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RESUMEN 
 

Diversos estudios han revelado que el metabolismo anormal de colesterol hepático 

podría contribuir a la patogénesis de la esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). Sin 

embargo, aunque se conoce que el transportador A1 dependiente de unión a ATP 

(ABCA1) tiene una participación crucial en el eflujo del colesterol, su relación con el 

hígado graso no alcohólico (HGNA) no se ha dilucidado completamente. Se ha 

observado que miR-33 y miR-144 regulan la expresión de ABCA1, así como de otros 

genes involucrados en el eflujo de colesterol, oxidación de ácidos grasos (AG) e 

inflamación. Por tanto, en este trabajo se exploró la relación entre el HGNA y la 

expresión hepática de los transportadores A1 y G1 dependiente de unión a ATP  

(ABCA1 y ABCG1), y otros genes participantes en el catabolismo de los AG regulados 

por miR-33, incluyendo carnitina O-octanoiltransferasa (CROT), carnitina 

palmitoiltransferasa 1A (CPT1A) y la hidroxiacil-CoA-dehidrogenasa (HADHB), así 

como el gen receptor 2 Tipo Toll (TLR2) regulado por miR-144. Finalmente, se 

determinó si la expresión de estos genes correlaciona con la expresión hepática de 

miR-33a/b y miR-144 en sujetos con obesidad clase II/III. El estudio incluyó cuatro 

grupos de sujetos: Diez sujetos que presentaron histología hepática normal (controles), 

17 con esteatosis simple (ES), 19 con EHNA limítrofe (EHNA-L) y 38 casos con EHNA. 

Se obtuvieron biopsias hepáticas para la determinación del contenido hepático de 

colesterol libre, colesterol total, fosfolípidos y triglicéridos, así como la expresión de los 

genes ABCA1, ABCG1, CROT, CPT1A, HADHB, TLR2, miR-33a/b y miR-144. Los 

resultados revelaron que el contenido hepático de colesterol total y colesterol libre 

aumentaron 50% y 45% particularmente en el grupo de sujetos con EHNA, en 

comparación con los sujetos sin EHNA (P=0.016 y P=0.037, respectivamente), 

mientras que el contenido de triglicéridos incrementó significativamente en los sujetos 

con ES, EHNA-L y EHNA (P<0.01). Las concentraciones de la proteína ABCA1 y 

ABCG1 disminuyeron significativamente con la progresión a EHNA (2-3 y de 1-2 veces, 

respectivamente, P<0.05), mientras que los niveles de miR-33a y miR-144 aumentaron 

de manera significativa (P=0.006 y P=0.024, respectivamente). El nivel de miR-33a y 
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miR-144 correlacionó inversamente con la concentración de la proteína ABCA1 (r=-

0.305, P=0.006; r=-0.229, P=0.024, respectivamente), pero no con ABCG1 (P>0.2). Por 

otra parte, aunque el nivel de miR-33a correlacionó inversamente con el nivel de mRNA 

de CROT (r=-0.185, P=0.140), HADHB (r=-0.238, P=0.056) y CPT1A (-0.058, P=0.650), 

sólo correlacionó inversa y significativamente con la concentración de la proteína 

CROT (r=-0.271, P=0.028). El nivel de miR-144 no correlacionó de manera significativa 

con la expresión del gen TLR2 (P>0.05). A su vez, la expresión de los genes CROT, 

HADHB, CPT1A y TLR2 no se asoció con EHNA. 

 

En conclusión, los resultados de este estudio sugieren que un mayor nivel de miR-33a 

y miR-144 en el hígado, así como una menor concentración de proteína de su gen 

blanco ABCA1 contribuyen a la patogénesis de la EHNA en sujetos con obesidad. 
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ABSTRACT 
 

Several studies show that an abnormal cholesterol metabolism may contribute to the 

pathogenesis of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Although the ATP-binding 

cassette transporter A1 (ABCA1) is known to have a crucial role in cholesterol efflux, its 

role in human non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is not fully understood. miR-33 

and miR-144 regulate ABCA1 expression and other target genes involved in cholesterol 

efflux, fatty acid (FA) oxidation, and inflammation. Thus, in this study, we explored 

relationships between NAFLD and the hepatic expression of the ATP-binding cassette 

transporters A1 and G1 (ABCA1 and ABCG1), as well as other target genes related to 

catabolism of FA regulated by miR-33, including carnitine O-octanoyltransferase 

(CROT), carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1A) and hydroxyacyl-CoA-

dehydrogenase (HADHB) and by miR-144 as toll-like receptor-2 (TLR2). Finally, we 

evaluated whether the hepatic expression of these genes is correlated with miR-33a/b 

and miR-144 expression in individuals with class II/III obesity. 

Four groups of subjects were studied: Ten subjects with normal liver histology 

(controls), 17 with simple steatosis (SS), 19 with borderline NASH (B-NASH) and 38 

NASH cases. Liver biopsies were obtained to measure total cholesterol (HTC), free 

cholesterol (HFC), phospholipid (HPL) and hepatic triglyceride (HTG) content, as well 

as ABCA1, ABCG1, CROT, HADHB, TLR2, miR-33a/b and miR-144 expression. 

The results showed that HTC and HFC content were significantly increased in NASH as 

compared to non-NASH subjects (50%, P=0.016 and 45%, P=0.037, respectively), 

while HTG content increased significantly in subjects with SS, B-NASH and NASH 

(P<0.01). ABCA1 and ABCG1 protein levels significantly decreased with NASH 

progression (2-3 and 1-2 fold, respectively, P<0.05), while miR-33a and miR-144 

increased significantly (P=0.006 and P=0.024, respectively). miR-33a and miR-144 

levels correlated inversely with ABCA1 (r=-0.305, P=0.006; r=-0.229, P=0.024, 

respectively) but not with ABCG1 protein levels (P>0.2). On the other hand, although 

miR-33a level correlated inversely with CROT (r=-0.185, P=0.140), HADHB (r=-0.238, 

P=0.056) and CPT1A (-0.058, P=0.650), miR-33a only correlated inversely and 

significantly with CROT protein levels (r=-0.271, P=0.028). miR-144 level did not show 
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significant correlation with the expression of TLR2 (P>0.05). In turn, the expression of 

CROT, CPT1A, HADHB and TLR2 was not associated with NASH.  

In conclusion, the results of this study suggest that increased hepatic expression of 

miR-33a and miR-144, as well as lower protein concentrations of its target gene ABCA1 

contribute to the pathogenesis of NASH in obese subjects. 
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Abreviaturas 
 
AB,s Ácidos biliares. 
ABCA1 Transportador A1 dependiente de unión a ATP. 
ABCG1 Transportador G1 dependiente de unión a ATP. 
ABCG5 Transportador G5 dependiente de unión a ATP. 
ABCG8 Transportador G8 dependiente de unión a ATP. 
AG Ácidos grasos. 
AGL Ácidos grasos libres. 
ALT Alanina amino-transferasa. 
anti-HCV Anticuerpo para hepatitis C. 
apoB Apolipoproteína B. 
AST Aspartato amino-transaminasa. 
Bsep Proteína exportadora de sales biliares. 
CD36 Proteína de transporte de ácidos grasos. 
cDNA Ácido desoxirribonucleico complementario. 
CEH Células estelares hepáticas. 
CKs Células Kupffer. 
CL Colesterol libre. 
CLH Colesterol libre hepático. 
CNTL Control. 
CPT1A Carnitina palmitoiltransferasa. 
CROT Carnitin O-octanoil transferasa. 
CTH Colesterol total hepático. 
Cyp7a1 Colesterol  7 alfa-hidroxilasa. 
DAB 3-3’- diaminobencidina. 
DNA Ácido desoxirribonucleico. 
DO Densidades ópticas. 
DT2 Diabetes tipo 2. 
EHNA Esteatohepatitis no alcohólica. 
EHNA-L Esteatohepatitis no alcohólica limítrofe. 
ERO Especies reactivas de oxígeno. 
ES Esteatosis simple. 
EUA Estados Unidos de América. 
F Fibrosis. 
FLH Fosfolípidos hepáticos. 
GGT Gamma glutamil transpeptidasa. 
HADHB Hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa, subunidad β. 
HBF Hipobetalipoproteinemia familiar. 
HBsAg Antígeno superficial de la hepatitis B. 
HDL Lipoproteínas de alta densidad. 
HDL-C Colesterol asociado a lipoproteínas de alta densidad. 
HGNA Hígado graso no alcohólico. 
HMGCR 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa. 
HOMA-IR Modelo de homeostasis para la resistencia a la insulina. 
IL-1β Interleucina 1β. 
IL-6 Interleucina 6. 
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IMC Índice de masa corporal. 
JAK2 Quinasa Janus 2. 
LDL Lipoproteínas de baja densidad. 
LDL-R Receptor de las lipoproteínas de baja densidad. 
LRP Proteína relacionada al receptor LDL. 
Mdr1/2 Proteína de resistencia a multidrogas-1/2. 
mGSH Glutatión mitocondrial. 
miR microRNA. 
MP Membrana plasmática. 
mRNA Ácido ribonucleico mensajero. 
MRP-2 Proteína asociada a resistencia a multidrogas-2. 
MTP Proteína trifuncional de la mitocondria. 
MUFA Ácidos grasos mono-insaturados. 
NAS Puntaje de actividad del HGNA. 
NBD Dominio de unión a nucleótidos. 
nCEH Hidrolasa de ésteres de colesterol. 
nt Nucleótido. 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa. 
RE Retículo endoplasmático. 
RIPA Radio ensayos de inmunoprecipitación. 
LRH-1  Receptor homólogo del hígado-1. 
RISC Complejo de silenciamiento inducido por miRNAs. 
RNA Ácido ribonucleico. 
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico. 
SERCA ATPasa de Ca2+ del retículo sarco(endo) plásmico. 
SP-2 Proteasa de unión a SREBP-2. 
SR-B1 Receptor basurero clase B tipo 1. 
SREBP-1 Proteína 1 de unión al elemento regulador de esteroles. 
SREBP-2 Proteína 2 de unión al elemento regulador de esteroles. 
STAT3 El transductor de señal y activador de la transcripción 3. 
TGF-β1 Factor de crecimiento transformante beta 1. 
TGH Triglicéridos hepáticos. 
TLR2 Receptor 2 tipo Toll. 
TLR4 Receptor 4 tipo Toll. 
TNFα Factor de necrosis tumoral α. 
UPR Respuesta a proteínas mal plegadas. 
UTR Región no traducida. 
VHC Virus de la hepatitis C. 
VLDL Lipoproteína de muy baja densidad. 
α-TUB α -tubulina. 
β-ACT β -actina. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Hígado graso no alcohólico (HGNA) 

1.1.1 Definición  

 
El hígado graso no alcohólico (HGNA) es la forma más común de enfermedad hepática 

crónica sin una historia de consumo significativo de alcohol [1]. El HGNA se caracteriza 

por la acumulación de grasa en los hepatocitos, que excede el 5% del peso del hígado 

[2]. El fenotipo histológico del HGNA se extiende desde la acumulación de grasa en el 

hígado (esteatosis simple, ES) hasta esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) [3]. Esta 

última se distingue de la esteatosis simple, por la presencia de balonamiento 

hepatocelular e inflamación lobular, incrementando el riesgo a desarrollar otras 

complicaciones como cirrosis, insuficiencia hepática y carcinoma hepatocelular [2,3].  

1.1.2 Diagnóstico del HGNA 

 
Para el diagnóstico del HGNA se deben excluir otras causas que alteran la función 

hepática como el exceso en el consumo de alcohol (>20 g/día), enfermedades virales 

(principalmente hepatitis B y C), autoinmunes o tóxicas. La mayoría de los pacientes 

con HGNA son asintomáticos al diagnóstico o presentan síntomas inespecíficos como 

astenia, malestar general o dolor en el hipocondrio derecho (presente en el 30-40% de 

los sujetos con HGNA) [4]. Existen métodos o marcadores no invasivos para establecer 

el diagnóstico del HGNA, incluyendo marcadores séricos, bioquímicos (Ej. amino-

transferasas elevadas, proteína C reactiva, citoqueratina 18 y SteatoTest, entre otros) y 



 
 
 

 8 

métodos de imágenes (Ej. ecografía abdominal, tomografía axial computarizada y 

resonancia magnética nuclear), los cuales son útiles para determinar la presencia de 

grasa y en algunos casos daño hepático [4]. No obstante, estos métodos no detectan el 

infiltrado inflamatorio y el daño hepático con la especificidad y sensibilidad de la 

evaluación histológica, por lo que el estándar de oro para definir la progresión del 

HGNA es el estudio histológico de la biopsia hepática [3].  

1.1.3 Prevalencia del HGNA 

 
En diversos estudios se ha descrito una prevalencia del 25% de HGNA en población 

adulta [5,6]. Además, la prevalencia del HGNA aumenta en paralelo con el incremento 

del índice de masa corporal (IMC) [7], observándose hasta en un 74% de los individuos 

obesos y en un 96% de los sujetos con obesidad mórbida [8,9]. Este último grupo, 

presentando hasta un 50% de sujetos con EHNA [10].  

 

Desde el 2004, el número de adultos con complicaciones derivadas de 

EHNA en espera de trasplante hepático (TH), casi se ha triplicado en los EUA; siendo 

actualmente la EHNA la segunda indicación más común para trasplante hepático, sólo 

después de la enfermedad hepática causada por el virus de la hepatitis C (VHC). Sin 

embargo, se estima que en los siguientes 10 a 20 años, las complicaciones por EHNA 

serán la primera causa de trasplante hepático [11,12], convirtiéndose en un serio 

problema de salud pública. 
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La prevalencia de esteatosis hepática varía entre los diferentes grupos 

étnicos. Un estudio en población urbana de EUA encontró que la esteatosis hepática 

está presente en 45% de los sujetos hispanos, 33% de los caucásicos y 24% de los 

afroamericanos [13]. Debido a que la población hispana también presenta una mayor 

prevalencia de obesidad, se ha sugerido que ésta podría ser la causa de la mayor 

prevalecia de esteatosis hepática en esta población [13]. Sin embargo, el hecho de que 

la población afro-americana presente una menor prevalencia de esteatosis y una 

prevalencia de obesidad similar o mayor a los hispanos [13], sugiere que otros factores 

adicionales a la obesidad, podrían estar involucrados en el riesgo de esteatosis en los 

hispanos.   

En México, no existen datos epidemiológicos que determinen la prevalencia 

de HGNA. Sin embargo, si se considera que alrededor del 32% de la población adulta 

presenta obesidad (ENSANUT 2012), y que hasta un 75% de estos sujetos obesos 

pueden desarrollar HGNA; se puede estimar que hasta un 20% de la población adulta 

mexicana presenta HGNA.   

1.1.4 Historia Natural del HGNA 

Con respecto a la historia natural del HGNA, se estima que aproximadamente un 30% 

de los sujetos que presentan esteatosis progresará a EHNA, de los cuales hasta un 

20% desarrollará cirrosis. De estos pacientes con cirrosis, entre un 30 a 40% podría 

desarrollar insuficiencia hepática y hasta un 10% carcinoma hepatocelular [14–16] 

(Figura 1). Sin embargo, los factores que condicionan la progresión de las etapas o 

estadios del HGNA no se han dilucidado completamente. 

 



 
 
 

 10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1: Historia natural del HGNA. HGNA, Hígado Graso No Alcohólico; EHNA, 

Esteatohepatitis No Alcohólica. Modificado de [14].   

1.2 Etiopatogenia del HGNA  

Diversas causas pueden condicionar el desarrollo del HGNA, incluyendo el alto 

consumo de ácidos grasos saturados y azúcares simples [17,18], inactividad física [19] 

y predisposición genética [20–22]. Además, de manera reciente en diversos estudios se 

ha relacionado al consumo elevado de colesterol como un factor de riesgo importante 

para el desarrollo de HGNA, progresión a EHNA, cirrosis y cáncer hepático [18,23].  

1.3 Patogénesis del HGNA 

La hipótesis más aceptada para explicar la patogénesis del HGNA es la propuesta por 

Day CP y James OF [24], la cual consiste en dos agresiones, la primera para el 

establecimiento de la esteatosis hepática, debida a la acumulación de ácidos grasos y 
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triglicéridos, como consecuencia del incremento en la captación y/o síntesis de ácidos 

grasos, así como la disminución de la beta oxidación de los mismos. La progresión de 

esteatosis a EHNA se establece a través de una segunda agresión, la cual parte de un 

hígado esteatótico más vulnerable al daño hepatocelular e inflamación. Los principales 

mecanismos involucrados en este proceso incluyen el estrés oxidante, disfunción 

mitocondrial e inmunomodulación a través de distintas citocinas. Sin embargo, aun 

cuando esta hipótesis de dos agresiones es ampliamente aceptada, recientemente se 

ha sugerido que la progresión a EHNA ocurre en un proceso continuo, donde los lípidos 

con capacidad tóxica/pro-inflamatoria promueven un efecto de lipotoxicidad, lo cual 

conlleva a la progresión de esteatosis a EHNA [25]. A este respecto, distintas 

investigaciones se han enfocado en determinar la participación de diversos tipos de 

lípidos en la progresión a EHNA. En este sentido, aun cuando el HGNA inicia con el 

incremento de triglicéridos hepáticos [26], algunos estudios sugieren que los 

triglicéridos, los cuales constituyen la mayoría de los lípidos hepáticos tanto en 

esteatosis simple como en EHNA, son lípidos de almacenamiento con poco potencial 

lipotóxico [25,27–29]. De manera consistente, pacientes con hipobetalipoproteinemia 

familiar (HBF) no progresaron a esteatohepatitis a pesar de la presencia de esteatosis 

masiva [30], lo que sugiere que la acumulación de triglicéridos per se podría no ser un 

factor determinante para la progresión del HGNA. Por ello, distintos estudios se han 

enfocado en la identificación de otros lípidos, que pudieran estar implicados en la 

progresión del HGNA, incluyendo ácidos grasos libres (AGL), diacilgleceroles, 

fosfolípidos (ceramidas y esfingolípidos) y más recientemente el colesterol libre (CL) 

[25]. De manera interesante, dos estudios a nivel lipidómico revelaron que es el nivel 
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hepático de colesterol libre, pero no el de triglicéridos, el que se encuentra 

diferencialmente elevado en los sujetos que progresan a EHNA [31,32]. 

1.4 Toxicidad del colesterol en el HGNA 

A diferencia de la membrana plasmática que contiene alta concentración de colesterol, 

el retículo endoplasmático (RE) y la mitocondria contienen una cantidad menor de 

colesterol (3-5% del colesterol celular total) [33], y son altamente sensibles a la pérdida 

de fluidez membranal, ocasionada por enriquecimiento de colesterol [34]. Estos 

eventos afectan negativamente a ciertas proteínas transmenbranales, las cuales 

requieren libertad conformacional para realizar sus funciones de manera apropiada 

[35]. 

1.4.1 Disfunción mitocondrial por colesterol 

Se ha demostrado en modelos murinos alimentados con una dieta alta en colesterol, 

que el exceso de colesterol libre en la mitocondria hace sensible al hepatocito a 

citocinas Inflamatorias a través de la disminución del glutatión mitocondrial (mGSH, por 

sus siglas en inglés), el cual es esencial para regular los niveles de especies reactivas 

de oxígeno (ERO) [36]. Esto sucede a través del incremento de colesterol libre en la 

mitocondria que reduce la fluidez de su membrana, y afecta la estabilidad de la 

proteína transmembranal acarreadora de 2-oxoglutarato, la cual transporta glutatión del 

citosol al interior de la mitocondria [36]. En consecuencia, el nivel de glutatión se 

encuentra reducido en la mitocondria, y los hepatocitos se vuelven sensibles al factor 

de necrosis tumoral α (TNF-α, por sus siglas en inglés) y a la molécula pro-apoptótica 

Fas. Lo anterior promueve la permeabilización de la membrana mitocondrial, necrosis y 
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apoptosis; lo que conlleva a inflamación hepática y EHNA en modelos experimentales 

[36].  

1.4.2 Estrés en el retículo endoplasmático (RE) inducido por colesterol 

El retículo endoplasmático es un organelo membranoso con funciones celulares 

críticas: plegamiento y modificaciones post-trancripcionales de proteínas nacientes 

para una conformación adecuada, síntesis de fosfolípidos y almacenamiento de iones 

calcio para el señalamiento celular, entre otras funciones [37]. 

 

Algunos estudios sugieren, que la acumulación de colesterol en la 

membrana del RE, altera sus funciones y su capacidad para el correcto plegamiento de 

proteínas [38,39], esto resulta en una condición conocida como estrés del RE o 

respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, por sus siglas en inglés). Se sabe que esta 

condición juega un papel importante en desórdenes asociados a la obesidad, 

incluyendo el HGNA [40]. Un ejemplo de ello, son los desórdenes conformacionales de 

la ATPasa de Ca2+ del retículo sarco(endo) plásmico (SERCA, por sus siglas en inglés), 

la cual es altamente sensible al incremento mínimo en el nivel de colesterol en el RE, 

que afecta su actividad ATPasa [41,42]. Por consiguiente, la alta concentración 

fisiológicas de Ca2+ dentro del RE disminuye, y como resultado, se pierde la capacidad 

del correcto plegamiento de proteínas; lo que conduce a estrés en RE [41,42]. 
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1.4.3 Inducción de células Kupffer (CKs) y activación de células estelares 

hepáticas (CEHs) por colesterol 

 
Las células Kupffer (CKs) representan entre un 20 a 25% de las células no-

parenquimatosas del hígado. Además de su reconocida participación como células 

fagocíticas, las CKs activadas representan una fuente principal de citocinas pro-

inflamatorias y pro-fibrogénicas (TNF-α y el factor de crecimiento transformante beta 1, 

TGF-β1) [43]. Asimismo, se ha demostrado en modelos murinos alimentados con una 

dieta alta en grasa y colesterol, que se requiere la acumulación de colesterol libre en 

CKs para la activación de un fenotipo pro-inflamatorio, lo cual puede conducir al 

desarrollo de EHNA [44]. Por otra parte, debido a que las CKs no sintetizan colesterol, 

ellas lo obtienen principalmente a través de la captación de las lipoproteínas de baja 

densidad (LDLs) en estado oxidado (oxLDLs). Llama la atención, que la acumulación 

de colesterol lisosomal en las CKs promueve una respuesta inflamatoria, y causa 

incremento en la inflamación hepática en modelos experimentales con EHNA [45,46].  

 

Por otra parte, la activación de las células estelares hepáticas (CEHs) forma 

parte de los procesos fibrogénicos observados en el desarrollo del HGNA [47]. 

Evidencia reciente en modelos murinos, revela que la acumulación de colesterol libre 

intracelular activa directamente las CEHs, sensibilizándolas a la inducción por TGF-β. 

Por consiguiente, se activan procesos fibrogénicos mediados por el receptor 4 tipo Toll 

(TLR4, por sus siglas en inglés), lo que conduce al incremento de la fibrosis en la 

EHNA [48,49]. 
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1.4.4 Formación de cristales de colesterol en la EHNA 

A los cristales de colesterol se les ha implicado en la activación del inflamasoma en 

lesiones arterioescleróticas [50,51]. Por tanto, diversos estudios sugieren que este 

proceso podría ocurrir de manera similar en el HGNA [52–55]. Por ejemplo, tanto en un 

modelo de ratón con una dieta alta en colesterol, como en sujetos con EHNA, se ha 

observado que los cristales de colesterol están presentes en las gotas de lípidos, y 

forman estructuras tipo corona, lo cual conduce a la producción de citocinas pro-

inflamatorias, y activación de CKs y CEH [54,55]. Por ello, se ha propuesto que la 

formación de cristales de colesterol podría promover la progresión de esteatosis a 

EHNA [52,53]. 

 

Lo anterior sugiere que un desequilibrio en las vías metabólicas que 

participan en la homeostasis del colesterol hepático, podría no solamente condicionar a 

disrupción mitocondrial y estrés en el RE en el hepatocito, sino también la activación de 

CKs y CEHs, lo que puede promover la progresión de esteatosis a EHNA y fibrosis. 

1.5 Desequilibrio en la homeostasis del colesterol hepático en el 

HGNA  

La homeostasis de colesterol hepático se mantiene a través de una red coordinada que 

implica la participación de diversos genes involucrados en su captación, síntesis, bio-

transformación, eflujo, excreción, así como en la regulación por factores de 

transcripción que censan los niveles de colesterol intracelular [43] (Figura 2).  
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Modelos de ratón. 
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Figura 2: Homeostasis del colesterol hepático. La homeostasis de colesterol intracelular 

está coordinada por diferentes vías metabólicas, captación (CD36, SR-B1, LDL-R), síntesis 

(HMGCR), bio-transformación (CYP7A1), eflujo celular al conducto biliar (ABCG5/G8, MRP-2, 

Mdr1/2 y Bsep) y eflujo celular hacia las HDL (ABCA1/G1); así como la regulación por factores 

de transcripción que censan el nivel de colesterol intracelular (SREBP-2 y LRH-1). CD36, 

Proteína de transporte de ácidos grasos; SR-B1, Receptor basurero clase B tipo 1; LDL-R, 

Receptor de las lipoproteínas de baja densidad; HMGCR, Hidroximetilglutaril CoA reductasa; 

Cyp7a1, Colesterol  7 alfa-hidroxilasa; ABCG5, Transportador G5 dependiente de unión a ATP; 

ABCG8, Transportador G8 dependiente de unión a ATP; MRP-2, Proteína asociada a 

resistencia a multidrogas-2; Mdr1/2, Proteína de resistencia a multidrogas-1/2, Bsep, Proteína 

exportadora de sales biliares; ABCA1, Transportador A1 dependiente de unión a ATP, ABCG1, 

Transportador G1 dependiente de unión a ATP; SREBP-2, Proteína 2 de unión al elemento 

regulador de esteroles; LRH-1, Receptor 1 homólogo del hígado; EC, ésteres de colesterol. 

Basado en [49,56,57] 
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A este respecto, los estudios en modelos animales con obesidad, diabetes o 

dislipidemias han revelado que el desequilibrio en la homeostasis hepática del 

colesterol condiciona a su acumulación y modula la transición de esteatosis a EHNA, lo 

que correlaciona directamente con el grado de daño hepático, muerte celular por 

apoptosis, acumulación de macrófagos y fibrosis [49,58]. De manera reciente, estudios 

en pacientes con EHNA encontraron que distintas rutas metabólicas involucradas en la 

homeostasis del colesterol se encuentran desreguladas, incluyendo un incremento en 

la bio-síntesis de colesterol relacionada con el aumento en la expresión y actividad de 

la hidroximetilglutaril CoA reductasa (HMGCR); aumento en el nivel hepático de la 

proteína 2 de unión al elemento regulador de esteroles (SREBP-2), la cual activa genes 

específicos en la captación y biosíntesis del colesterol; incremento en la des-

esterificación de colesterol mediante la hidrolasa de ésteres de colesterol (CEH), que 

promueve la liberación de colesterol libre; disminución en la salida de colesterol al 

conducto biliar mediante la reducción de la expresión del transportador G8 dependiente 

de unión a ATP (ABCG8); y disminución en la bio-transformación de colesterol a ácidos 

biliares, a través de una menor expresión de la colesterol 7 y 27 alfa-hidroxilasa 

(CYP7A1 y CYP27A1) [31,59]. Sin embargo, a pesar de que el eflujo de colesterol, a 

través de los transportadores A1 y G1 dependientes de unión a ATP (ABCA1 y 

ABCG1), ha sido ampliamente estudiado en el transporte reverso de colesterol y la 

formación de partículas HDLs, su participación en el HGNA aún no se ha dilucidado 

complemente [60]. 
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1.6 Transportadores de eflujo colesterol ABCA1 y ABCG1 e HGNA 

1.6.1 Estructura y función de ABCA1 y ABCG1 

Las proteínas ABCA1 y ABCG1 pertenecen a la familia de proteínas ABC, las cuales 

utilizan ATP para generar la energía necesaria para transportar metabolitos a través de 

la membrana. Los transportadores ABC contienen dos dominios trans-membranales y 

dos dominios de unión a nucleótidos codificados por un único polipéptido (Figura 3) 

[56,61,62].  

 

 

 

 

 

 

Figura 3:  Estructura de la proteína de ABCA1. La proteína ABCA1 se encuentra formada 

por dos mitades con estructura similar, unidas por puentes covalentes; cada una unida por un 

dominio transmembranal (compuestas por seis hélices indicadas en azul) y un dominio de 

unión a nucleótidos (NBD por sus siglas en inglés, “nucleotide binding fold”). Cada NBD 

contiene 2 regiones llamadas Walker A y Walker B (conservadas en muchas proteínas que 

utilizan ATP) y una región Walker C que es propia de las proteínas ABC. Figura modificada de 

[63] 
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Las proteínas ABCA1 y ABCG1 se expresan considerablemente en el 

hígado, y tienen una participación importante en el eflujo de colesterol y en la 

biogénesis de las HDLs [63,64]. La proteína ABCA1 modula el eflujo de colesterol 

hepático mediante ApoA1 libre de lípidos para ensamblar HDLs nacientes, lo que 

resulta finalmente en la liberación hepática de colesterol y fosfolípidos [65] (Figura 4). 

En contraste, ABCG1 modula el eflujo de colesterol hacia las partículas HDL nacientes 

pero no a apo-A1, redistribuyendo el colesterol a dominios de la superficie celular, 

accesibles para ser removidos por las HDLs [66–69]. En este sentido, una reducción 

del eflujo de colesterol a través de los transportadores ABCA1 y ABCG1 podría 

contribuir a la acumulación del colesterol hepático. 

1.6.2 Transportadores del eflujo de colesterol ABCA1 y ABCG1 como 

genes candidato en el desarrollo del HGNA 

Los transportadores ABCA1 y ABCG1 se han estudiado ampliamente debido a su 

estrecha relación con la concentración plasmática del colesterol HDL [64]. La lipidación 

de apoA-1 mediante el transportador ABCA1 es un paso limitante en la generación de 

HDL en el plasma [70]. Por ello, un transporte eficiente o eflujo de colesterol podría ser 

clave en la prevención del desarrollo a EHNA. Llama la atención que en distintos 

estudios en pacientes con HGNA se ha descrito una diminución en el nivel plasmático 

del colesterol HDL [22,59,71], lo cual denota una reducción en la biogénesis de las 

HDLs y en el eflujo de colesterol en el hígado, posiblemente a través de una reducción 

en la expresión hepática de los transportadores ABCA1 y ABCG1. Recientemente, se 

ha informado que el silenciamiento de ABCA1 incrementa el nivel intracelular de ácidos
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Figura 4: Modelo de ABCA1 modulando el eflujo de colesterol. Primero, la proteína ABCA1 

modula 2 pasos independientes, (1) la translocación de colesterol y fosfolípidos desde el 

interior hacia la capa exterior de la membrana plasmática y (2) la unión celular de ApoA1; los 

cuales podrían ser mediados por la hidrólisis de ATP. Segundo, la proteína ABCA1 modula 

cambios conformacionales parciales en el amino terminal de APOA1, lo que resulta en una 

proteína no plegada. Tercero, la pérdida de la conformación terciaria de ApoA1 permite la 

inserción espontánea dentro de la membrana plasmática. Cuarto, la inserción de ApoA1 

conduce finalmente a la liberación de colesterol y fosfolípidos, y formación de HDLs nacientes 

en la célula. Figura modificada de [65]. 
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grasos libres, triglicéridos y colesterol en líneas celulares hepáticas de humano [72]. 

Este hallazgo sugiere, que la esteatosis también podría estar asociada con la reducción 

de la expresión de la proteína ABCA1, lo que conduce a un incremento en el 

almacenamiento de lípidos hepáticos. De manera adicional, se ha observado que el 

hígado de ratas con EHNA expresan un nivel bajo de la proteína ABCA1 [73]. Por otra 

parte, en modelos murinos con una dieta alta en grasa y colesterol, la ausencia de 

ABCG1 promueve la acumulación de lípidos en células hepáticas [66]. Además, la 

proteína ABCG1 también promueve el eflujo de ciertos oxi-esteroles lipotóxicos (como 

el 7-cetocolesterol) [74]. En conjunto, estas evidencias sugieren que los 

transportadores del eflujo de colesterol ABCA1 y ABCG1 pudieran tener una 

participación importante en el desarrollo del HGNA. 

 

Durante el desarrollo de esta Tesis, Min y colaboradores [59] describieron 

una disminución en el nivel de mRNA de ABCA1 y ABCG1, así como en la 

concentraciones de la proteína de ABCG1, pero no de ABCA1 en biopsias de hígado 

de sujetos con EHNA [59]. La discrepancia entre el nivel de mRNA y concentración de 

proteína de ABCA1 podría deberse a mecanismos de regulación post-transcripcional. 

Diversos estudios en modelos murinos y en primates no humanos con expresión 

reprimida de miR-33, han observado que la concentración de la proteína de ABCA1 

pueden ser modulada post-transcripcionalmente por el microRNA-33 (miRNA-33) hasta 

en 50% [75,76]. Por tanto, la concentración de proteína de ABCA1 y el eflujo de 

colesterol �en el desarrollo de la enfermedad� podrían estar influenciados por la 

modulación de microRNAs, como el miRNA-33. 
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1.7 Regulación post-trancripcional de los transportadores del eflujo 

de colesterol ABCA1 y ABCG1 por microRNAs 

Recientemente, además de la regulación transcripcional clásica, una clase de RNAs no 

codificantes denominados microRNAs (miRNAs), constituidos de a23 nt de RNA 

endógeno, se ha presentado como un regulador de la expresión, los cuales actúan 

predominantemente a nivel post-transcripcional [77,78]. En la última década, se ha 

demostrado que los microRNAs funcionan como reguladores importantes de un amplio 

rango de rutas metabólicas, incluyendo el eflujo de colesterol [77,79,80].  

1.7.1 Biogénesis de los microRNAs 

Los productos de miRNAs maduros son generados de precursores llamados pri-

miRNAs, los cuales se componen de cientos o miles de nucleótidos que son 

procesados por la ribonucleasa que es específica para RNA bicatenario (DROSHA) y el 

factor de procesamiento de microRNAs (DGCR8, DiGeorge syndrome critical region 

gene 8, por sus siglas en inglés). [77,81]. El procesamiento de los pri-miRNAs genera 

precursores de horquillas nucleares llamados pre-miRNAs, los cuales posteriormente 

son exportados al citoplasma por la exportina 5,  donde son procesados por otra 

ribonucleasa tipo III llamada DICER para producir el miRNA maduro [77,81]. En 

general, los microRNAs regulan la expresión génica post-transcripcionalmente, 

mediante el apareo de bases a sus mRNAs blanco [77]. En animales, la mayoría de los 

microRNAs investigados forman híbridos imperfectos con las secuencias del mRNA 

(sitios de reconocimiento) en la región 3’ no traducida (3’UTR, por sus siglas en inglés). 

En este proceso, los microRNAs son preferentemente incorporados dentro del complejo 
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de silenciamiento inducido por miRNAs (RISC), donde se asocian con la proteína 

argonauta que dirige la unión del complejo RISC a la región 3’UTR de sus mRNAs 

blanco. Esta asociación puede afectar tanto la traducción de proteínas, como la 

estabilidad del mRNA favoreciendo su degradación o una combinación de ambos 

procesos [77,81] (Figura 5). En el humano se calcula que los miRNAs podrían controlar 

la actividad de aproximadamente un 30% de todos los genes que codifican proteínas 

[81].  

1.7.2 Regulación de los transportadores del eflujo de colesterol ABCA1 y 

ABCG1 por miR-33 

Estudios recientes identificaron una participación importante de miR-33 en la represión 

de genes involucrados en el eflujo de colesterol, incluyendo ABCA1 y ABCG1, los 

cuales tienen sitios de reconocimiento para miR-33 [80,82]. En humano se han 

identificado dos isoformas de miR-33: miR-33a y miR-33b. El gen miR-33a está 

localizado en el intrón 16 del gen Srebp-2 y el gen miR-33b está presente en el intrón 

17 del gen Srebp-1. Además, se ha sugerido que estos miRNAs se transcriben de 

manera conjunta con sus genes hospederos [80,83,84] (Figura 6). 

  

En una serie de estudios realizados en tejido hepático de ratón, así como en 

líneas celulares hepáticas de humano, se ha demostrado que la sobre-expresión de 

miR-33 resulta en la disminución tanto de la expresión de ABCA1, como del eflujo de 

colesterol. [75,80,83,84]. De manera similar, se ha observado que la sobre-expresión
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Figura 5: Biogénesis de los 
microRNAs. Los productos de 

miRNAs maduros son 

generados de precursores 

llamados pri-miRNAs, los 

cuales se componen de 

cientos o miles de nucleótidos 

que son procesados por el 

complejo formado por la 

RNAsa (DROSHA) y el factor 

de procesamiento de 

microRNA (DGCR8). El 

procesamiento de los pri-

miRNAs genera precursores 

de horquillas nucleares 

llamados pre-miRNAs de ~70 

nucleótidos, los cuales luego 

son exportados al citoplasma 

por la exportina 5, donde son 

procesados por DICER (la cual 

forma un complejo con la 

proteína TRBP, por sus siglas 

en inglés TAR RNA binding 

protein) para producir un miRNA dúplex de ~20 pb. Luego una hebra es seleccionada para 

funcionar como microRNA maduro, mientras que la otra puede ser degradada. Posteriormente, 

los microRNAs son preferentemente incorporados dentro del complejo ribonucleoproteíco 

llamado micro-RNPs (miRNPs) o complejo de silenciamiento inducido por miRNAs (RISC, por 

su siglas en inglés miRNA-induced silencing complexes)  donde se asocian con la proteína 

argonauta que dirige la unión del complejo RISC a la región 3’UTR de sus mRNA blancos. Esta 

asociación puede afectar principalmente tanto la inhibición de la traducción de proteínas como 

la estabilidad del mRNA, o una combinación de ambos procesos (modificado de [81]). 
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de miR-33 también inhibe la expresión de ABCG1, disminuyendo el eflujo de colesterol 

[75,80,84]. Por tanto, lo anterior sugiere que un nivel incrementado de miR-33 en el 

hígado podría promover la acumulación de colesterol y el desarrollo del HGNA. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6: Modelo de regulación de miR-33. El gen miR-33b esta presente en el intrón 17 del 

gen Srebp-1 y el gen miR-33a está localizado en el intrón 16 del gen Srebp-2. Los microRNAs 

33a y 33b actúan reprimiendo genes involucrados en la oxidación de ácidos grasos por ejemplo 

a la carnitin O-octanoil transferasa (CROT), la hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa, 

subunidad β (HADHB) y la carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A), así como en el eflujo de 

colesterol (por ejemplo ABCA1 y ABCG1). Imagen modificada de [85]. 

 

1.7.3 Regulación de ABCA1 por miR-144 

En estudios recientes se ha demostrado que ABCA1 es regulado post-

transcripcionalmente por miR-144 tanto in vitro como in vivo [86,87]. En este sentido, 

ensayos experimentales en cultivos primarios de hepatocitos y líneas celulares 
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hepáticas de humano, revelaron que la sobre-expresión de miR-144 inhibe la expresión 

de ABCA1, reduciendo el eflujo de colesterol [86]. De manera adicional, la liberación in 

vivo de miR-144  �en un modelo murino� reprime la expresión hepática de ABCA1 

[87]. Por tanto, el nivel alto en el hígado de miR-144, al igual que el de miRNA-33 

podrían contribuir de manera  importante en el desarrollo del HGNA. 

1.8 Otros genes blanco para miR-33 y miR-144 

Un mRNA tiene sitios de reconocimiento para distintos microRNAs en su región 3´UTR 

[77]. Por tanto, puede ser blanco para muchos microRNAs. A su vez, los microRNAs se 

unen a múltiples mRNAs [77]. Por lo tanto, un microRNA puede regular la expresión de 

genes involucrados en distintas vías metabólicas [77,79]. 

 

En este sentido, se conoce que miR-33 no sólo regula el eflujo de colesterol, 

sino que también reduce la β-oxidación a través de la regulación de distintos blancos, 

entre ellos:  la carnitin O-octanoil transferasa (CROT), la carnitin palmitoil-transferasa 

1A (CPT1A)  y a la hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa, subunidad β (HADHB) 

[88,89] (Figura 6). De manera similar, estudios en modelos murinos sugieren que miR-

144 podría contribuir al desarrollo y progresión de EHNA mediante la regulación de la 

expresión del Receptor 2 tipo Toll (TLR2, por sus siglas en inglés), y con ello 

desencadenar la producción de citocinas pro-inflamatorias [90]. 

1.8.1 Modulación de CROT, CPT1A y HADHB por miR-33 
 
CROT es un gen miembro de la familia de las carnitin aciltransferasas que está 

involucrado en la oxidación de ácidos grasos en los hepatocitos. La proteína 
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comprendida por 612 aminoácidos convierte el 4-8 dimetilnonanoil-CoA a su 

correspondiente éster de carnitina [91]. Esta trans-esterificación ocurre en el 

peroxisoma y es necesaria para el transporte de moléculas de acil-CoA de cadena 

media y larga fuera del peroxisoma hacia el citosol y la mitocondria [92]. Por otra parte, 

CPT1A es una enzima mitocondrial que modula el transporte de ácidos grasos de 

cadena larga a través de la membrana externa mitocondrial mediante la unión a 

carnitina, y es considerada una enzima clave en la regulación de la oxidación de los 

ácidos grasos (AG) [93]. Finalmente, HADHB pertenece al complejo multi-enzimático 

(hetero-octámero) de la proteína trifuncional de la mitocondria (MTP, por sus siglas en 

inglés), este complejo cataliza los tres últimos pasos de la β-oxidación de los ácidos 

grasos de cadena larga [94]. La proteína HADHB subunidad β �con actividad tiolasa� 

cataliza el paso final de la β-oxidación. Inicialmente, el 3-cetoacil CoA se une a un 

grupo tiol de otra molécula de Coenzima A. Después, el grupo tiol es insertado entre los 

carbono C-2 y C-3, lo cual produce una molécula de acetil-CoA y una molécula de acil-

CoA, que es dos carbonos más corta [94] (Figura 7). Por lo que una reducción en la 

expresión de estos genes que participan en el catabolismo de los ácidos grasos podría 

promover el desarrollo del HGNA. 

 

En distintos estudios se ha demostrado que los sitios de reconocimiento para 

miR-33 están altamente conservados en la región 3´UTR de CROT, CPT1A y HADHB 

[88,89]. A su vez, a través de distintos estudios de la actividad 3´UTR de CROT, 

CPT1A y HADHB se ha demostrado que miR-33 regula la expresión proteica de cada 

uno de estos blancos, los cuales son clave en la oxidación de los ácidos grasos (Figura 
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8). Lo anterior se evidenció al sobre-expresar miR-33 en líneas celulares hepáticas de 

humano, donde se observó una reducción tanto de la expresión de los genes blanco 

(CROT, CPT1A y HADHB), como de la oxidación de ácidos grasos. En contraste, la 

inhibición de la expresión endógena de miRNA-33 produce un aumento de la expresión 

de los genes de CROT, CPT1A y HADHB, la cual se acompaña de un aumento en la 

oxidación de los ácidos grasos [88,89].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7: Diagrama de las subunidades de la proteína trifuncional  (MTP). El diagrama 

presenta la subunidad α que comprende la actividad de la 2- enoil- CoA hidrogenasa y la 3-

hidroxiacil- CoA deshidrogenasa, mientras que subunidad β comprende a la 3-cetoacil- CoA 

tiolasa (HADHB subunidad β), la cual cataliza el paso final de la β-oxidación. Modificado de 

[94]   
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Figura 8: Diagrama representativo de la inhibición de enzimas clave, que participan en la 
degradación de los ácidos grasos por miR-33a/b. El miR-33 inhibe post-

transcripcionalmente la expresión de la carnitin O-octanoil transferasa (CROT) que participa en 

el transporte de moléculas de acil-CoA de cadena media y larga fuera del peroxisoma hacia el 

citosol y la mitocondria; la carnitin palmitoil-transferasa 1A (CPT1A) modula el transporte ácidos 

grasos de cadena larga del exterior al interior de la mitocondria a través de la membrana 

externa mediante la unión a carnitina; y la hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa, subunidad β 

(HADHB) cataliza el paso final de la β-oxidación. Basado en [88] 
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1.8.2 Modulación de TLR-2 por miR-144 

En distintos estudios se ha demostrado que el sistema inmune innato se activa en la 

EHNA [95,96]. Particularmente, los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) 

son proteínas que censan señales derivadas de bacterias y virus, lo cual activa el 

sistema inmune innato [97]. De esta manera, el señalamiento de los TLRs defiende al 

hospedero contra patógenos invasores a través de la inducción de citocinas pro-

inflamatorias en las células inmunes. Sin embargo, un aumento en la activación de la 

señalización celular por TLRs o la ruptura en la tolerancia produce una gran cantidad 

de citocinas inflamatorias, que en última instancia conduce al daño tisular [98]. Entre 

los 13 TLRs que se han identificado en mamíferos, distintos grupos han descrito que 

TLR2, TLR4 y TLR9 están asociados con EHNA en modelos experimentales, siendo 

moléculas cruciales para promover daño hepático, inflamación y fibrosis [96,99–101]. 

 

Recientemente, un estudio experimental en modelos murinos con EHNA, la 

cual fue inducida con una dieta alta en grasa y deficiente en metionina y colina, mostró 

que la expresión hepática de miR-144 correlaciona negativamente con la expresión de 

TLR2 [90]. En este estudio se demostró que miR-144 se une a la región 3’UTR del 

mRNA de TLR2. Además, se observó que TLR2 disminuye después de la inducción 

con un análogo de miR-144 en macrófagos derivadas de ratas, mientras que el efecto 

opuesto fue observado después de la inhibición con miR-144 [90]. Estos resultados en 

el modelo murino sugieren que miR-144 podría también estar involucrado en el 

desarrollo y progresión de la EHNA a través de la regulación de TLR2 y con ello 

promover la liberación de citocinas pro-inflamatorias rio abajo. Sin embargo, aun 
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cuando el microRNA 144 parece ser importante en la modulación de la expresión de 

TLR2, hasta el momento no existen estudios que demuestren su relación con el HGNA 

en humanos. 

 

En conjunto, las investigaciones previas sugieren que miR-33 y miR-144 

podrían tener una participación importante, no sólo a través de la modulación de los 

transportadores del eflujo de colesterol ABCA1 y/o ABCG1, sino que también mediante 

la regulación de otros genes blanco como CROT, CPT1A, HADHB y TLR2 en el 

desarrollo del HGNA. 
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2 JUSTIFICACIÓN 
 
 
La patogenia del HGNA aún no se ha dilucidado completamente. Los factores y 

mecanismos moleculares responsables del HGNA y su progresión a EHNA siguen 

siendo investigados con la finalidad de prevenir la progresión, y eventualmente ofrecer 

mejores estrategias terapéuticas. En distintos análisis lipidómicos se ha demostrado la 

presencia de la acumulación de colesterol libre en sujetos con EHNA. De igual manera, 

estudios en pacientes con EHNA encontraron que distintas rutas metabólicas 

involucradas en la homeostasis del colesterol se encuentran desreguladas, incluyendo 

un incremento en la expresión y actividad de la HMGCR (síntesis), aumento en los 

niveles hepáticos de SREBP-2 (transcripción), incremento en la hidrólisis de ésteres de 

colesterol mediante la CEH (des-esterificación), disminución en la expresión de ABCG8 

(excreción) y disminución en la expresión de CYP7A1 y CYP27A1 (bio-transformación). 

Sin embargo, aunque se conoce que los transportadores del eflujo del colesterol 

ABCA1 y ABCG1 tienen una función importante en la homeostasis del colesterol, su 

participación en la fisiopatología del HGNA no se ha dilucidado completamente. 

Además, la regulación de estos genes y otros participantes en el metabolismo de los 

ácidos grasos y en procesos inflamatorios (CROT, CPT1A, HADHB y TLR2) por los 

microRNAs 33 y 144, podría ser un mecanismo relevante en el desarrollo del HGNA; a 

la fecha poco explorado en el humano. 
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3 HIPÓTESIS 
 
 
La expresión de los transportadores del eflujo de colesterol ABCA1 y ABCG1 estará 

disminuida en el hígado de sujetos con HGNA. Esta menor expresión correlacionará 

con un mayor nivel hepático de miR-33 y miR-144 en sujetos con HGNA. 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo general 

Determinar la participación de los transportadores del eflujo de colesterol ABCA1 y 

ABCG1 y su relación con miR-33 y miR-144 en el desarrollo del HGNA en sujetos con 

obesidad clase II/III. 

4.2 Objetivos específicos  

 
x Evaluar la asociación del contenido hepático de colesterol libre, colesterol total, 

fosfolípidos y triglicéridos con las distintas etapas del HGNA. 

x Analizar la asociación de la expresión hepática de ABCA1 y ABCG1 con HGNA, 

así como con los parámetros bioquímicos y el contenido de lípidos hepáticos. 

x Establecer la correlación entre el nivel de mRNA y concentración de proteína de 

ABCA1/ABCG1 con el nivel de miR-33 y miR-144 en biopsias de tejido hepático. 

x Determinar la asociación entre el nivel hepático de miR-33 y miR-144 con las 

etapas del HGNA. 

x Evaluar la correlación de miR-33 y miR-144 con la expresión hepática de otros 

genes blanco (CROT, CPT1A, HADHB y TLR2). Así como, la asociación de la 

expresión de estos genes con HGNA 
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5 MÉTODOS 

5.1 Grupo de estudio 

Se realizó un estudio de corte transversal en el que participaron 84 pacientes con 

obesidad clase II/III (54 mujeres y 30 hombres) sometidos a cirugía bariátrica (bypass 

gástrico o manga gástrica) para reducción de peso corporal en el Hospital General “Dr. 

Rubén Leñero” de la Ciudad de México.  

 

Los sujetos participantes en el estudio se seleccionaron de acuerdo a los 

siguientes criterios: individuos con obesidad clase III (IMC ≥ 40 kg/m2) y/o con obesidad 

clase II (IMC ≥ 35 kg/m2) que presentaran una o más comorbilidades como diabetes 

tipo 2 (DT2), hipertensión (presión arterial sistólica ≥ 140 mmHg o presión arterial 

diastólica ≥ 90 mmHg o tratamiento para la hipertensión), concentración sérica de 

triacilglicéridos ≥ 150 mg/dL o de C-HDL ≤ 50 mg/dL [102]. Ninguno de los pacientes se 

había sometido a colecistectomía por colecistitis. El rango de edad fue de 20-60 años. 

Los participantes en el estudio fueron captados de manera consecutiva en un periodo 

de un año y medio, y una biopsia de tejido hepático se tomó durante la cirugía. Todos 

los participantes en el estudio firmaron una carta de consentimiento informado. El 

estudio cumplió con los principios de la declaración de Helsinki, y la presente 

investigación fue aprobada por el Comité de Ética del Instituto Nacional de Medicina 

Genómica (INMEGEN). 
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Los siguientes criterios de exclusión fueron considerados; consumo 

significativo de alcohol >20 g/día, serología positiva para el antígeno superficial de la 

hepatitis B (HBsAg) o para hepatitis C (anti-HCV) (Johnson-Johnson, BUX, UK).  

5.2 Parámetros bioquímicos y clínicos 

Las mediciones antropométricas, como peso y talla, se tomaron de acuerdo a la técnica 

de Lohman y colaboradores [103], con instrumentos que cumplieron las normas de 

calidad establecidas internacionalmente. El IMC se calculó dividiendo el peso 

expresado en kilogramos entre la estatura en metros elevada al cuadrado (kg/m2). Para 

las mediciones bioquímicas, las muestras sanguíneas se tomaron después de 10 horas 

en ayunas. Las concentraciones de glucosa sanguínea, insulina, triglicéridos, colesterol 

total y HDL-C se determinaron de acuerdo a procedimientos previamente descritos 

[104]. La actividad de las enzimas del funcionamiento hepático en suero: aspartato 

amino-transaminasa (AST), alanina amino-transferasa (ALT) y gamma glutamil 

transpeptidasa (GGT) se midieron con los métodos disponibles comercialmente 

(Beckman Counter, CA, USA). Todas las mediciones se realizaron en el Departamento 

de Endocrinología y Metabolismo de Lípidos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas 

y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ). La resistencia a la insulina se calculó 

empleando el modelo de índice HOMA-IR (modelo de homeostasis para la resistencia a 

la insulina), mediante la ecuación (HOMA-IR = [glucosa (mmol/L) × insulina (mUI/L)]/ 

22.5) [105]. Las concentraciones de adiponectina y leptina se determinaron mediante 

ensayos de ELISA (Linco, MO, USA). El diagnóstico de DT2 se definió por informe de 

tratamiento con hipoglucemiantes o un valor de glucosa en ayuno ≥126 mg/dL [106].   
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5.3 Histología hepática 

Las biopsias hepáticas se tomaron del borde libre del lóbulo izquierdo mediante la 

técnica de resección en cuña con bisturí armónico. Posteriormente, se sumergieron en 

RNAlater (Ambion/Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y se almacenaron a -

80ºC. Para la caracterización histológica, una porción de la biopsia hepática se fijó en 

formaldehído y se embebió en parafina, seccionó y se tiñó con hematoxilina-eosina y 

tricrómico de Masson. La caracterización histológica de la biopsia hepática de todos los 

participantes fue evaluada por un patólogo del Departamento de Patología del 

INCMNSZ. El diagnóstico de HGNA se realizó mediante el sistema de puntuación de 

Kleiner [3]. En la Tabla 1 se describe la clasificación de las características histológicas 

empleadas.  

 

Tabla 1: Clasificación de las características histológicas empleadas por Kleiner para la 

determinación de EHNA. 

 
Esteatosis 

(% de grasa 

hepática) 

Grado 
Inflamación lobular 

(Focos de inflamación en zona 

lobular- 20x campo óptico) 

Grado 
Balonamiento 

(Presencia) Grado 

< 5% 0 0 0 Poco 1 
5 -33 % 1 < 2 1 Abundante 2 
34-66 % 2 2 - 4 2   
> 66 % 3 > 4 3   

 

El puntaje de actividad del HGNA (NAS), el cual se encuentra en un rango 

de 0 a 8, se obtuvo sumando los distintos grados de esteatosis, inflamación lobular y 

balonamiento. Con base en estas características y a la puntuación del NAS obtenida, 
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los grupos se clasificaron de la siguiente manera: sujetos control (histología hepática 

normal), esteatosis simple (esteatosis grado 1-2, sin inflamación), EHNA limítrofe 

(EHNA-L, NAS 3-4) y EHNA (NAS ≥ 5). 

 

La escala de fibrosis (F) fue considerada en un rango de 0-4: F0, sujetos sin 

fibrosis; F1, sujetos con fibrosis perisinusoidal o portal (la cual se subdivide en: 1A, 

fibrosis media perisinusoidal en la zona 3; 1B, fibrosis moderada perisinusoidal en la 

zona 3; 1C, fibrosis portal y periportal); F2, sujetos con fibrosis perisinusoidal con 

fibrosis portal/periportal; F3, sujetos con fibrosis en puente y F4, sujetos con cirrosis. 

5.4 Medición del contenido de lípidos hepáticos. 

Se utilizaron 50 mg de tejido hepático, los cuales se homogenizaron en solución salina 

(0.9%), los lípidos totales se extrajeron en una solución cloroformo/metanol (2:1 vol/vol) 

de acuerdo al método de Folch y colaboradores [107]. Posteriormente, la fase orgánica 

se evaporó bajo la inyección de nitrógeno gaseoso, y los lípidos se re-suspendieron en 

iso-propanol y Triton X-100 al 10%. Las concentraciones de triglicéridos, colesterol total 

y libre, así como los fosfolípidos se determinaron mediante el uso de ensayos 

colorimétricos comerciales (Diagnostic Systems, Holzheim, Bavaria, Germany) y 

espectrofotometría (Beckman DU 640, Palo Alto, CA, USA). Finalmente, los datos se 

normalizaron con la concentración de proteína total y expresados como mg/mg de 

proteína total. 

5.5 Análisis del nivel de mRNA 

El RNA total fue extraído con Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 
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El DNA genómico se removió mediante un tratamiento con DNAsa I recombinante 

(Roche, Rotkreuz, Switzerland). Posteriormente, 500 ng de RNA total se usaron para la 

síntesis de cDNA empleando los reactivos TaqMan Reverse Transcription Reagent 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Después de la síntesis de cDNA, la 

expresión génica (mRNA) se cuantificó por PCR en tiempo real usando el producto 

LightCycler TaqMan Master Real time PCR y el equipo Light-Cycler 480 II (Roche, 

Rotkreuz, Switzerland). Para la cuantificación se usaron sondas TaqMan de la librería 

universal (Roche, Rotkreuz, Switzerland) en combinación con oligonucleótidos 

diseñados para generar amplicones cortos (<150 pb) [108]. El diseño de los 

oligonucleótidos y selección de la sonda se realizó de acuerdo a las recomendaciones 

del proveedor. La lista de oligonucleótidos y sondas empleadas en el estudio se 

presenta en la Tabla 2.  

 

Tabla 2: Lista de oligonucleótidos y sondas empleados para cuantificar el nivel de 

mRNA. 

 

Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: pre-incubación de 10 minutos 

(min) a 95ºC seguido de 45 ciclos; cada ciclo consistió de 10 segundos (seg) de 

Gen “Forward” “Reverse” No. Sonda 

ABCA1 tacgtgggcttcacactcaa actcacagccaaacccaaaa 40 
ABCG1 gccctcatgcctactgttct caggtgttcccgaagaaaga 80 
CROT caattcccgcacctttga ggaactggactaagtcggtga 30 
CPT1A caatcggactctggaaacg ccgctgaccacgttcttc 20 
HADHB ggcttagtggctgcgtgt ataagcttccactatcatagcatgg 78 
TLR2 cgttctctcaggtgactgctc cctttggatcctgcttgc 30 
β-ACTINA ccaaccgcgagaagatga ccagaggcgtacagggatag 64 
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desnaturalización a 95ºC, 30 seg de alineamiento a 60ºC y 1 seg de extensión a 72ºC; 

el enfriamiento final fue de 30 seg a 40ºC. El nivel relativo de mRNA se calculó en 

relación a β-actina con el Software 1.5.1. del equipo Light-Cycler ® 480, que emplea el 

método matemático 2−ΔΔCT. 

5.6 Análisis del nivel de los microRNAs 

Para la síntesis de cDNA se emplearon 50 ng de RNA total y se utilizaron los siguientes 

ensayos Taqman (TaqMan® MicroRNA Assays INV): hsa-miR-33b-5p (I.D: 002085), 

hsa-miR-33a-5p (I.D: 002135), hsa-miR-144-3p (I.D: 002676), RNU6B; así como el Kit 

de transcripción reversa para microRNAs Taqman (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA). El nivel de miR-33a, miR-33b, miR-144 y U6 se determinó mediante PCR en 

tiempo real. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: pre-incubación de 

10 min a 95ºC seguido de 55 ciclos; cada ciclo consistió de 15 seg de desnaturalización 

a 95 ºC, 1 min de alineamiento a 60ºC y 5 seg de extensión a 72ºC; el enfriamiento final 

fue de 30 seg a 40ºC. Los datos fueron normalizados con RNU6B (small nuclear RNA, 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y la cuantificación relativa del nivel se 

calculó usando el Software 1.5.1. del equipo Light-Cycler ® 480 (2−ΔΔCT).  

5.7 Cuantificación de proteína mediante inmunodetección tipo 

western 

La concentración de proteína se midió en extractos de hígado mediante Western Blot. 

La proteína total se extrajo de tejidos hepáticos usando el amortiguador para ensayos 

de inmunoprecipitación (RIPA) y con inhibidores de proteasas (Roche, Rotkreuz, 

Switzerland). La concentración de proteína total se cuantificó mediante los ensayos con 
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el grupo de reactivos DC (Bio-Rad, Richmond, CA, USA), y se separaron 80μg de 

proteína total mediante SDS-PAGE en geles al 8%, los cuales fueron transferidas a 

membranas de fluoruro de polivinilideno (GE Healthcare/Amersham Biosciences, NJ, 

USA). Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con buffer de 

bloqueo (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) por una hora a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario de interés, los 

cuales se enlistan en la Tabla 3. En seguida, las membranas se incubaron con un 

anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de rábano durante 1.5 hrs. Finalmente, 

las proteínas inmuno-reactivas se detectaron usando un agente quimioluminicente 

(Chemiluminescent HRP Substrate - ECL, Millipore, Billerica, MA, USA), y la señal 

captada y los análisis, se realizaron mediante el software ImageJ 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/). Todos los ensayos se realizaron por duplicado y los 

resultados están presentados como la razón de las densidades ópticas (DO) de la 

proteína de interés entre las proteínas constitutivas (α-tubulina o β-actina). 

 

Tabla 3: Lista de anticuerpos empleados para determinar la concentración de proteína. 

 
Anticuerpo Característica Compañía  

ABCA1 Monoclonal Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
ABCG1 Policlonal Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 
CROT Monoclonal Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
HADHB Monoclonal Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
TLR2 Monoclonal Abcam, Cambridge MA, USA 
α-tubulin Monoclonal Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA 
β-actin Monoclonal GeneTex, Irvine CA, USA 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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5.8 Detección por inmunohistoquímica 

Para la detección por inmunohistoquímica se emplearon los mismos bloques 

generados para la evaluación histológica usando cortes de 3 μm de grosor de las 

secciones de parafina. Posteriormente, las secciones se desparafinaron y se trataron 

para recuperación antigénica con la solución 20X ImmunoDNA Retriever Citrate. En 

seguida, las secciones se bloquearon con la solución ImmunoDetector Peroxidase 

Blocker (Bios SB, Santa Barbara, CA, USA) y se incubaron con el anticuerpo 

monoclonal de ABCA1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Para su 

detección las secciones se trataron con los reactivos Mouse/Rabbit ImmunoDetector 

HRP/DAB Detection System (Bios SB, Santa Barbara, CA, USA) y el cromógeno 3-3’- 

diaminobencidina (DAB); y al final, se realizó una contra-tinción con hematoxilina.  

5.9 Análisis estadísticos 

Para evaluar las diferencias entre grupos que no presentaron una distribución normal 

se utilizaron pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis o Mann-Whitney U). Las pruebas 

de Chi-cuadrada se usaron para variables categóricas nominales. Las pruebas de t  de 

Student se emplearon sólo para comparar datos de distribución normal entre dos 

grupos. Las correlaciones se obtuvieron usando pruebas de Spearman no paramétricas 

y modelos de regresión lineal. Para determinar la interacción entre microRNAs, genes 

blanco y la enfermedad del HGNA se utilizaron modelos lineales generalizados, los 

cuales incluyeron las covariables: sexo, edad e IMC. Todos los análisis se realizaron 

usando el programa SPSS versión 15.0 (Chicago, IL, USA) y los valores de P<0.05 se 

consideraron significativos. 
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El poder estadístico de este estudio para encontrar asociación entre el 

contenido de colesterol libre y la EHNA se determinó mediante el programa G*Power 

(Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf) [109]. El tamaño del efecto (d de Cohen) se 

calculó con base en estudios previos que comparan el nivel hepático de colesterol libre 

entre sujetos control y con EHNA [32]. Este cálculo proporcionó un tamaño del efecto 

de 1.1, y se consideró además un error probabilístico (α) de 0.05 y una muestra 

conformada de 10 sujetos controles y 38 pacientes con EHNA; el poder estadístico 

calculado fue de 0.84. Por tanto, este estudio tiene la capacidad suficiente para 

encontrar diferencias significativas entre los grupos de estudio. 
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6 RESULTADOS  

6.1 Características bioquímicas y clínicas 

Los grupos de estudio no presentaron diferencias significativas con respecto a edad, 

sexo e IMC (P>0.05).  Los sujetos controles sin esteatosis presentaron concentraciones 

significativamente más bajas de triglicéridos circulantes y menor resistencia a la 

insulina (P<0.05); así como concentraciones más altas de adiponectina y HDL-C que 

los sujetos con EHNA (P<0.05) (Tabla 4). Por otra parte, aunque se observó 

incremento en las concentraciones de las enzimas del funcionamiento hepático AST, 

ALT y GGT, particularmente en el grupo de sujetos con EHNA, estas diferencias no 

alcanzaron significancia estadística (P>0.05). La EHNA estuvo presente en el 76.92% 

de los sujetos con diabetes, mientras que en los sujetos sin diabetes se observó en un 

46.15% (P<0.05); la misma tendencia se presentó después de estratificar por sexo 

(anexo 1). 

6.2 Evaluación histológica 

De los 84 pacientes incluidos en este estudio, 74 pacientes presentaron HGNA 

(88.1%), de los cuales 17 presentaron esteatosis simple (23.0%), 19 con EHNA-

limítrofe (25.7%) y 38 fueron diagnosticados con EHNA (51.3%). Los 10 sujetos 

restantes (11.9%), no presentaron esteatosis y se consideraron como controles sin 

esteatosis (Figura 9).  
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Tabla 4: Parámetros antropométricos y bioquímicos de los pacientes de estudio. 

 

Los datos están expresados como la media ± la desviación estándar, mediana (rango intercuartil) o n (%) 

Abreviaturas: IMC, índice de masa corporal; HOMA-IR, Homeostatic model assessment for insulin resistance (por sus siglas en 

inglés); DT2, diabetes tipo II; AST, aspartato amino-transferasa; ALT, alanino amino-transferasa; GGT, gama gutamil 

transpeptidasa; HDL-C, colesterol de las lipoproteínas de alta densidad (high-density lipoprotein colesterol, por sus siglas en inglés); 

LDL-C, colesterol de lipoproteínas de baja densidad (low-density lipoprotein, por sus siglas en inglés); ES, esteatosis simple; EHNA-

L, EHNA limítrofe; EHNA, esteatohepatitis no alcohólica. Valor *P  corresponde a las comparaciones  entre los controles y el grupo 

de sujetos con ES; valor ‡P corresponde a las comparaciones entre los controles y el grupo EHNA-L; y valor §P corresponde a las 

comparaciones entre los controles y el grupo de sujetos con EHNA; n.s, no significativo.  

Características Control (n=10) ES (n=17) EHNA-L (n=19) EHNA (n=38) Valor (P) 
Edad (años) 36.30 ± 9.09 36.24 ± 7.67 39.37 ± 9.72 35.95 ± 9.05 n.s 
Sexo (hombres %) 20 35.30 26.30 44.70 n.s 
IMC (kg/m2) 45.49 ± 5.68 43.41 ± 4.69 43.79  ± 5.25 45.08 ± 6.62 n.s 
Glucosa (mg/dL) 95.9 (90-107) 116 (92-124) 100 (93-118) 115 (96-132) <0.05§ 
Insulina (µIU/mL) 11 (5.25-15) 13.45 (5.4-20.45) 14.9 (8.70-24.60) 18.40 (9.35-36.85) n.s 
HOMA-IR 2.70 (1.42-3.38) 3.30 (1.94-6.73) 4.04 (2.16-6.88) 4.73 (2.64-12.83) <0.01§ 
DT2 (%) 2 (20) 4 (23.50) 6 (31.60) 20 (52.6) <0.05§ 
AST (IU/mL) 31.50 (22-43) 45 (28-79) 28 (23-52) 49 (25-73) n.s 
ALT (IU/mL) 29 (21-57) 32 (20-40) 25 (17-56) 42 (22-50) n.s 
GGT (IU/mL) 17 (12-45) 19 (13 - 39) 16 (13-25) 21 (16-34) n.s 
Adiponectina (µg/mL) 7.62 ± 2.44 7.05 ± 2.59 7.54 ± 2.26 5.9 ± 1.97 <0.05§ 
Leptina (ng/mL) 32.05 ± 21.42 28.96 ± 14.59 44.29 ± 38.01 47.12 ± 27.88 n.s 
Triglicéridos (mg/dL) 90.97 (62.28-104) 144 (104-229) 143.13 (97.7-178) 148.50 (127-217) <0.01*,‡,§ 
Colesterol total (mg/dL) 173.61 ± 36.64 175.76 ± 45.91 169.68 ± 35.97 163.74 ± 31.83 n.s 
HDL-C (mg/dL) 41.54 ± 12.37 30.24 ± 10.81 32.47 ± 9.81 28.71 ± 7.04 <0.05*,‡,§ 
LDL-C (mg/dL) 110.10 ± 28.64 111.59 ± 36.85 101.84 ± 26.41 94.32 ± 30.01 n.s 
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Figura 9: Frecuencia del HGNA en la población de estudio. Esteatosis simple, ES; HGNA, 

hígado graso no alcohólico; EHNA-L, EHNA limítrofe; EHNA, esteatohepatitis no alcohólica. Sin 

esteatosis (controles), n=10; con HGNA, n=74 (ES, n=17; EHNA L, n=19; EHNA, n=38). 

6.3 Determinación del contenido de lípidos hepáticos 

El contenido hepático de colesterol total (CTH) y colesterol libre (CLH) aumentó 

particularmente en el grupo de sujetos con EHNA en comparación a los sujetos sin 

EHNA (50% y 45%, respectivamente, P<0.05). No se observaron diferencias 

significativas entre los grupos de sujetos controles, esteatosis simple y EHNA-L 

(P>0.05) (Tabla 5). En contraste, el contenido de triglicéridos hepáticos (TGH) 

incrementó acorde a la progresión de la enfermedad, siendo el más elevado en el 

grupo con EHNA (P<0.05), mientras que el contenido de fosfolípidos hepáticos (FLH) 

fue similar en los cuatro grupos de estudio (Tabla 5). 

6.4 Asociación de la proteína hepática de ABCA1 y ABCG1 con 

HGNA 

Los niveles de mRNA de ABCA1 y ABCG1 no fueron significativamente diferentes entre 

los sujetos con EHNA y los controles sin esteatosis (P=0.471 y 0.621; respectivamente, 
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Figura 10). Sin embargo, el nivel de mRNA de ABCA1 fue significativamente menor en 

el grupo de sujetos con EHNA en comparación a los sujetos con esteatosis simple 

(P=0.030). A su vez, la concentración a nivel hepático de la proteína de ABCA1 fue 

más alta en el grupo control que en los sujetos con esteatosis simple y EHNA (P=0.052 

y P=0.008, respectivamente). Resultados similares se obtuvieron para la proteína 

ABCG1, aunque sólo se observaron diferencias significativas al comparar el grupo de 

sujetos con EHNA y los controles sin esteatosis (P=0.048). A su vez, la proteína 

ABCA1 se detectó mediante inmunohistoquímica en la región transmembranal y 

citoplasmática de los hepatocitos de los sujetos control, mientras que la intensidad de 

la señal de ABCA1 disminuyó en las biopsias de sujetos con EHNA (Figura 11). 

 

Tabla 5: Asociación del contenido de lípidos hepáticos con HGNA. 

 
Parámetro Controles (n=10) ES (n=17) EHNA-L (n=19) EHNA (n=38) 

Contenido CTH  0.10 ± 0.05 0.11  ± 0.05 0.09 ± 0.05 0.15 ± 0.09  δ 
Contenido CLH  0.08 ± 0.03 0.08  ± 0.03 0.07 ± 0.03 0.11 ± 0.08  δ 
Contenido TGH  0.57 ± 0.5 1.87  ± 1.5 * 1.14 ± 0.6 * 3.43 ± 1.9 *, §, δ 
Contenido FLH  0.50 ± 0.2 0.48  ± 0.3 0.45 ± 0.3 0.51 ± 0.3 

 
 
Los datos están expresados como la media ± la desviación estándar. 
 
Esteatosis simple (ES), EHNA-Limítrofe (EHNA-L), esteatohepatitis no alcohólica (EHNA), 

colesterol total hepático (CTH), colesterol libre hepático (CLH), triglicéridos hepáticos (TGH), 

fosfolípidos hepáticos (CFH). *P<0.05 vs. controles; §P<0.05 vs. ES; δP<0.05 vs. grupo sin 

EHNA. Grupo sin EHNA (controles, ES y EHNA-L). Los datos están expresados como mg/mg 

de proteína. 
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Figura 10: La concentración reducida de la proteína ABCA1 y ABCG1 está asociada con 
HGNA. (A) Nivel de mRNA de ABCA1 y ABCG1 en los diferentes estadios del HGNA (n=10, 

controles; n=17, esteatosis simple; n=19, EHNA-L y n=38, sujetos con EHNA. (B) Ejemplo 

representativo de un inmunoblot de ABCA1 y ABCG1 en tejido hepático de sujetos control, ES 

y EHNA. (C) Comparación de la concentración de la proteína de ABCA1 y ABCG1 en los 

diferentes estadios del HGNA. El nivel de mRNA de ABCA1 y ABCG1 se normalizó con β-

actina. Los valores de proteína fueron normalizados con α-tubulina, y representan la razón de 

las densidades ópticas (DO) de ABCA1 y ABCG1/α-tubulina. Control (CNTL), esteatosis simple 

(ES), EHNA-Limítrofe (EHNA-L) y esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). Los datos son 

presentados como la media ± error estándar.  

 

De manera interesante, las concentraciones de la proteína ABCA1 y ABCG1 fueron 

menores en los individuos con fibrosis moderada (F2) en comparación a aquellos sin 

fibrosis hepática (P=0.008 y P=0.004 para ABCA1 y ABCG1, respectivamente) (Figura 

12). 
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Figura 11: Micrografías representativas de la detección de ABCA1 mediante 
inmunohistoquímica.  (A) Biopsia de hígado de un sujeto control la cual muestra numerosos 

hepatocitos, la proteína ABCA1 se encuentra en el citoplasma y en la membrana celular. (B) 

Biopsia de un sujeto con EHNA la cual muestra una disminución de la intensidad de señal de 

ABCA1. Imagen tomada a 40X. 

 
  

 

 

 

 

 

 

Figura 12: La concentración reducida de la proteína ABCA1 y ABCG1 se asocia con 
fibrosis grado 2. (A) Ejemplo representativo de ABCA1/ABCG1 por inmunodetección tipo 

Western en tejido hepático de diferentes grados de fibrosis. (B) Distribución de la concentración 

de proteína de ABCA1 y ABCG1 en diferentes grados de fibrosis (F0, n=65; F1, n=14; F2, n=5). 

Los valores representan la razón de las densidades ópticas (DO) de ABCA1 y ABCG1/α-

tubulina. Los datos son presentados como la media ± error estándar. 
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6.5 Correlaciones de la proteína hepática de ABCA1 y ABCG1 con 

los parámetros bioquímicos y con el contenido de lípidos hepáticos 

 
Las concentraciones hepáticas de las proteínas ABCA1 y ABCG1 correlacionaron 

positivamente con las concentraciones del colesterol HDL (r=0.225, P=0.040; y r=0.347, 

P=0.001, respectivamente), colesterol total (r=0.281, P=0.010; y r=0.252, P=0.021, 

respectivamente) y LDL-C (r=0.309, P=0.004; and r=0.334, P=0.002, respectivamente). 

Por otra parte, la concentración de la proteína ABCA1, pero no de ABCG1 correlacionó 

positivamente con la concentración plasmática de adiponectina (r=0.231, P=0.043 y 

r=0.174, P=0.130, respectivamente). Con respecto al contenido de lípidos hepáticos, la 

concentración de la proteína ABCA1 presentó una correlación positiva y significativa 

con el contenido hepático de colesterol libre (r=0.270; P=0.014) y con el contenido de 

fosfolípidos (r=0.260, P=0.018). Por el contrario, la concentración de la proteína ABCG1 

no presentó correlación significativa con los lípidos hepáticos analizados (Tabla 6). 

Debido a que se ha reportado que la DT2 y/o los tratamientos hipoglucemiantes 

podrían alterar la expresión de ABCA1 [110,111], se realizó un análisis excluyendo a 

los sujetos con DT2 (n=32). Se demostró que el grupo de sujetos sin DT2 presenta la 

misma tendencia observada para los distintos parámetros analizados en la población 

completa (anexo 2). 

6.6 Correlación del nivel de miR-33a y miR-144 con la expresión de 

los genes ABCA1 y ABCG1 en biopsias hepáticas 

El nivel de miR-33a correlacionó inversamente con el nivel de mRNA de ABCA1 (r=-

0.221, P=0.050) y concentración de proteína (r=-0.305, P=0.006). Sin embargo, los



 51 

Tabla 6: Correlaciones entre las concentraciones de las proteínas de ABCA1/ABCG1 y 

los parámetros bioquímicos. 

 

Pruebas no paramétricas  (correlación Spearman) 

 

niveles de miR-33a no correlacionaron significativamente con el nivel de mRNA o 

concentración de proteína de ABCG1. Por otro lado, los niveles de miR-33b 

presentaron una correlación inversa con el nivel de mRNA de ABCA1 y ABCG1 (r=-

0.436, P=5.9x10-4; y r=-0.334, P=0.003; respectivamente), pero no con las 

concentraciones de las proteínas ABCA1 y ABCG1 (Tabla 7). 

 ABCA1   ABCG1   

  
Coeficiente 

de 
correlación 

Valor de  
P   

Coeficiente 
de 

correlación 

Valor de 
P 

IMC (kg/m2) -0.007 0.950 
 

0.131 0.237 
Glucosa (mg/dL) -0.132 0.240 

 
-0.140 0.212 

Insulina (µIU/mL)  -0.145 0.207 
 

-0.019 0.870 
HOMA-IR -0.152 0.195 

 
-0.020 0.864 

AST (IU/mL) -0.214 0.052 
 

-0.108 0.333 
ALT (IU/mL) -0.146 0.189 

 
-0.129 0.245 

GGT (IU/mL) 0.060 0.590 
 

-0.123 0.266 
Adiponectina (µg/mL) 0.231 0.043 

 
0.174 0.130 

Leptina (ng/mL) 0.016 0.888 
 

0.061 0.601 
Triglicéridos (mg/dL) 0.080 0.472  -0.016 0.887 
Colesterol (mg/dL) 0.281 0.010  0.252 0.021 
HDL-C (mg/dL) 0.225 0.040  0.347 0.001 
LDL-C (mg/dL) 0.309 0.004  0.334 0.002 
Contenido TGH (mg/mg Proteína) -0.075 0.505 

 
-0.140 0.211 

Contenido CTH (mg/mg Proteína) 0.203 0.067 
 

0.047 0.674 
Contenido CLH (mg/mg Proteína) 0.270 0.014 

 
0.040 0.718 

Contenido FH   (mg/mg Proteína) 0.260 0.018 
 

0.047 0.676 
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De manera similar, el nivel de miR-144 mostró una correlación inversa con el 

nivel de mRNA y concentración de proteína ABCA1 (r=-0.142, P=0.220 y r=-0.229, 

P=0.043, respectivamente), pero no con la expresión del gen ABCG1 (Tabla 7).  

 

Tabla 7: Correlaciones entre el nivel hepático de microRNAs y la expresión de los 

genes ABCA1/ABCG1. 

 

En consistencia con la correlación inversa entre miR-33a/144 y ABCA1, estos 

microRNAs presentaron una correlación inversa con la concentración plasmática del 

colesterol HDL (r=-0.313, P=0.004; para miR-33a) y (r=-0.221, P=0.043; para miR-144). 

6.7 Asociación del nivel de miR-33a y miR-144 con HGNA 

Aunque el nivel relativo de miR-33a aumentó de manera progresiva con respecto a la 

enfermedad, sólo fue estadísticamente significativo y más alto en individuos con EHNA 

en comparación al grupo de sujetos control sin esteatosis (P=0.006) (Figura 13). Esta 

diferencia se mantuvo significativa incluso después de ajustar por las concentraciones 

de la proteína ABCA1 (P=0.018), sugiriendo que miR-33a podría participar en el 

 miR-33a  miR-33b  miR-144       

  Coeficiente  
de correlación 

Valor de  
P   Coeficiente  

de correlación 
Valor de  
P   Coeficiente  

de correlación 
Valor de  
P 

ABCA1 mRNA -0.221 0.050 
 

-0.436 5.9×10-4 
 

-0.142 0.212 

ABCA1 Proteína -0.305 0.006 
 

0.070 0.538   -0.229 0.043 
         ABCG1 mRNA -0.143 0.209 

 
-0.334 0.003 

 
0.041 0.720 

ABCG1 Proteína -0.181 0.110 
 

0.015 0.894   -0.131 0.251 

 
Pruebas no paramétricas  (correlación Spearman) 
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desarrollo del HGNA mediante la regulación de otros genes blanco. Por otra parte, el 

nivel relativo de miR-144 fue significativamente más alta sólo en los sujetos con EHNA 

(P=0.024) (Figura 13), cabe mencionar que esta diferencia no permaneció significativa 

después de ajustar por las concentraciones de la proteína ABCA1, aunque mantuvo 

una tendencia (P=0.081). El nivel relativo de miR-33b no presentó diferencias 

significativas entre grupos (P>0.05) (Figura 13).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: El nivel de miR-33a y miR-144 está incrementado en sujetos con EHNA.  El 

nivel relativo de miR-33a/b y miR-144 se midió en tejido hepático de sujetos con obesidad clase 

II/III mediante sondas TaqMan con PCR en tiempo real de sujetos control (n=10), esteatosis 

simple (n=17), EHNA-L (n=19) y EHNA (n=38). La abundancia relativa de los microRNAs se 

calculó después de la normalización con “small nuclear RNA U6” (RNU6B). Control (CNTL), 

esteatosis simple (ES), EHNA-Limítrofe (EHNA-L) y esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). Los 

experimentos se realizaron por triplicado y los datos están presentados como la media ± error 

estándar. 

Llama la atención que el nivel relativo de miR-33a y miR-144 fue más alto en 

sujetos con fibrosis moderada (F2), que en aquellos con fibrosis grado 0, aunque la 

diferencia no fue significativa (P=0.098 y P=0.168, respectivamente), (Figura 14).  
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Figura 14: Distribución de los niveles de miR-33a y miR-144 en diferentes grados de 
fibrosis. (F0, n=65; F1, n=14; F2, n=5). La abundancia relativa de los microRNAs se calculó 

después de la normalización con RNU6B. Los datos están presentados como la media ± error 

estándar. 

6.8 Correlación del nivel de miR-33a con la expresión de los genes 

CROT, CPT1A y HADHB, y asociación con HGNA 

Como se mencionó previamente, la asociación del nivel de miR-33a con la EHNA se 

mantuvo significativa aun después de ajustar por la concentración de la proteína 

ABCA1 (P=0.018), lo que indica la participación de otros genes blanco para miR-33a en 

el desarrollo del HGNA, incluidos algunos participantes en el catabolismo de los ácidos 

grasos. 

 

El nivel de miR-33a y los niveles de mRNA de CROT y HADHB 

correlacionaron inversamente aunque sin significancia estadística (r=-0.185, P=0.140; 

r=-0.238, P=0.056, respectivamente). Mientras que el nivel de mRNA de CPT1A 

presentó una correlación inversa muy baja con los niveles de miR-33a (r=-0.056, 
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P=0.650). Además, el nivel de miR-33a presentó una relación inversa y significativa con 

la concentración de la proteína de CROT (r=-0.271, P=0.028), mientras que la 

concentración de la proteína de HADHB sólo presentó una tendencia negativa (r=-

0.184, P=0.139, Tabla 8). 

 

Tabla 8: Correlación del nivel de miR-33a con el de mRNA de sus genes blanco en el 

metabolismo de los ácidos grasos. 

 
  miR-33a   
   
 

Coeficiente de 
Correlación Valor P  

 mRNA    
CROT  -0.185 0.140  HADHB  -0.238 0.056  CPT1A  -0.058 0.650      
Proteína    
CROT -0.271 0.028  
HADHB -0.184 0.139  

 
Pruebas no paramétricas  (correlación Spearman), n=66. 
 

Con respecto a la asociación con HGNA. Los niveles de mRNA de CROT, 

CPT1A y HADHB fueron más bajos en sujetos con esteatosis simple que los controles 

sin esteatosis (P=0.115, P=0.030 y P=0.017, respectivamente) (Figura 15). De igual 

manera, los niveles de mRNA de CROT, CPT1A y HADHB fueron menores en sujetos 

con EHNA, aunque ninguna de estas diferencias fue significativa (P=0.115, P=0.100 y 

P=0.053, respectivamente) (Figura 15).  
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Figura 15: Niveles de mRNA de CROT, HADHB y CPT1A en los diferentes estadios del 
HGNA. La  expresión de los genes se analizó en muestras con suficiente cantidad de tejido, 

n=66. (n=9, controles; n=14, ES; n=14, EHNA-L y n=29, sujetos con EHNA. El nivel relativo de 

mRNA se normalizó con β-actina. Control (CNTL), esteatosis simple (ES), EHNA-Limítrofe 

(EHNA-L) y esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). Los datos son presentados como la media ± 

error estándar.  

 
Por otro lado, la concentración de la proteína CROT fue más baja en los 

sujetos con esteatosis simple y EHNA que el grupo control, aunque la diferencia no 

alcanzó significancia estadística (P=0.072, P=0.221, respectivamente), mientras que la 

concentración de la proteína de HADHB fue similar en los distintos grupos con HGNA 

(P>0.3) (Figura 16).  

6.9 Correlación entre el nivel hepático de miR-144 y su gen blanco 

TLR2, y asociación con HGNA  

Un estudio previo encontró que el nivel de miR-144 correlacionó negativamente con la 

expresión del gen TLR-2 en el hígado de ratas con EHNA inducida con una dieta alta 

en grasa [90]. Por tanto, en este estudio se evaluó la correlación de miR-144 con la 
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expresión de TLR2 y su asociación con el HGNA. Aunque se ha predicho que TLR-2 en 

humano tiene un sitio de unión para miR-144 en la región 3’UTR, el nivel de miR-144 

no correlacionó significativamente con el nivel del mRNA o proteína de TLR2 (r=132, 

P=0.293; r=-0.023, P=0.856, respectivamente, Tabla 9). 

 

 
 

 

 
 
 

 
 
Figura 16: Relación de la concentración de proteína de CROT y HADHB con HGNA. (A) 

Ejemplo representativo de inmunodetección tipo Western de CROT y HADHB de sujetos control 

(n=9), ES (n=14), EHNA-L (n=14) y EHNA (n=29). (B) Comparación de la expresión de proteína 

de CROT y HADHB en sujetos control, ES, EHNA-L y EHNA. Los valores representan la razón 

de las densidades ópticas (DO) de CROT y HADHB/β-actina. Control (CNTL), esteatosis simple 

(ES), EHNA limítrofe (EHNA-L) y esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). Los datos son 

presentados como la media ± error estándar. n=66. 

 

Tabla 9: Correlación del nivel de miR-144 con la expresión del gen TLR2. 

  miR-144 
   

 

Coeficiente de 
correlación Valor P  

 
TLR2 mRNA 0.132 0.293 

TLR2 Proteína 0.023 0.856 
 
Pruebas no paramétricas  (correlación Spearman), n=66 
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Además, los niveles de mRNA de TLR2 no variaron entre los diferentes 

grupos de estudio (P=0.880) (Figura 17 A). A su vez, mientras las concentraciones de 

proteína aumentaron gradualmente con la severidad de la enfermedad, las diferencias 

no fueron estadísticamente significativas (P=0.170, Figura 17 B-C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17: Relación de la expresión del gen TLR2 con HGNA. (A) Niveles de mRNA de 

TLR2 en diferentes estados del HGNA (n=9, controles; n=14, ES; n=14, EHNA-L y n=29, 

EHNA). (B) Inmunodetección tipo Western de TLR2 en tejido hepático de sujetos controles, ES, 

EHNA-L y EHNA. (C) Comparación de las concentraciones de proteína de TLR2 en sujetos 

control, ES, EHNA-L y EHNA. Los valores del nivel de mRNA y concentración de proteína de 

TLR2 se normalizaron con β-actina. Control (CNTL), esteatosis simple (ES), EHNA-limítrofe 

(EHNA-L) y esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). Los datos son presentados como la media ± 

error estándar. n=66. 
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7 DISCUSIÓN 
 
 
En estudios recientes se ha demostrado que el incremento de colesterol libre está 

implicado en los estados más avanzados del HGNA, tales como esteatohepatitis y 

fibrosis hepática [31,32,49,59]. El eflujo del colesterol es uno de los mecanismos 

participantes en la regulación de la concentración de colesterol hepático, éste tiene una 

participación importante no sólo en el metabolismo de los lípidos y en la fisiología 

normal del hígado, sino también en distintos procesos patológicos incluyendo el HGNA 

[43,72,112]. Por ello, en este estudio se analizó la relación entre la expresión hepática 

de los transportadores ABCA1/ABCG1, los cuales representan un paso limitante en el 

eflujo de colesterol; los microRNAs miR-33a/b y miR-144, reguladores de la expresión 

de estos transportadores y su asociación con el desarrollo del HGNA. 

7.1 Incremento en los niveles de colesterol libre en sujetos con 

esteatohepatitis 

En la presente investigación se observó un incremento en el contenido de colesterol 

libre hepático en los sujetos con esteatohepatitis, pero no en los pacientes con 

esteatosis simple, lo que sugiere que el colesterol está implicado en la segunda 

agresión del HGNA. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que 

presentan niveles aumentados de colesterol libre en el hígado de sujetos con 

esteatohepatitis [31,32]. Sin embargo, el mecanismo a través del cual el aumento de  

colesterol libre hepático condiciona al desarrollo de esteatohepatitis, aun no se ha 

dilucidado completamente. Se ha propuesto que el efecto citotóxico del colesterol, la 

disrupción de la integridad de la membrana mitocondrial y del retículo endoplasmático 
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(RE), podrían estar relacionados con desarrollo del estrés oxidativo y del RE, 

mecanismos asociados a la segunda agresión del HGNA, en la cual se presenta la 

esteatohepatitis [31,36,113,114].  

7.2 Participación de los transportadores de colesterol ABCA1 y 

ABCG1 en el HGNA 

La concentración de la proteína ABCA1 se encontró reducida en sujetos con esteatosis 

simple aunque sólo presentaron diferencias significativas en sujetos con 

esteatohepatitis. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos en modelos 

murinos, donde la esteatohepatitis se asoció con la disminución en la concentración de 

la proteína ABCA1 y a un incremento en el contenido de lípidos hepáticos (colesterol, 

triglicéridos y AGL), mientras que la sobre-expresión de ABCA1 resultó en el aumento 

del eflujo de colesterol y la disminución del contenido de lípidos hepáticos [72,73]. Sin 

embargo, un estudio en sujetos de origen asiático con sobrepeso, reveló un incremento 

en la concentración hepática de la proteína ABCA1 en pacientes con esteatosis simple 

[115]. Las inconsistencias observadas entre la expresión hepática de ABCA1 y su 

asociación con el HGNA en las distintas poblaciones estudiadas, podría deberse, al 

menos en parte, a las diferencias étnicas, antropométricas y clínicas de los pacientes 

participantes en los diversos estudios. Particularmente, en este trabajo se incluyeron 

sujetos mexicanos con obesidad clase II/III, la cual representa un padecimiento cuya 

fisiopatología es distinta a la observada en sujetos con sobrepeso [116]. Por ejemplo, a 

diferencia de lo observado en el grupo de sujetos asiáticos, en los cuales tanto las 

concentraciones del colesterol HDL, como de la proteína ABCA1 aumentan ligeramente 

en los sujetos con esteatosis simple, en el presente estudio, las concentraciones de 
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estos dos parámetros se encuentran disminuidas en sujetos con esteatohepatitis, 

sugiriendo una reducción en la biogénesis de las HDLs y en el eflujo del colesterol 

hepático, lo cual denota las diferencias metabólicas que pueden ser encontradas en las 

distintas poblaciones de estudio. De igual manera, se observó una disminución en la 

concentración hepática de la proteína ABCG1 en sujetos con esteatohepatitis. Estos 

hallazgos son consistentes con lo observado recientemente por Min y colaboradores 

[59], quienes informaron una reducción en la concentración de proteína de ABCG1 en 

sujetos con esteatohepatitis.   

 

Además, las concentraciones hepáticas de las proteínas de ABCA1 y 

ABCG1 correlacionaron positiva y significativamente con la concentración plasmática 

del colesterol HDL, indicando un mayor eflujo de colesterol en el hígado. Por tanto, una 

correlación negativa con el contenido de colesterol hepático podría ser anticipada. Sin 

embargo, aunque las concentraciones de las proteínas ABCA1 y ABCG1 disminuyeron 

y el contenido de colesterol libre hepático aumentó en biopsias con esteatohepatitis, 

ambos parámetros, concentraciones de proteína (ABCA1 y ABCG1) y el colesterol 

libre, no presentaron una correlación inversa. De hecho, la concentración de proteína 

de ABCA1 presentó una correlación positiva con el contenido de colesterol libre. Una 

posible explicación podría ser atribuida a que las variaciones en las concentraciones de 

ABCA1 afectan otras rutas en el metabolismo del colesterol. En el modelo murino se 

observó que la sobre-expresión hepática de ABCA1 conduce a un incremento en el 

contenido de colesterol hepático, aparentemente mediado por la expresión 

incrementada de genes que elevan el contenido de colesterol hepático tales como la 
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HMGCR, el receptor LDL-R y la proteína relacionada al receptor LDL (LRP) [117]. Lo 

cual podría explicar, al menos en parte, la correlación positiva entre el incremento en 

las concentraciones de proteína ABCA1 y la acumulación del colesterol libre hepático. 

Además, en otro estudio se demostró que el aumento en el contenido de colesterol 

incrementa la abundancia de la proteína ABCA1 por mecanismos de ubiquitinación, 

limitando la degradación de este transportador [118]; los autores sugieren que la 

estabilización de ABCA1 permite a las células exportar el exceso de colesterol y 

restaurar el balance en la homeostasis celular [118]. Por lo tanto, en el presente 

estudio, la concentración de la proteína ABCA1 podría aumentar debido al incremento 

en el contenido de colesterol hepático, en un intento por mantener la homeostasis del 

colesterol; lo cual podría explicar también la correlación positiva encontrada entre estos 

dos parámetros. El hecho de que la concentración de la proteína ABCA1 permanezca 

reducida en los sujetos con esteatohepatitis, sugiere la existencia de mecanismos 

adicionales ejerciendo una regulación negativa y afectando el eflujo del colesterol 

hepático. Por tanto, aunque es difícil establecer en que medida los transportadores del 

eflujo de colesterol ABCA1 y ABCG1, modulan la acumulación del colesterol hepático, 

las concentraciones disminuidas de estas proteínas en sujetos con esteatohepatitis, y 

la correlación positiva con las concentraciones reducidas del colesterol HDL, indican 

una disminución en el eflujo de colesterol, y en consecuencia, podrían desencadenar 

disfunción mitocondrial y estrés en el retículo endoplasmático, características 

asociadas a la esteatohepatitis.  

Además, en un estudio reciente en células estelares hepáticas, se demostró 

que la disminución en la expresión del gen ABCA1 aumenta la acumulación de 
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colesterol libre y contribuye a la activación de células estelares hepáticas [49], las 

cuales tienen una participación relevante en la fisiopatología de la fibrosis. Lo anterior 

podría explicar por qué las concentraciones de las proteínas ABCA1 y ABCG1 

disminuyeron drásticamente en sujetos con fibrosis. Por lo que estudios futuros in situ 

en este grupo de sujetos, ayudarán a entender las posibles implicaciones de estos 

transportadores en el desarrollo de procesos fibrogénicos. De manera adicional, otro 

mecanismo por el cual el transportador ABCA1 podría tener una participación en la 

prevención del HGNA, es a través de la modulación de la respuesta inflamatoria. Se ha 

descrito en macrófagos, que la interacción entre apoA1 y ABCA1 activa la ruta cinasa 

Janus 2 y el transductor de señal y activador de la transcripción 3 (JAK2/STAT3), lo 

cual suprime la respuesta inflamatoria independiente del transporte de lípidos [119]. Por 

lo que será de relevancia evaluar este mecanismo, tanto en humanos como en 

modelos experimentales con esteatohepatitis, para definir si la disminución en la 

expresión de ABCA1 modula procesos inflamatorios, vía JAK2/STAT3. 

7.3 Correlación de las concentraciones plasmáticas de adiponectina 

con las concentraciones hepáticas de la proteína ABCA1  

La correlación positiva observada en la presente investigación, entre la concentración 

de adiponectina en suero y la concentración hepática de la proteína de ABCA1,  podría 

explicar en parte, la disrupción en la homeostasis del eflujo de colesterol. En estudios 

previos se ha demostrado una correlación positiva �dosis dependiente� entre la 

concentración de adiponectina recombinante humana y las concentración de proteína 

ABCA1 en cultivos primarios de hepatocitos y en líneas células hepáticas de humano 

[120,121]. Además, en tejido hepático de ratón, “knock-out” para adiponectina, 
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disminuyó la concentración de la proteína de ABCA1 [122]. Por tanto, aunque no se ha 

descrito el mecanismo por el cual la adiponectina regula la expresión hepática de 

ABCA1, estos resultados sugieren que las concentraciones reducidas de adiponectina 

en sujetos con esteatohepatitis podrían contribuir a la disminución de las 

concentraciones hepáticas de la proteína ABCA1. Sin embargo, llama la atención que 

la asociación de las concentraciones reducidas de la proteína de ABCA1 con 

esteatohepatitis se mantuvo significativa, aun después de ajustar por las 

concentraciones plasmáticas de adiponectina (P=0.035), lo cual sugiriere que otros 

mecanismos, además de los que involucran a la adiponectina, podrían estar modulando 

la expresión de ABCA1 en la enfermedad del HGNA.   

7.4 Correlación del nivel de miR-33 a y b con la expresión hepática 

de los genes ABCA1 y ABCG1, y asociación con el HGNA 

 
Dado que las proteínas ABCA1 y ABCG1 se encuentran reducidas en los sujetos con 

esteatohepatitis, pero sin variación significativa en los niveles de mRNA, es factible 

considerar la participación de mecanismos post-transcripcionales que regulen el eflujo 

del colesterol. En distintos estudios se ha descrito que miR-33 reprime la expresión de 

la proteína ABCA1 en cultivos de líneas celulares hepáticas de ratón y humano, así 

como la expresión de ABCG1 en hepatocitos de origen murino [75,84].  

 
En este estudio, el nivel de miR-33a presentó una correlación inversa y 

significativa con la concentración de la proteína ABCA1, pero sólo una tendencia con el 

nivel de mRNA de ABCA1. Estos resultados son consistentes con lo observado en 

biopsias hepáticas de primates no-humanos, donde el tratamiento con anti-miR-33 
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presentó un efecto modesto sobre los niveles de mRNA de ABCA1, pero un fuerte 

incremento en la expresión de la proteína de ABCA1 [76]. Por el contrario, el nivel de 

miR-33a no correlacionó con la concentración hepática de la proteína ABCG1, lo cual 

es congruente con la ausencia de un sitio de reconocimiento conservado en humanos 

para miR-33a en el gen ABCG1 [84]. Por tanto, miR-33a podría tener una participación 

en la reducción del eflujo del colesterol principalmente a través de la regulación de las 

concentraciones de la proteína ABCA1. Estos hallazgos son consistentes, con el 

incremento progresivo de miR-33a observado desde la esteatosis hasta la 

esteatohepatitis, efecto contrario observado con las concentraciones de la proteína 

ABCA1. Además, el nivel de miR-33a correlacionó inversamente con la concentración 

plasmática del colesterol HDL, sugiriendo una reducción del eflujo del colesterol 

hepático, posiblemente a través de la reducción de ABCA1, y en consecuencia de la 

biogénesis de las HDLs. En este sentido, el incremento de miR-33a en los sujetos con 

esteatohepatitis podría contribuir a la acumulación de colesterol hepático y 

desencadenar reacciones adversas asociadas al incremento del colesterol y/o 

modulación de ABCA1. 

 
Por otra parte, la correlación inversa de miR-33b con el nivel hepático del 

mRNA de ABCA1, está en línea con lo observado en un modelo de ratón que expresa 

el miR-33b o en primates no-humanos, en los cuales miR-33b correlaciona 

inversamente con el nivel del mRNA de ABCA1 en el hígado [123,124]. Además, la 

correlación inversa de miR-33b con el nivel de mRNA de ABCG1 observada en la 

presente investigación, podría atribuirse a una unión no totalmente complementaria con 

el mRNA de ABCG1, induciendo su degradación; mecanismo propuesto para algunos 
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microRNAs [81,125,126]. Lo anterior podría deberse a que las isoformas de miR-33a y 

miR33b difieren en sólo dos nucleótidos de su secuencia madura, aunque son idénticos 

en la región de reconocimiento [88]. En este sentido, el miR-33b podría adherirse a 

sitios de unión en la región 3’UTR de ABCG1, lo cual podría resultar en la degradación 

y/o desestabilización de su mRNA. Además, esta diferencia de nucleótidos podría 

explicar la ausencia de correlación de miR-33b con la concentración de la proteína 

ABCA1 y ABCG1, afectando quizá la dinámica de la degradación y el almacenamiento 

del mRNA de sus genes banco en los cuerpos P [127]. Adicionalmente, el mecanismo 

de represión traduccional podría ser completamente diferente entre estas dos 

isoformas [81]. Por lo que, la correspondencia entre la desestabilización del mRNA y la 

disminución en la concentración de proteína podría estar distorsionada [128]. De 

manera adicional, es importante resaltar que no se encontraron diferencias 

significativas de miR-33b en los diferentes grupos de estudio, ni tampoco una relación 

con las concentraciones plasmáticas del colesterol HDL. Por lo tanto, estos datos 

sugieren que miR-33b no tiene una participación en el desarrollo del HGNA, a través de 

la regulación en el eflujo de colesterol.  

7.5 Correlación del nivel de miR-144 con la expresión del gen 

ABCA1, y asociación con HGNA 

 
Se ha demostrado que la inducción con análogos de miR-144 también reduce la 

concentración de la proteína ABCA1 y el eflujo de colesterol en líneas celulares 

hepáticas de humano [86]. Por ello, se decidió explorar la asociación de miR-144 con la 

expresión hepática del gen ABCA1 y con el HGNA, encontrando una correlación 
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inversa y significativa de miR-144 con la concentración de la proteína ABCA1, pero no 

con el mRNA. Por tanto, al igual que miR-33a, la reducción en las concentraciones de 

proteína de ABCA1 podría estar influenciada por el incremento de miR-144, actuando a 

nivel post-transcripcional. Además, un hecho interesante es que el nivel de miR-144 

incrementó particularmente en sujetos con esteatohepatitis, lo que indica la 

participación de miR-144 en estados más avanzados de la enfermedad, que es 

consistente a lo observado en un modelo de ratón, el cual fue tratado con un análogo 

de miR-144, en el que aumentó el contenido de colesterol hepático; así como las 

concentraciones plasmáticas de TNF-α, interleucina 1β (IL-1β) y interleucina 6 (IL-6) 

[129]. Lo anterior indica que miR-144 promueve la producción de citocinas pro-

inflamatorias, las cuales son características del desarrollo a esteatohepatitis.  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que la reducción en la concentración 

hepática de la proteína ABCA1 en los sujetos con esteatohepatitis, es modulada por el 

incremento de miR-33a y miR-144 en este grupo de sujetos, y podría contribuir al 

desarrollo del HGNA, al menos en parte, a través de la inhibición del eflujo del 

colesterol. 

7.6 Otros genes blanco para miR-33  

Se ha demostrado que miR-33a regula otros genes blanco, incluyendo genes que 

codifican proteínas involucradas en el catabolismo de los ácidos grasos (CROT, 

HADHB y CPT1A) [82,88,89]. Por tanto, se decidió explorar la relación de miR-33a con 

la expresión de estos genes, encontrando que miR-33a correlacionó inversamente con 

el nivel hepático del mRNA de CROT y HADHB, pero no con el nivel del mRNA de 



 
 
 

 68 

CPT1A, consistente con lo observado en biopsias hepáticas de primates no-humanos 

con síndrome metabólico, en donde el tratamiento con anti-miR-33a reveló un efecto 

modesto sobre los niveles del mRNA de CROT y HADHB, sin observar cambios en el 

nivel de CPT1A [123]. Además, únicamente la concentración de la proteína CROT 

correlacionó negativa y significativamente con el nivel de miR-33a, en línea con la 

reducción en la concentración de esta proteína en el grupo de sujetos con esteatosis. 

Por tanto, el incremento en el nivel de miR-33a podría reducir la oxidación de los ácidos 

grasos, a través de la inhibición de CROT, limitando la trans-esterificación a ésteres de 

carnitina, y de esta manera, evitando el transporte de moléculas de acil-CoA a la 

mitocondria. En consecuencia, la acumulación de ácidos grasos en el hígado podría 

contribuir al desarrollo del HGNA, al menos, en los primeros estadios de la enfermedad. 

Cabe mencionar, que aun cuando en hepatocitos y líneas celulares hepáticas de 

humano, el microRNA-33a regula la expresión de distintos genes en el catabolismo de 

los ácidos grasos [82,88,89], su efecto in vivo y bajo condiciones de alteraciones 

metabólicas podría ser diferente, como se observó en el este estudio y en primates no 

humanos con obesidad [123], en los que se evidenció que miR-33a parece tener 

únicamente un efecto modesto sobre la expresión del gen CROT. Por lo que miR-33a 

podría tener una participación más importante en la esteatohepatitis, a través de la 

regulación del transportador del eflujo de colesterol ABCA1, en presencia de obesidad. 

7.7 Asociación de la expresión del gen TLR-2 con el nivel hepático 

de miR-144 e HGNA  

De manera reciente, en un modelo de rata con esteatohepatitis inducida con una dieta 

alta en grasa y deficiente en metionina y colina, se demostró que la modulación de 
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miR-144 podría contribuir a la producción de citocinas pro-inflamatorias y a la 

progresión de esteatohepatitis a través de la regulación de TLR2 [90]. Aunque se 

predice mediante análisis bio-informáticos, que el gen de TLR2 en humano contiene un 

elemento de respuesta para miR-144 en su región 3’ UTR; �en contraste a lo 

observado con la expresión de ABCA1�  en el presente estudio no se encontró una 

correlación significativa entre miR-144 y la expresión del gen TLR2 (mRNA o proteína). 

Esto podría atribuirse a que TLR2 tiene sólo un sitio de unión para miR-144 mientras 

que ABCA1 contiene 7 elementos de respuesta [87]. Además, basados en análisis 

bioinformáticos que utilizan el score mirSVR [130], se predice que ABCA1 tiene 

mayores probabilidades de ser modulado por miR-144 que TLR2. Por tanto, esta 

carencia de correlación podría ser atribuida a niveles insuficientes de miR-144, sin 

capacidad para ejercer su función reguladora sobre la expresión del gen TLR2 [131]. 
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8 CONCLUSIONES 
 
Este estudio permite concluir que la concentración hepática de ABCA1, proteína 

importante en el eflujo de colesterol, se encuentra en un bajo nivel en los sujetos con 

esteatohepatitis. Esta disminución puede ser explicada en parte, por el aumento en los 

niveles de miR-33a y miR-144, lo cual podría contribuir a la patogénesis de la 

esteatohepatitis a través de la reducción del eflujo del colesterol. Éste es el primer 

estudio que demuestra que los niveles hepáticos de miR-33a y miR-144 están 

incrementados en sujetos con esteatohepatitis. Además, la variación del nivel de estos 

microRNAs podría alterar otras rutas metabólicas, indispensables para mantener la 

homeostasis de los lípidos hepáticos, como es el catabolismo de los ácidos grasos a 

través de la inhibición de la proteína CROT. En conjunto, estos hallazgos contribuyen al 

entendimiento de la patogénesis de la esteatohepatitis no alcohólica en sujetos con 

obesidad.  
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9 PERSPECTIVAS 
 
 

x Debido a que la participación de ABCA1, en el desarrollo de la fisiopatología de 

la esteatohepatitis, podría ser independiente del nivel de colesterol libre, será 

importante evaluar su participación en la respuesta inflamatoria, independiente del 

transporte de lípidos. Por ejemplo, a través de la activación de la ruta JAK2/STAT3. 

 

x El estudio aporta evidencia de que la concentración de la proteína ABCG1 está 

reducida en sujetos con esteatohepatitis, pero no los niveles del mRNA. Por lo tanto, 

será importante evaluar otros microRNAs, que regulen las concentraciones de la 

proteína ABCG1 en este estadio de la enfermedad. 

 

x Es de gran interés estudiar la asociación de ABCA1 y ABCG1 con fibrosis, y 

determinar, además de miR-33a, otros factores involucrados en su regulación. Por lo 

tanto, se requerirán estudios tanto en células estelares hepáticas como in-situ para 

definir su participación en la fibrosis hepática en humanos. 

 

x Debido a que la asociación de miR-33a con fibrosis sólo presentó una tendencia, 

en un grupo reducido de sujetos, será necesario confirmar esta asociación en un 

estudio con mayor número de individuos. 

 

x Es de gran interés definir si la modulación terapéutica de estos microRNAs 

puede ser útil para el tratamiento del HGNA. 
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11 ANEXOS 
Anexo 1. Parámetros antropométricos y bioquímicos estratificados por sexo. 
  

 
Características   Control (n=10)  Esteatosis simple (n=17)  EHNA-L (n=19)  EHNA (n=38)    Valor P       

(todos) 
Valor P 

(mujeres) 

  
Mujeres 

(n=8) 
Hombres 

(n=2)  
Mujeres  
(n=11) 

Hombres 
(n=6)  

Mujeres  
(n=14) 

Hombres 
(n=5)  

Mujeres  
(n=21) 

Hombres 
(n=17)   

 Edad (años) 
 33.75 ± 8.28 46.5 ± 2.12  37.09 ± 7.61 34.67 ± 8.24  39.21 ± 10.74 39.8 ± 7.05  34.71 ± 9.66 37.47 ± 8.27  n.s n.s 

IMC (kg/m2) 
 46.32 ± 5.08 42.17 ± 7.02  42.14 ± 3.93 45.52 ± 5.45  43.57 ± 5.54 44.41 ± 4.87  45 ± 6.75 45.19 ± 6.67  n.s n.s 

Glucosa (mg/dL) 
 95.9 (90.5-105.5) 96.5 (86-107)  118 (94-119) 105.5 (92-132)  98.5 (93-118) 107 (99-117)  122 (100-133) 106 (92-132)  <0.05§ <0.05§ 

Insulina (µIU/mL) 
 11 (5.7-14.9) 9.5 (3.9-15.1)  10.8 (4.6-23.1) 13.55 (9.6-16.8)  10.2 (8.7-18.9) 24.65 (16.6-31.95)  10.25 (8.4-29.15) 22.85 (14.65-43.95)  n.s n.s 

HOMA-IR 
 2.76 (1.82-3.44) 2.12 (1.03-3.21)  4.45 (1.74-8.17) 3.3 (3.12-3.82)  2.53 (2.16-5.11) 6.82 (4.3-9.38)  2.69 (2.2-8.46) 6.39 (4.06-16.21)  <0.01§ n.s 

DT2 (%) 
 1(12.5) 1(50)  2(18.2) 2(33.3)  6(42.9) 0(0)  14(66.7) 6(35.3)  <0.05§ <0.05§ 

AST (IU/mL) 
 25 (21-42.5) 46.5 (38-55)  45 (21-94) 51 (39-79)  28 (23-53) 39 (21-43)  56.5 (26-87.5) 46 (24-69)  n.s n.s 

ALT (IU/mL) 
 23.5 (20-58.5) 45.5 (34-57)  20 (19-40) 41 (33-91)  23.5 (17-58) 30 (18-47)  39.5 (26-50.5) 44 (21-50)  n.s n.s 

GGT (IU/mL) 
 15 (10.5-34.5) 33 (18-48)  16 (12-41) 22 (15-36)  14 (12-21) 25 (16-36)  19.5 (14-29) 29 (17-45)  n.s n.s 

Adiponectina (µg/mL) 
 8.34 ± 2.1 5.46 ± 2.69  7.16 ± 3 6.88 ± 1.96  7.94 ± 2.34 6.24 ± 1.58  6.85 ± 1.78 4.71 ± 1.51  <0.05§ n.s 

Leptina (ng/mL) 
 38.64 ± 20.53 12.29 ± 7.87  32.74 ± 15.85 22.67 ± 10.5  53.13 ± 39.38 15.54 ± 7.87  51.36 ± 32.91 41.83 ± 19.71  n.s n.s 

Triglicéridos (mg/dL) 
 90.97 (70-102.5) 115.93 (58-173.85)  155 (128-241) 116.95 (91-139)  145.55 (90-178) 143.13 (118-174)  140 (124-185) 184 (135-273)  <0.01*,‡,§ <0.01*,‡,§ 

Colesterol total 
(mg/dL)  162.01 ± 30.65 220 ± 11.31  189.64 ± 43.66 150.33 ± 41.63  162.71 ± 36.9 189.2 ± 27.4  160.43 ± 31.37 167.82 ± 32.87  n.s n.s 

HDL-C (mg/dL) 
 40.68 ± 9.45 45 ± 26.87  32.36 ± 12.89 26.33 ± 3.67  32.36 ± 9.17 32.8 ± 12.62  29.93 ± 7.85 27.19 ± 5.77  <0.05*,‡,§ <0.05 § 

LDL-C (mg/dL) 
 105.63 ± 27.85 128 ± 33.94  125.45 ± 37.29 86.17 ± 19.1  97.36 ± 23.83 114.4 ± 32.02  95.65 ± 26.75 92.76 ± 34.23  n.s n.s 

  
 Los datos son mostrados como la media ± la desviación estándar, mediana (rango intercuartil) o n (%) 

 

Abreviaturas: IMC, índice de masa corporal; HOMA-IR, Homeostatic model assessment for insulin resistance (por sus siglas en inglés); DT2, diabetes tipo II; AST, aspartato amino-transferasa 

(aspartate transaminase, por sus siglas en inglés); ALT, alanino amino-transferasa (alanine transaminase, por su siglas en inglés); GGT, gama gutamil transpeptidasa (gamma glutamyl 

transpeptidase, por sus siglas en inglés); HDL-C, colesterol de las lipoproteínas de alta densidad (high-density lipoprotein colesterol, por sus siglas en inglés); LDL, lipoproteínas de baja 

densidad (low-density lipoprotein, por sus siglas en inglés); ES, esteatosis simple; EHNA-L, EHNA-limítrofe; EHNA, esteatohepatitis no alcohólica. Valor *P  corresponde a las comparaciones  

entre los controles y el grupo de sujetos con ES; valor ‡P corresponde a las comparaciones entre los controles y el grupo EHNA-L; y valor §P corresponde a las comparaciones entre los 

controles y el grupo de sujetos con EHNA; n.s, no significativo. 
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Anexo 2. Relación entre los niveles de proteína de ABCA1/G1 y los parámetros 
bioquímicos en sujetos no diabéticos.  
 

 ABCA1   ABCG1   

  
Coeficiente 

de 
correlación 

Valor de  
P   

Coeficiente 
de 

correlación 

  Valor de 
P 

IMC (kg/m2) -0.062 0.666 
 

0.114 0.426 
Glucosa (mg/dL)‡ -0.063 0.667 

 
0.125 0.390 

INSULINA (µIU/mL) ‡ -0.226 0.135 
 

0.007 0.961 
HOMA-IR‡ -0.223 0.156 

 
0.085 0.593 

AST (IU/mL) -0.088 0.538 
 

-0.088 0.537 
ALT (IU/mL) -0.129 0.367 

 
-0.164 0.249 

GGT (IU/mL) 0.113 0.430 
 

-0.056 0.697 
Adiponectina (µg/mL) 0.213 0.159 

 
0.067 0.662 

Leptina (ng/mL) -0.134 0.381 
 

0.025 0.871 
Triglicéridos (mg/dL) 0.136 0.336  0.092 0.515 
Colesterol (mg/dL) 0.287 0.039  0.177 0.210 
HDL-C (mg/dL) 0.127 0.369  0.183 0.195 
LDL-C (mg/dL) 0.282 0.045  0.272 0.053 
Contenido TGH (mg/mg Proteína) 0.039 0.785 

 
-0.004 0.978 

Contenido CTH (mg/mg Proteína) 0.212 0.136 
 

0.164 0.250 
Contenido CLH (mg/mg Proteína) 0.222 0.117 

 
0.115 0.423 

Contenido FH   (mg/mg Proteína) 0.179 0.208 
 

0.009 0.950 
 
Las correlaciones fueron realizadas mediante pruebas Spearman (n=52). Las asociaciones 

significativamente asociadas en la población completa están marcadas en negro. 
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12 PUBLICACIÓN 
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