabólico muy similar entre sí, siendo las 
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actividades CYPC2C9 y CYP2E1 las que presentaban mayor proporción de actividad, 

tanto en HLC como en tejido en ambos donantes; mientras que en los donantes C2 y C4 

el enzima CYP2C9 presentaban una actividad relativa por encima del 80%, en HLC y 

tejido. Estos resultados sugieren que las HLC son capaces de reproducir la variabilidad 

interindividual que muestra la función biotransformadora del hígado. 
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Figura 4.20. Diagrama de sectores de los perfiles metabólicos de los principales CYP450 en HLC y tejido 

hepático de los donantes C1 a C4. El valor de actividad se indica de forma numérica en cada uno de los 

sectores y se encuentra expresadas en pmol/h/μg de RNA en HLC y en pmol/min/mg proteína en el tejido 

hepático. El porcentaje de actividad corresponde a la actividad de cada isoforma del CYP450 con respecto 

al total de actividades medidas y queda representado en el tamaño de cada sector. 
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Adicionalmente, también se determinó el perfil de actividades CYP450 para las HLC del 

donante P1 (Figura 4.21). Los enzimas con actividades predominantes en este donante 

fueron CYP2E1 (69%) y CYP2C9 (20,6%) seguido de CYP1A2 (5,5%), CYP3A4 (3,4%), 

CYP2B6 (0,9%) y CYP2D6 (0,6%). No se obtuvieron niveles detectables de la actividad 

CYP2C19 que, sin embargo, sí había podido ser medida en las HLC de los donantes 

control.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4.21. Diagrama de sectores del perfil metabólico de los principales CYP450 en HLC del donante 

P1. El valor de actividad se indica de forma numérica en cada uno de los sectores y se encuentra expresadas 

en pmol/h/μg de RNA. El porcentaje de actividad corresponde a la actividad de cada CYP450 sobre el total 

de la actividad detectada y queda representado en el tamaño de cada sector. 

Una vez comprobada que las HLC presentaban capacidad biotransformadora, se estudió 

también su respuesta a inductores típicos de enzimas CYP450. Los resultados obtenidos 

mostraron que, tras la exposición de las HLC a 3-metilcolantreno, un inductor 

característico de los enzimas de CYP1A1 y 1A2, los niveles de actividad EROD 

(representativa de la actividad CYP1A1/2) experimentaron un aumento de entre 8,5 y 

19,2 veces (según el donante) con respecto a la actividad medida en células no tratadas 

con el inductor (Figura 4.22). Además, se comprobó que el aumento de actividad iba 

acompañado del aumento de los niveles de mRNA de CYP1A1 (entre 20 y 45 veces según 

el donante) y CYP1A2 (entre 3,7 y 6,3 veces según el donante) (Figura 4.22). 
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Figura 4.22. Inducción de CYP1A1 y CYP1A2 por 3-metilcolantreno. Tras el tratamiento de las HLC con 3-

metilcolantreno 2 M se trataron durante 48 h, se midieron los niveles mRNA de CYP1A1 y CYP1A2 

(superior) y la actividad CYP1A1/2 (medida como actividad EROD)  (inferior). Los datos transcriptómicos 

de cada donante se encuentran relativizados a su respectivo control (células no expuestas al inductor) al 

que se asignó valor 1. Los datos se muestran como la media ± DS (n=2). Prueba t-student, *p<0,05. 

Asimismo, se comprobó que el tratamiento de HLC con fenobarbital se tradujo en un 

aumento significativo de la actividad CYP2B6, a excepción del donante C3 (Figura 4.23). 

En este último, si bien no se observan cambios significativos, se observó un aumento en 

la actividad CYP2B6 tras el tratamiento con el inductor.  

 

 

 

 

 

Figura 4.23. Inducción de CYP2B6 por fenobarbital. La actividad CYP2B6 se midió utilizando bupropión 

como sustrato en células HLC previamente tratadas con fenobarbital 1 mM durante 48 h y en células 

control (no expuestas al inductor). Los donantes C1, C2 y C4 muestran actividad inducible del enzima 

CYP2B6, mientras que no se observan cambios significativos en el donante C3. Los datos se representan 

como la media ± DS; n=3. Prueba T-test, *p<0,05. 
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4.4. HLC como modelo in vitro para estudios de hepatotoxicidad. 

Una vez completada la caracterización de las HLC y tras comprobar que son capaces de 

reproducir muchas de las funciones características del hepatocito, incluida la capacidad 

de biotransformación de xenobióticos, el siguiente paso fue determinar su idoneidad 

como modelo celular para estudios de hepatotoxicidad inducida por fármacos. Para ello, 

se evaluó su utilidad no solo para el cribado in vitro de fármacos con potencial 

hepatotóxico, sino también para la identificación del mecanismo de toxicidad implicado. 

Además, se analizó su potencial como modelo personalizado para el estudio de casos 

concretos de iDILI.   

4.4.1. Estudio la hepatotoxicidad inducida por fármacos en HLC. 

Las HLC de los donantes C1, C2, C3 y P1 se incubaron con diferentes concentraciones de 

amiodarona como fármaco hepatotóxico modelo y citrato como control negativo. 

Además, con el objetivo de determinar la especificidad de las HLC para identificar 

fenómenos hepatotóxicos, también se estudió la respuesta a dichos fármacos de tres 

líneas celulares: una de origen hepático ampliamente utilizada en estudios de 

hepatotoxicidad (HepG2) y dos líneas celulares no hepáticas (HeLa y A-549). Para la 

evaluación de la toxicidad se aplicó un ensayo multiparamétrico HCS que permite 

determinar diferentes mecanismos implicados en la hepatotoxicidad como el daño 

mitocondrial, la producción de ROS o el incremento en la concentración de Ca2+ 

intracelular, además de determinar efectos sobre la viabilidad celular (Figura 4.24). 

En las células de origen no hepático tratadas con amiodarona no se observaron efectos 

significativos en ninguno de los parámetros analizados. Por el contrario, en las células 

HepG2 la amiodarona provocó un descenso de la viabilidad acompañado de una 

disminución del MMP y un incremento de los niveles de ROS y Ca2+ intracelular. De forma 

similar, en las HLC tratadas con amiodarona se observó un descenso en la viabilidad y el 

MMP y un aumento de ROS y Ca2+ intracelular. En general, las células HepG2 mostraron 

mayor sensibilidad a la toxicidad por amiodarona que las HLC. Como era esperable, el 
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citrato no produjo alteraciones significativas de los parámetros analizados en ninguno 

de los modelos celulares estudiados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.24. Ensayo multiparámetrico de hepatotoxicidad para evaluar la respuesta de las líneas no 

hepáticas HeLa y A549, la línea hepática HepG2 y las HLC (donantes C1, C2, C3 y P1) a la exposición a 

concentraciones crecientes del fármaco hepatotóxico amiodarona. Los datos se muestran como la media 

± DS. n(líneas celulares)=2; n(HLC)=4 (1 experimento por donante, 3 réplicas biológicas). ANOVA de 2 

factores con post-hoc Dunnet, *p<0,05 respecto al control (células no tratadas). 

A diferencia del resto de líneas estudiadas (A549, HeLa y HepG2), las HLC proceden de 

diferentes donantes, lo que puede contribuir a la mayor variabilidad en los diferentes 

parámetros de toxicidad que presentaba este modelo celular. Esta variabilidad queda 

reflejada en la Figura 4.25 en la que se muestran de forma independiente los efectos de 

la amiodarona sobre las HLC de cada uno de los donantes. Las HLC de los donantes C1 y 

C2 resultaron más sensibles a la citotoxicidad por amiodarona, evidenciada por la 

disminución de la viabilidad y la alteración de otros parámetros a las concentraciones 

más bajas del fármaco (12,5 y 25 M), mientras que las HLC del donante P1 sólo 

mostraron efectos citotóxicos tras la exposición a amiodarona 50 M. No obstante, cabe 

destacar que, a pesar de estas diferencias de sensibilidad, las HLC de todos los donantes 
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mostraron alteraciones en los diferentes parámetros analizados tras la exposición a 

amiodarona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.25. Cuantificación de la toxicidad producida por la amiodarona en las HLC de los diferentes 

donantes mediante el ensayo multiparamétrico. Los datos se muestran como la media ± DS. n=2. ANOVA 

de 2 factores con post-hoc Dunnet, *p<0,05 respecto al control. 

La figura 4.26 muestra de forma representativa las imágenes que visualizan las 

alteraciones en las HLC del donante C3 tras la exposición a amiodarona. Se observa 

claramente que el tratamiento con amiodarona provoca una acumulación de Ca2+ 

intracelular y una disminución del MMP.  
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Figura 4.26. Imágenes representativas de la toxicidad producida por la amiodarona (AM) 50 μM en las 

HLC del donante C3. El MMP y el Ca2+ intracelular se detectaron mediante las sondas TMRM (naranja) y 

Fluo4 (verde), respectivamente. El Hoechst 33342 (Ho) se empleó en la tinción de los núcleos. 

4.4.2. HLC para modelizar la esteatosis inducida por fármacos. 

A continuación, se aplicó un ensayo dirigido a la identificación de esteatosis, uno de los 

mecanismos más frecuentes de hepatotoxicidad inducida por fármacos. Para este 

estudio se seleccionaron 3 fármacos cuyo perfil tóxico a nivel hepático ha sido 

ampliamente estudiado: valproato y tetraciclina, como inductores modelo de esteatosis 

y, amiodarona, como inductor modelo de esteatosis y de fosfolipidosis. Tras exponer las 

HLC a diferentes concentraciones de los fármacos durante 24 h, se cuantificó la 

acumulación de lípidos neutros y de fosfolípidos mediante el uso de sondas 

fluorescentes y el análisis de imagen de alto contenido HCS. La ventaja de multiplexar 

varias sondas fluorescentes es que proporciona una visión general de los mecanismos 

que se ven afectados.  

En las imágenes de fluorescencia (Figura 4.27) se observa una mayor acumulación de 

lípidos neutros (indicativa de esteatosis) en las HLC expuestas a valproato o a 

amiodarona con respecto a las células no tratadas (control), mientras que solo se 

observa un incremento en el marcaje de fosfolípidos en las células tratadas con 

amiodarona. 
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Figura 4.27. Imágenes representativas de la acumulación de lípidos neutros y fosfolípidos en HLC del 

donante C1 incubadas con valproato y amiodarona. Los lípidos neutros se detectaron y midieron 

mediante la sonda BODIPY 493/503; los fosfolípidos se detectaron y midieron mediante la sonda HCS 

LipidTOX. Ho = Hoechst. 

 

Los resultados cuantitativos mostraron un aumento significativo de los niveles de lípidos 

neutros en las HLC de ambos donantes a las tres concentraciones de tetraciclina testadas 

(Figura 4.28). También se observó acumulación de lípidos neutros con una tendencia 

dosis-dependiente en las células expuestas a valproato, aunque el efecto solo fue 

significativo a la concentración 8 mM. Ninguna de las concentraciones de ambos 

fármacos provocó efectos sobre la acumulación de fosfolípidos o sobre la viabilidad 

celular (resultados no mostrados). Por otro lado, la amiodarona indujo un marcado 

aumento de los niveles de fosfolípidos en las HLC y también un aumento moderado de 

lípidos neutros, si bien este último efecto no fue significativo a las concentraciones 

estudiadas (Figura 4.28). En general, los fármacos testados tuvieron mayor efecto en el 

donante C3 que mostró mayor acumulación de lípidos, especialmente tras la exposición 

a tetraciclina, y mayor acumulación de fosfolípidos tras la exposición a amiodarona. 
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Figura 4.28. Cuantificación de la acumulación de lípidos neutros y fosfolípidos en HLC incubadas con 

fármacos modelo. Las HLC de los donantes l C1 y C3 se incubaron con diferentes concentraciones de 

amiodarona (AM), tetraciclina (TC), valproato (VP) citrato (C). La línea discontinua roja indica el valor 

control (HLC no tratadas). Se muestran los cambios en la acumulación de lípidos y fosfolípidos. Se 

representa la media ± SEM, n=2. Prueba t-student, *p<0,05 respecto al control. 

4.4.3. HLC para la identificación del agente causal en iDILI: estudio mecanístico de la 

hepatotoxicidad inducida por amoxicilina-clavulánico. 

Las HLC generadas a partir de pacientes que han experimentado un episodio de iDILI 

pueden constituir un modelo celular idóneo para el estudio mecanístico de la toxicidad 

de naturaleza idiosincrática. Con este objetivo, las HLC del donante P1 fueron tratadas 

con A/C, la combinación de fármacos sospechosos de haber provocado el iDILI en este 

paciente. Se utilizaron diferentes concentraciones de A/C, comprendidas entre 4/2 y 

12/6 mM, y se observó citotoxicidad a partir de la concentración 10/5 mM (Figura 

4.29A). A modo representativo la figura 4.29B-C ilustra, además, el efecto sobre el MMP 

y el Ca2+ intracelular, observándose despolarización de la membrana mitocondrial a las 
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concentraciones 10/5 y 12/6 mM y un aumento de Ca2+ intracelular para todas las 

concentraciones estudiadas.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

4.29. Efectos de la A/C en las HLC del paciente P1. Se muestra la cuantificación del ensayo 

multiparamétrico: viabilidad (A), potencial de membrana mitocondrial (B) y la concentración de Ca2+ 

intracelular (C) de las HLC procedentes del donante P1 tras la exposición a concentraciones crecientes de 

A/C (8/4, 10/5 y 12/6 mM). Los datos se muestran como la media ± DS, n=2. ANOVA de 1 factor con post-

hoc Dunnet, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

A continuación, se realizó un estudio de expresión génica con la finalidad de determinar 

los posibles mecanismos moleculares implicados en la hepatotoxicidad por A/C. Dado 

que el patrón de daño hepático inducido por este fármaco en el donante P1 fue de 

naturaleza colestásica (ver sección 3.2), se incluyeron en el análisis los principales genes 

relacionados con el transporte (BSEP, NTCP, MRP2) y la síntesis (CYP7A1, CYP8B1, 

FGF19) de AB y que han sido asociados con la colestasis (Figura 4.30). Asimismo, se 

analizaron los niveles de expresión de genes implicados en la respuesta antioxidante 

mediada por la vía NRF2 (SLC7A11, TXNRD1, AKR1B10, GCLC, GCLM, GPX1, GPX2, GSR) 

y que pudieran estar relacionados el estrés oxidativo inducido por el fármaco.  
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4.30. Estudio transcriptómico en HLC del donante P1 incubadas con A/C. A) Niveles de expresión génica 

de los principales transportadores de AB (BSEP, NTCP, MRP2), genes implicados en la síntesis de AB 

(CYP7A1, CYP8B1, CYP27A1) y un represor de la síntesis (FGF19). B) Niveles de expresión de genes 

asociados a la respuesta antioxidante mediada por NRF2. En ambos casos las células fueron tratadas con 

concentraciones crecientes de A/C (4/2, 8/4 y 10/5 mM). Los datos se muestran como el promedio de la 

expresión génica relativizada al control (cuyo valor asignado es 1) y las barras de error corresponden a la 

DS (n=4). ANOVA de 1 factor con post-hoc Dunnet, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto al control. 
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4. RESULTADOS 

Los resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de expresión del gen 

del transportador MRP2 para las tres concentraciones testadas (4/2, 8/4 y 10/5 mM), 

mientras que no se observaron cambios significativos en la expresión de BSEP y NTCP, 

aunque se advierte que BSEP tiende a disminuir su expresión (Figura 4.19A). Con 

respecto a los genes relacionados con la síntesis de AB, la expresión de FGF19 aumentó 

considerablemente (entre 60 y 80 veces con respecto al control) tras el tratamiento con 

A/C. También se observaron aumentos significativos en los niveles de mRNA de CYP7A1 

y CYP8B1 y una disminución en la expresión del gen CYP27A1. 

En cuanto a los niveles de expresión de los genes relacionados con la respuesta al estrés 

oxidativo, se observó un aumento significativo de todos ellos a todas las 

concentraciones testadas, a excepción de GPX2, para el que solo se observaron cambios 

significativos a las concentraciones 4/2 y 8/4 mM (Figura 4.19B). Los mayores 

incrementos se observan para AKR1B10 (20 a 30 veces) y GCLM (10 a 15 veces), seguidos 

de TXNRD1, SLC7A11 y GCLC (5 a 8 veces) y GPX1, GPX2 y GSR (1,5 a 4 veces). 
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5.1. Las PBMC constituyen una fuente de células somáticas apta para la 

reprogramación celular. 

Se ha descrito la generación de iPSC a partir de diferentes tipos celulares somáticos, 

incluyendo fibroblastos, mioblastos, queratinocitos, células sanguíneas, células del 

epitelio urinario o células madre adultas, con diferentes eficiencias de reprogramación 

dependiendo de la fuente celular usada (Raab et al., 2014; Ray et al., 2021). En nuestro 

caso, para poder obtener una batería de líneas de iPSC procedentes de diferentes 

donantes y con vistas a expandirlas en el futuro, la fuente de células somáticas debía ser 

accesible, poco invasiva y debía proporcionar una cantidad de células suficiente para 

poder llevar a cabo el proceso de reprogramación celular. La sangre periférica cumplía 

todos estos requisitos y, además, su extracción es reproducible y se encuentra 

altamente estandarizada (Betsou et al., 2019). Asimismo, el aislamiento de PBMC 

mediante distintas aproximaciones, incluyendo la separación en gradiente de densidad, 

también está ampliamente descrito (Betsou et al., 2019).   

El número de células vivas obtenido en los aislamientos de PBMC estuvo acorde con los 

valores obtenidos en otros trabajos, no así la viabilidad, cuyo porcentaje  (41 ± 10%) fue 

menor a lo anteriormente descrito (Corkum et al., 2015; Ye & Wang, 2018). Esto pudo 

ser debido a que el aislamiento de las PBMC no se realizó de forma inmediata tras la 

extracción de la muestra de sangre y que el tiempo necesario para el transporte de las 

muestras, así como la temperatura, pudo haber afectado a la viabilidad tal y como se ha 

descrito en trabajos anteriores (Golke et al., 2022; Jerram et al., 2021). Además, es 

sabido que mediante esta técnica de aislamiento, es posible arrastrar otros tipos 

celulares como pueden ser eritrocitos, células endoteliales o células epiteliales (Song et 

al., 2002; Urbich & Dimmeler, 2004) que pueden formar parte del cómputo total de 

células y distorsionar los valores de viabilidad.  

En cuanto a la reprogramación celular, el uso de métodos no integrativos para generar 

iPSC se consideró la estrategia más adecuada para evitar posibles alteraciones genéticas 

debidas a la mutagénesis por inserción y así obtener células más próximas al estadio 

pluripotente completo (Hayes & Zavazava, 2013; Liu et al., 2012). De los distintos 

métodos no integrativos, SeV está descrito como un sistema eficaz para obtener iPSC 
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derivadas de PBMC mediante la expresión ectópica de los factores de Yamanaka OSKM 

(Okumura et al., 2019; Sharma et al., 2018; Vlahos et al., 2019; Ye & Wang, 2018; Zhou 

et al., 2015). Entre las ventajas que ofrece el uso de SeV sobre otros modelos no 

integrativos destacan su capacidad de infectar a una gran variedad de tipos celulares, 

incluyendo células proliferativas y quiescentes o su eliminación del citoplasma celular 

tras 10 pases después de la infección vírica (Ye & Wang, 2018).   

Al igual que en el establecimiento de líneas de ESC, las células reprogramadas crecieron 

sobre un feeder de MEF formando pequeñas agrupaciones que dieron lugar a nuevas 

colonias de células pluripotentes (iPSC) con bordes bien definidos, las cuales pudieron 

ser transferidas y expandidas en condiciones feeder-free con Matrigel® tal y como se ha 

descrito en la literatura (Desai et al., 2015; Vlahos et al., 2019). El Matrigel® permite 

mantener un mayor número de colonias en estado pluripotente que otras matrices 

como el colágeno o la fibronectina (Xu et al., 2001) y proporciona una mayor expresión 

de marcadores de pluripotencia con respecto a matrices como la laminina (Lam & 

Longaker, 2012). 

 

5.2. Las iPSC recapitulan la pluripotencia de las ESC. 

Una vez obtenidas las nuevas líneas de iPSC fue imprescindible su caracterización con el 

fin de comprobar el carácter pluripotente y descartar posibles anomalías cromosómicas 

que podrían afectar al comportamiento de las células. En este sentido, se comprobó que 

todas las líneas iPSC generadas mostraban un cariotipo normal, sin presencia de 

aberraciones cromosómicas aparentes que hubieran podido ser introducidas durante el 

proceso de reprogramación. 

Uno de los parámetros más relevantes indicativos del estado pluripotente del cultivo de 

iPSC es la morfología celular (Nagasaka et al., 2017). Así, las iPSC de todos los donantes 

presentaron un crecimiento en colonias de una célula de espesor (monocapa) al igual 

que las ESC, además de mostrar un núcleo prominente con un único nucléolo y un 

citoplasma reducido característico de células pluripotentes (Wakao et al., 2012).  

No solo la morfología fue indicativa del carácter indiferenciado de las iPSC, sino que 

también el análisis de marcadores específicos de pluripotencia confirmó su similitud con 
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el perfil de la línea de ESC VAL9. Así, marcadores nucleares como OCT3/4, NANOG y 

marcadores de superficie como TRA1-60, ampliamente descritos en células 

pluripotentes (Bharathan et al., 2017), fueron detectados por IF. Del mismo modo, se 

detectó la expresión génica de OCT3/4, NANOG y otros marcadores adicionales como 

SOX2 y DNMT3B, con niveles comparables a VAL9, sugiriendo que el carácter 

pluripotente de las cinco líneas de iPSC generadas. Se evidenciaron algunas diferencias 

en los niveles de expresión de génica de estos marcadores en las diferentes líneas, como 

por ejemplo la mayor expresión de NANOG en tres de las líneas iPSC (C1, C3 y C4) con 

respecto a la línea VAL9 y las iPSC de los otros donantes. No obstante, estas diferencias, 

que pueden ser debidas a la variabilidad intrínseca de las líneas obtenidas de diferentes 

donantes, han sido descritas también por otros autores para líneas iPSC derivadas tanto 

de individuos sanos como de pacientes con diversas patologías (Bharathan et al., 2017; 

Swaidan et al., 2020).  

 

 5.3. Las iPSC son capaces de diferenciarse a células con fenotipo hepático. 

Al igual que la mayoría de los protocolos de diferenciación de células pluripotentes a 

HLC mediante factores solubles (Hannan et al., 2013; Hay et al., 2008a; Si-Tayeb et al., 

2010b; Song et al., 2009; Touboul et al., 2010), el protocolo aplicado en nuestro 

laboratorio trató de conducir las células desde el estadio pluripotente hasta el fenotipo 

hepático en tres etapas que recrean las fases del desarrollo embrionario del hígado 

(endodermo, hepatoblasto y maduración hepática).  

Inicialmente, se exploró la opción de añadir el factor WNT-3A al conjunto de factores 

utilizados en la inducción de la fase de endodermo para observar si se producían efectos 

sinérgicos, ya que es sabido que la vía de señalización de WNT y de la activina 

constituyen dos vías importantes en la formación del endodermo (Bertero et al., 2015; 

Payne et al., 2011; Perugorria et al., 2019) y se había empleado en otros protocolos de 

diferenciación con este fin (Agarwal et al., 2008; Hay et al., 2008b; Roelandt et al., 2010). 

Sin embargo, nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en la detección 

y cuantificación de marcadores endodérmicos a día 3. Es posible que estos resultados se 

deban a que el protocolo seguido también  usa  la pequeña molécula CHIR 99021, la cual 

actúa inhibiendo la glucógeno sintasa quinasa 3 y, por tanto, mimetizando uno de los 
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efectos de la vía WNT activada (Cheng et al., 2017). Por ello, finalmente se desestimó el 

uso de este factor en nuestro protocolo. 

De esta manera, se optó por continuar con el protocolo inicialmente planteado con el 

objetivo de generar HLC de diferentes donantes que recreasen a la variabilidad 

interindividual. Para monitorizar este proceso, se caracterizó cada etapa observando los 

cambios morfológicos de las células y detectando y/o cuantificando la expresión de 

marcadores específicos de cada fase mediante IF o análisis transcripcional. Además, se 

realizó un seguimiento de todos los marcadores durante el curso de la diferenciación 

para profundizar en los cambios transcripcionales a los que se ven sometidas las células. 

Los resultados mostraron que en cada etapa, las células adoptaban la morfología 

adecuada y la presencia de los marcadores característicos, alcanzando, en la etapa final, 

células con morfología cuboide positivas para marcadores hepáticos como ALB, AFP, 

A1AT, CK18 y la apolipoproteína B (APOB), tal y como se ha descrito en la literatura 

(Asgari et al., 2013; Hannan et al., 2013; Si-Tayeb et al., 2010b; Tolosa et al., 2015c). 

El seguimiento de la expresión génica de los distintos marcadores permitió comprobar 

que las células no solo eran positivas para marcadores específicos de cada etapa, sino 

que, el perfil transcripcional evolucionaba acorde con las fases del desarrollo del hígado 

(Hay et al., 2008a; Touboul et al., 2010), sugiriendo que el protocolo seguido fue 

adecuado para conducir las células hacia un fenotipo hepático. La pérdida progresiva de 

la pluripotencia en el proceso de diferenciación puso de manifiesto el estado unipotente 

de las células resultantes, coincidiendo con otros trabajos (Basma et al., 2009; Medine 

et al., 2011; Roelandt et al., 2010).  

También fue posible apreciar en la línea P1 una progresión más rápida hacia las etapas 

sucesivas de la diferenciación que en la línea C1, con una caída rápida a día 9 de los 

marcadores de endodermo y la aparición más temprana de marcadores de hepatoblasto 

y maduración hepática, tales como AFP o ALB. Como ya se ha comentado, eran de 

esperar ciertas diferencias en la progresión de los marcadores de expresión génica 

analizados, dado que las células procedían de donantes diferentes; no obstante, cabe 

destacar que, pese a ello, el perfil de expresión de marcadores hepáticos mostrado por 

las HLC de ambos donantes fue muy similar. 
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En esta línea, la expresión de los marcadores hepáticos como ALB (la principal proteína 

sintetizada por el hígado), HNF4 (regulador maestro del fenotipo hepático) y CK18 (el 

principal filamento intermedio de los hepatocitos) (DeLaForest et al., 2011; Parviz et al., 

2003; Schmelzer et al., 2006; Wells et al., 1997) a partir de día 25 indica que el proceso 

de diferenciación llevado a cabo permite obtener células con fenotipo hepático. No 

obstante, las HLC mostraron niveles de expresión génica de AFP elevados o incluso 

superiores a los niveles mostrados en el estadio de hepatoblasto en el caso del donante 

C1. Estos resultados son similares a los descritos en otros estudios (Graffmann et al., 

2018; Roelandt et al., 2010) y sugieren que las HLC podrían encontrarse en un estadio 

inmaduro (Baxter et al., 2010). La proteína AFP es producida de forma importante por 

el hígado fetal y su síntesis y secreción decaen de forma significativa en el hígado adulto 

(Bader et al., 2004). Es por ello que la elevada expresión de AFP en las HLC parece indicar 

que no alcanzan el fenotipo característico del hepatocito adulto, sino que podrían estar 

más próximas al fetal o inmaduro. 

El hecho de que las HLC obtenidas en cultivo en monocapa no alcancen la madurez 

completa ya se puso de manifiesto con anterioridad (Baxter et al., 2015; Hannan et al., 

2013; Kajiwara et al., 2012; Si-Tayeb et al., 2010b; Touboul et al., 2010) de manera que 

serían necesarias nuevas aproximaciones para obtener HLC más maduras que se 

asemejasen al hepatocito adulto. Se han propuesto diferentes estrategias para 

incrementar la madurez de las HLC como la adición de moléculas pequeñas solubles 

(Shan et al., 2013; Siller et al., 2015), el aporte de oxígeno durante el proceso de 

diferenciación (Kimura et al., 2019; Spyrou et al., 2019; van Wenum et al., 2018), el uso 

de diferentes matrices (Cameron et al., 2015; Ghodsizadeh et al., 2014), la transducción 

viral (Nakamori et al., 2016) o el 3D (Mun et al., 2019; Ogawa et al., 2013; Toivonen et 

al., 2016; Wang et al., 2016).  Los cultivos 3D mimetizan la disposición tridimensional de 

las células y favorecen las interacciones célula-célula y célula-ECM, y con ello alargan la 

viabilidad del cultivo y permiten recrear los gradientes de oxígeno y de nutrientes 

presentes en las condiciones fisiológicas (Jin et al., 2021). Estudios recientes de 

diferenciación en organoides 3D han posibilitado la obtención de HLC con una 

funcionalidad hepática incrementada y un fenotipo más maduro (Akbari et al., 2019; 

Pettinato et al., 2019; Wu et al., 2019). En este sentido, se ha demostrado que los 
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cultivos de organoides hepáticos presentan un sistema funcional de metabolización de 

fármacos, están polarizados y recapitulan diferentes poblaciones zonales de hepatocitos 

lo que permite recrear mejor lo que ocurre in vivo (Shinozawa et al., 2021). Por otro 

lado, también se está explorando la posibilidad de realizar co-cultivos en organoides de 

HLC y  células no parenquimatosas del hígado para mejorar la simulación del tejido 

hepático e incluir el componente inflamatorio, con el objetivo de obtener células con 

mayor grado de madurez (Ouchi et al., 2019). 

 

5.4. Las HLC poseen características hepáticas a nivel transcriptómico, 

metabolómico y funcional. 

Las HLC obtenidas a partir de las líneas iPSC de los cinco donantes incluidos en nuestro 

estudio se caracterizaron de forma exhaustiva a nivel transcriptómico, metabolómico y 

funcional. El objetivo era no sólo corroborar que las HLC son capaces de expresar un 

fenotipo hepático, sino también comprobar si mantienen características propias del 

donante a partir del cual han sido generadas. 

El análisis del perfil transcriptómico de las HLC en comparación con las iPSC de las que 

habían sido generadas permitió identificar cambios en diversos procesos o rutas 

metabólicas. Algunos genes relacionados con la adhesión celular y la ECM se 

identificaron entre los que presentaban mayor contribución a las diferencias de 

expresión entre las HLC y las iPSC. La expresión de diferentes miembros de la 

superfamilia de colágenos (colágeno I, II, III, IV, V y VI), de lamininas y de fibronectina 

por parte de las HLC es indicativa de su carácter hepático, dado que es sabido que estas 

proteínas son componentes fundamentales de la ECM del hígado, en cuya síntesis 

participan activamente los hepatocitos (Bedossa & Paradis, 2003). También se 

identificaron diferencias destacadas en la expresión de genes relacionados con las vías 

lisosomales. Los lisosomas tienen un papel fundamental en los procesos de autofagia en 

el hepatocito, de hecho, la mayor expresión de LAMP2A en las HLC indica la activación 

de la degradación lisosomal mediada por chaperonas, un proceso ampliamente 

caracterizado en el hígado (Schneider & Cuervo, 2014).    
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El ciclo celular y el metabolismo del piruvato se identificaron como elementos 

diferenciadores clave entre iPSC y HLC, en clara respuesta a sus diferencias en cuanto a 

la capacidad de proliferación y a los procesos que utilizan para la obtención de energía. 

Las iPSC son células proliferativas (Yamanaka, 2020) y con un metabolismo energético 

basado fundamentalmente en la glicólisis anaerobia (Teslaa & Teitell, 2015; Tsogtbaatar 

et al., 2020). Por el contrario, las HLC tienen una tasa de proliferación baja (Song et al., 

2009) y, a pesar de que la madurez de sus mitocondrias es menor que las de hepatocitos 

adultos (Yu et al., 2012), su metabolismo energético es principalmente oxidativo, 

indicando el carácter somático de las células diferenciadas. Otros procesos 

diferencialmente expresados entre ambos tipos celulares incluyen los relacionados con 

algunas vías de señalización o con el metabolismo de glúcidos, aminoácidos, ácidos 

grasos, nucleótidos y  glutation (Gao et al., 2017). 

A diferencia de las iPSC, todas las HLC presentan expresión de genes típicamente 

hepáticos implicados en el metabolismo de triglicéridos y otros lípidos, ciclo de la urea, 

metabolismo de la glucosa, metabolismo de AB, detoxificación de fármacos, defensa 

antioxidante o en el transporte de moléculas. No obstante, la baja expresión de genes 

de enzimas CYP450, en comparación con  otros genes hepáticos,  puede estar 

relacionada de nuevo con su  carácter inmaduro (Baxter et al., 2015). 

El estudio holístico de las HLC se completó mediante el análisis de su perfil 

metabolómico. El metaboloma hepático cambia durante el desarrollo del hígado (Wu et 

al., 2018) y su análisis se ha utilizado con anterioridad para caracterizar el proceso de 

diferenciación (Jellali et al., 2020). Por ello, se analizó comparativamente el metaboloma 

de las PSC y las HLC con el objetivo de entender la evolución del perfil metabólico e 

identificar eventos clave en la maduración de las PSC in vitro. Los cambios en el 

metaboloma revelaron las diferencias existentes en el metabolismo del piruvato, y otros 

procesos metabólicos relacionados como el efecto Walburg, la gluconeogénesis o el 

ciclo de ácido cítrico, corroborando así las diferencias en el metabolismo energético 

apuntadas por el análisis transcriptómico. Asimismo, otras vías metabólicas propias del 

hepatocito también se incluyen entre las más discriminatorias entre ambos tipos 

celulares, como por ejemplo la síntesis de cuerpos cetónicos, la degradación de 

aminoácidos ramificados (valina, leucina e isoleucina), el metabolismo de la biotina o la 
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biosíntesis de ácidos grasos (Achanta & Rae, 2017; Fernandez-Mejia, 2005; Jensen-

Urstad & Semenkovich, 2012; Longo & Mattson, 2014). No obstante, rutas que como el 

ciclo del ácido cítrico constituyen vías claramente discriminantes entre PSC y HLC, puede 

que se encuentren infrarrepresentadas en las HLC en comparación con los PHH tal y 

como se ha evidenciado recientemente (Moreno-Torres et al., 2022). No hay duda que 

la identificación de los cambios metabólicos que ocurren durante el proceso de 

diferenciación podría ayudar a mejorar los protocolos de maduración para lograr una 

mejor funcionalidad de las HLC. 

Aunque muchos trabajos se centran en la caracterización a nivel morfológico y 

transcripcional de las HLC, para demostrar su utilidad como modelo in vitro, es necesario 

que las células sean funcionales. Por esta razón, se analizaron diversas funciones 

específicas de los hepatocitos. Hemos comprobado que las HLC no solo almacenan 

glucógeno, tal y como ya había sido previamente descrito (Agarwal et al., 2008; Asgari 

et al., 2013; Chen et al., 2012; Hay et al., 2008a; Pettinato et al., 2019), sino que también 

son capaces de modular dichos depósitos en respuesta a insulina o glucagón de forma 

similar a otros modelos celulares de origen hepático como las células HepG2 (Donato et 

al., 2015). Las HLC también muestran actividad ureogénica y de síntesis de albúmina, si 

bien las tasas de producción mostraron variabilidad entre donantes. Estos resultados, 

acordes con otros trabajos (Choudhury et al., 2017; Kajiwara et al., 2012), refuerzan la 

idea de que las HLC procedentes de distintos donantes podrían reflejar la variabilidad 

interindividual existente en estas funciones hepáticas. No obstante, los bajos niveles de 

producción de albúmina y urea con respecto a los PHH (dato no mostrado) se 

corresponderían con el estadio temprano de diferenciación y el fenotipo inmaduro que 

presentan las HLC. 

Las HLC también presentan actividades de los principales enzimas CYP450 implicados en 

el metabolismo hepático de los fármacos y, además responden a agentes inductores. La 

inducción de CYP1A1/2 en HLC ya había sido demostrada previamente (Rambhatla et 

al., 2003; Tsuchiya et al., 2012), no así la inducción de CYP2B6 por fenobarbital. Este 

último resultado sugiere que las HLC podrían presentar un grado de madurez mayor que 

los hepatocitos fetales, dado que en humanos la actividad CYP2B6 es indetectable en el 

hígado fetal y  su actividad solo es cuantificable a partir del nacimiento (Pearce et al., 
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2016). A pesar de que las HLC presentan niveles de actividades CYP450 más bajos que el 

tejido hepático, son capaces de recrear el perfil de actividades propio del donante a 

partir del cual habían sido generadas. De este modo, la posibilidad de obtener HLC de 

diferentes donantes permitiría disponer de una batería de células representativa de la 

variabilidad interindividual del metabolismo hepático de fármacos en el ser humano. 

Además, el disponer de HLC de pacientes con polimorfismos genéticos singulares sería 

de gran valor para el estudio del metabolismo idiosincrásico de fármacos y su posible 

papel en los fenómenos de hepatotoxicidad. Por otro lado, la variación en el 

metabolismo de fármacos es a menudo responsable de las diferencias en la eficacia o 

toxicidad de los fármacos en distintos individuos (Fontana, 2014). El análisis comparativo 

del perfil metabólico de los principales enzimas CYP450 en HLC y sus microsomas 

hepáticos correspondientes, reveló diferentes perfiles en los donantes analizados. Ese 

análisis comparativo permitió comprobar que las HLC reflejan el fenotipo metabólico del 

paciente de origen, lo que apoya su uso como modelo que refleje la variabilidad 

poblacional y también como modelo personalizado para el diagnóstico o la modelización 

de enfermedades. 

 

5.5. Las HLC son sensibles a fármacos hepatotóxicos y pueden ser un 

modelo celular adecuado para el estudio de los mecanismos del DILI. 

En comparación con los PHH, las HLC ofrecen un suministro relativamente ilimitado y 

consistente de células con fenotipo estable, y en comparación con las líneas celulares 

de hepatoma, son de origen no tumoral y se pueden obtener de diferentes donantes, lo 

que permite la generación de HLC representativas de la variabilidad genotípica / 

fenotípica de la población humana. Otra de las ventajas de usar HLC reside en el hecho 

de que se podrían cultivar durante periodos más prolongados, permitiendo la evaluación 

de la hepatotoxicidad crónica (Holmgren et al., 2014; Shinozawa et al., 2021). 

En los últimos años, las HLC se han propuesto como un nuevo modelo celular para el 

estudio in vitro de la hepatotoxicidad (Kim et al., 2017; Medine et al., 2013; Szkolnicka 

et al., 2014; Weber et al., 2021). No obstante, la mayoría de los estudios se han limitado 

a la evaluación de los efectos de compuestos modelo sobre la viabilidad celular, sin 

analizar los mecanismos implicados en la toxicidad. En el presente estudio hemos 
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comprobado que las HLC son susceptibles a la toxicidad inducida por fármacos 

hepatotóxicos y, además, al analizar los efectos sobre parámetros indicativos de 

mecanismos concretos de hepatotoxicidad, su respuesta es comparable a la de células 

de origen hepático. En este sentido, las HLC no solo son capaces de discriminar entre 

compuestos hepatotóxicos y no hepatotóxicos, sino que también permiten identificar 

mecanismos concretos implicados en la hepatotoxicidad como el daño mitocondrial y el 

estrés oxidativo inducido por la amiodarona (Begriche et al., 2011; Labbe et al., 2008), 

los efectos esteatósicos de la tetraciclina o el valproato (Donato & Gómez-Lechón, 

2012a) o la fosfolipidosis inducida por la amiodarona (Donato & Gómez-Lechón, 2012a; 

Gómez-Lechón et al., 2010). Además, las concentraciones de los fármacos modelo a las 

que se detectan estos efectos sobre las HLC son comparables a las concentraciones 

efectivas sobre otros modelos celulares hepáticos (PHH, UHH®, HepG2, HepRG) (Tolosa 

et al., 2012, 2016a, 2016b, 2018), como muestra de la elevada sensibilidad de nuestro 

modelo celular. Las diferencias de sensibilidad observadas entre las HLC de diferentes 

donantes apuntan hacia su posible utilidad en el estudio de los factores genéticos o de 

otra naturaleza que pudieran influir en la susceptibilidad individual a la hepatotoxicidad. 

Por ejemplo, las HLC C1 se mostraron más sensibles a la amiodarona que las células de 

los otros donantes, mientras que las P1 fueron las menos sensibles. Estudios previos 

sugieren que la metabolización de la amiodarona por CYP3A4 forma un metabolito 

reactivo (N-desetil-amiodarona) que podría ser responsable de los efectos del fármaco 

a nivel mitocondrial (Fabre et al., 1993). Dado que la actividad CYP3A4 medida en las 

HLC C1 fue más elevada que en los otros donantes y, en concreto, fue aproximadamente 

el doble que en P1, estas diferencias podrían explicar, al menos en parte, la diferente 

susceptibilidad de las HLC a la toxicidad de la amiodarona. No obstante, resulta evidente 

que estos resultados deberían ser contrastados con una batería más amplia de HLC que 

incluyera células procedentes de un número mayor de donantes.  

 

5.6. Las HLC procedentes de pacientes con sospecha de iDILI permiten el 

estudio de la toxicidad causada por el fármaco sospechoso.  

Como ya se ha comentado, los episodios de hepatotoxicidad idiosincrásica, si bien poco 

frecuentes, son particularmente complicados dado que suelen estar asociados a los 
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casos más graves de DILI. La posibilidad de disponer de HLC de un paciente que había 

sufrido un episodio de iDILI nos brindó la oportunidad de estudiar directamente sobre 

células del paciente los efectos del fármaco A/C, sospechoso de haber desencadenado 

la toxicidad. El paciente P1 presentaba un cuadro de toxicidad hepática con un patrón 

de daño colestásico por lo que, además de analizar parámetros habituales indicativos 

de toxicidad celular (viabilidad, daño mitocondrial), también se analizaron los efectos 

del fármaco sobre la expresión de genes implicados en el transporte y el metabolismo 

de AB y en la respuesta frente al estrés oxidativo mediada por la vía NRF2 (Nguyen et 

al., 2009). 

Los resultados multiparamétricos revelaron que la A/C produjo daño mitocondrial y un 

incremento del Ca2+ intracelular a concentraciones subcitotóxicas (sin cambios en la 

viabilidad celular) confirmando la sensibilidad del sistema para la predicción del DILI in 

vitro.  El daño mitocondrial causado por A/C se ha evidenciado en hepatocitos de rata 

por la rotura de la membrana mitocondrial mediada por el poro de transición de la 

permeabilidad mitocondrial que causa la salida del citocromo c (Oyebode et al., 2019) 

por lo que este efecto podría tenerse en cuenta en futuros estudios de toxicidad con 

A/C en HLC.  

Por otro lado, con la exposición a la A/C, los genes implicados en el metabolismo de AB 

experimentaron algunos cambios significativos, especialmente en FGF19. Aunque en 

condiciones fisiológicas la expresión de FGF19 recae fundamentalmente en los 

enterocitos, quienes secretan FGF19 para inhibir la síntesis de AB en el los hepatocitos, 

diferentes estudios demuestran que la expresión de FGF19 también puede presentarse 

en los hepatocitos tanto en colestasis intrahepática como extrahepática, de manera que 

nuestros resultados están acorde con lo descrito en la literatura (Schaap et al., 2009; 

Wunsch et al., 2015). No obstante, es bien conocido el papel inhibitorio de FGF19 sobre 

CYP7A1, uno de los principales CYP450 implicados en la vía clásica de síntesis de AB a 

partir de colesterol (Holt et al., 2003); sin embargo, nuestros resultados no reflejaron 

represión en la expresión de CYP7A1 tras la exposición a A/C ni en la expresión de 

CYP8B1, que actúa aguas abajo en esta vía de señalización (Chiang & Ferrell, 2020). En 

cambio, sí se observó una inhibición en la expresión de CYP27A1, que participa en la vía 

clásica (catalizando la reacción de la cadena lateral esteroidea en una de la etapas finales 



 

152 
 

5. DISCUSIÓN 

de esta ruta) e inicia la vía alternativa de síntesis de AB en la mitocondria (Riddick et al., 

2004), siendo uno de los responsables de acumulación tóxica de precursores de AB 

primarios en el hepatocito (Chiang, 2004), como podría estar ocurriendo en nuestro 

modelo celular. Probablemente, el daño mitocondrial provocado por la A/C podría 

contribuir, además, a la alteración en el metabolismo de AB mediada por CYP27A1. 

Asimismo, la exposición de las HLC a A/C indujo un aumento en la expresión del 

transportador canalicular MRP2, tal y como se ha descrito en UHH® cultivados en 

sándwich de colágeno (Petrov et al., 2021), pero no se evidenciaron cambios en la 

expresión del transportador canalicular BSEP y del transportador basolateral NTCP. Esto 

podría ser debido al formato de cultivo de las HLC, dado que el cultivo en monocapa no 

favorece la polarización de los hepatocitos, esencial para la formación de los canalículos 

biliares y la función de transporte (Ramli et al., 2020; Shinozawa et al., 2021). El aumento 

de MRP2 observado podría ser debido a un mecanismo compensatorio para eliminar los 

AB acumulados a nivel intracelular (Fernández-Murga et al., 2018). 

Finalmente, el aumento de la expresión de genes implicados en la respuesta al estrés 

oxidativo tras la exposición a A/C sugiere el potencial del fármaco para inducir estrés 

oxidativo (probablemente a través del daño mitocondrial) y activar la respuesta 

antioxidante mediada por NRF2 como sistema de adaptación al estrés oxidativo (Ma, 

2013).  

En base a lo expuesto, la figura 5.1 esquematiza el posible mecanismo que explicaría los 

efectos hepatotóxicos de la A/C detectados en nuestro modelo celular. 
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Figura 5.1. Mecanismos propuestos implicados en la hepatotoxicidad mediada por A/C. La A/C induciría 

daño mitocondrial y desencadenaria un aumento del Ca2+ intraceluar y del estrés oxidativo que activaría 

la respuesta antioxidante mediada por NRF2. Este escenario podría ser el desencadenante de la alteración 

en la síntesis y transporte de AB relacionados con la aparición de un patrón colestásico. Es posible que la 

alteración en los transportadores NTCP y BSEP pudieran evidenciarse en un modelo de cultivo que 

favoreciese la polaridad celular (gris). Imagen realizada con Biorender®. 
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Perspectivas de futuro 

Durante décadas se han usado los PHH o las líneas de hepatoma (HepG2, HepaRG) para 

el estudio del DILI in vitro. Sin embargo, estos modelos celulares presentan importantes 

limitaciones que han llevado a explorar otras alternativas para una mejor detección de 

los efectos hepatotóxicos de fármacos durante fases preclínicas del desarrollo. La 

presente Tesis Doctoral, junto con otros estudios, ponen en valor el potencial de las HLC 

como modelo celular para el estudio de la hepatotoxicidad inducida por fármacos. La 

caracterización exhaustiva de las HLC generadas, ha permitido demostrar que se pueden 

obtener de manera reproducible. Además, pueden cultivarse en formato multipocillo 

(p.ej. 96 pocillos) y aplicar ensayos de HCS que han demostrado tener mayor capacidad 

de predicción del fenómeno hepatotóxico que los ensayos clásicos que solo miden la 

viabilidad celular.  

La posibilidad de disponer HLC de diferentes donantes permitiría no solo evaluar los 

efectos tóxicos en células procedentes de diferentes sujetos, lo que otorgaría mayor 

relevancia a los resultados in vitro obtenidos, sino que además posibilitaría el análisis de 

la susceptibilidad de grupos concretos de población (edad, género, patologías, etc.) o de 

la influencia de factores individuales (polimorfismos genéticos). Una ventaja muy 

destacada de las HLC, frente a otros modelos celulares de origen hepático, es que 

permiten disponer de células de pacientes concretos sobre los que reproducir un 

episodio de hepatotoxicidad, lo que constituye una herramienta de gran valor para el 

estudio personalizado del DILI. No obstante, son necesarios nuevos esfuerzos que 

confirmen estas perspectivas tan prometedoras.  

No obstante, no hay que pasar por alto las diferencias que existen entre las HLC y los 

PHH, lo que implica que hay un gran margen de mejora en los protocolos actuales de 

generación de HLC.  Los esfuerzos para alcanzar la madurez óptima en las HLC se centran 

actualmente en dos aspectos. Por un lado, el descubrimiento de nuevas vías de 

señalización implicadas en la maduración hepática y su interacción con las ya conocidas 

para recrearlas en el proceso de diferenciación in vitro. Por otro lado, así como en el uso 

de cultivos 3D en combinación (o no) con células no parenquimales para conseguir un 

ambiente que favorezca la adquisición de la polaridad en las HLC y el intercambio de 
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gases, nutrientes y factores de crecimiento tal y como ocurriría en condiciones 

fisiológicas. Sin embargo, hay algunos obstáculos que hay que superar para que el 

cultivo 3D sea abordable como es la baja reproducibilidad o los costes económicos que 

supone generarlos y mantenerlos. 

Finalmente, una vez mejorados los protocolos de diferenciación, resulta evidente la 

necesidad de extender los estudios con HLC a una cohorte mayor de donantes. De forma 

particular, sería necesario reclutar más casos de pacientes con sospecha de DILI que 

permitieran demostrar su utilidad como herramienta in vitro de confirmación del 

diagnóstico de hepatotoxicidad y el agente causal de forma restrospectiva, así como 

para identificar nuevos biomarcadores con posible utilidad en el diagnóstico clínico del 

DILI.   
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En base a los resultados experimentales obtenidos en esta Tesis Doctoral podemos 

extraer las siguientes conclusiones: 

I. Las PBMC constituyen una fuente de células somáticas adecuada para llevar a 

cabo procesos de reprogramación celular con vistas a generar líneas de iPSC 

procedentes de diferentes donantes. 

 

II. El protocolo de diferenciación hacia HLC conduce las células pluripotentes por 

los diferentes estadios (endodermo, hepatoblasto y maduración hepática) 

descritos en la organogénesis del hígado. En cada estadio, las células adquieren 

la morfología adecuada y expresan los marcadores característicos hasta alcanzar 

el fenotipo hepático.  

 

III. Durante la diferenciación, se observa una expresión diferencial de marcadores 

entre las células de diferentes donantes que puede ser atribuida a la variabilidad 

interindividual. Las HLC de diferentes donantes, por tanto, recrean la variabilidad 

poblacional. 

 

IV. Las HLC muestran un fenotipo hepático caracterizado principalmente por su 

morfología poligonal y la presencia de marcadores hepáticos como AFP, ALB, 

HNF4α y CK18. No obstante, el estado madurativo que alcanzan se asemeja más 

a un estadio fetal o temprano que a un hepatocito adulto. 

 

V. Las HLC poseen un perfil transcriptómico, metabolómino y funcional hepático, 

claramente diferente al de las iPSC y presentan actividades de metabolismo de 

fármacos, algunas de ellas inducibles. 

 

VI. Las HLC de diferentes donantes responden de manera diferencial a la exposición 

a fármacos hepatotóxicos y constituyen un modelo celular adecuado para el 

estudio de la idiosincrasia en la hepatotoxicidad inducida por fármacos y los 

mecanismos celulares implicados. 
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VII. El estudio del mecanismo de toxicidad de A/C en las HLC de un paciente con 

sospecha de iDILI por este fármaco muestra modificaciones a nivel 

transcripcional en el metabolismo de ácidos biliares y la activación de la 

expresión de genes relacionados con la respuesta antioxidante mediada por 

NRF2. 
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