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RESUMEN 

El hígado graso no alcohólico (HGNA), se ha convertido en un problema 
de salud pública de proporciones epidémicas en todo el mundo, es la 
principal hepatopatía a nivel global, seguida por la cirrosis alcohólica y la 
cirrosis viral. Su incidencia en el país es del 25% y en otros lugares del 
mundo alcanza cifras tan elevadas como hasta el 40% de prevalencia. Se 
trata de una entidad patológica que en su estado inicial es benigna, que si 
no recibe tratamiento oportuno y adecuado puede evolucionar a estadios 
más agresivos y tener un desenlace fatal en el paciente.  
 
HGNA se define por la presencia de esteatosis macro y micro vesicular en 
más del 5% de los hepatocitos, en individuos sin consumo significativo de 
alcohol (≥30 g/día para hombres y ≥ 20 g/día para mujeres) u otra causa 
conocida de enfermedad hepática crónica. El subsecuente estadío de 
progresión de la enfermedad se conoce como esteatohepatitis no alcohólica 
(EHNA), caracterizada por esteatosis, lipotoxicidad, inflamación y 
fibrosis, que puede evolucionar a una etapa final irreversible denominada 
cirrosis metabólica o en carcinoma hepatocelular.  
 
Se han reportado diversos mecanismos para explicar la enfermedad del 
hígado graso asociada a disfunción metabólica, la evidencia experimental 
sugiere que la resistencia a la insulina sistémica/hepática es el mecanismo 
iniciador de la patogénesis, seguido por la activación de vías inflamatorias 
debido a la disfunción y sobrecarga lipídica intrahepática que propicia un 
microambiente de  lipotoxicidad mediante la liberación de agentes 
proinflamatorios, pro-coagulantes y pro-fibrogénicos que ocasionan daño 
hepático y daño tisular extrahepático.  
 
Las vías celulares implicadas en esta serie de eventos no están elucidadas 
y los mecanismos implicados en la activación de la respuesta inflamatoria 
no quedan claros aún. Debido a que el mecanismo fisiopatológico de la 
enfermedad es complejo y multifactorial, el microambiente celular juega 
un papel clave. 
 
 Todas las células del cuerpo humano contienen el mismo código genético, 
influenciado por los diferentes mecanismos genéticos y epigenéticos, los 
cuales regulan la expresión génica como un mecanismo adaptativo y que 
no está relacionado con alteraciones de la secuencia primaria de ADN.  
Estos mecanismos pueden interactuar dinámicamente y superponerse entre 
sí; pero, un desbalance en estos mecanismos juega un papel clave en el 
desarrollo de varias enfermedades, incluida el HGNA. 
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Por ello, el objetivo del presente trabajo fue explorar e identificar la 
existencia de un perfil de expresión diferencial de microRNAs (miRNAs), 
en las distintas etapas de la enfermedad (HGNA-esteatosis simple; 
EHNA).  
 
Para lograr determinar este perfil, el primer objetivo fue reclutar pacientes 
que previamente se programaron para la realización de una colecistectomía 
laparoscópica por previo diagnóstico de litiasis vesicular. Los pacientes 
que aceptaron participar firmaron el consentimiento informado y se obtuvo 
una biopsia hepática y muestra sanguínea para el estudio. Posteriormente 
el tejido hepático fue analizado y clasificado por 2 patólogos expertos 
mediante la escala NAS (NAFLD Activity Score), clasificando a los 
pacientes en 3 grupos: control (sin HGNA) HGNA y EHNA. 
 
Posterior a la clasificación de los pacientes, se obtuvo RNA de las muestras 
hepáticas y se exploró el perfil de expresión diferencial de los miRNAs por 
medio de un ensayo de microarreglos. Tanto los grupos HGNA como 
EHNA mostraron un perfil de expresión diferencial cuando son 
comparados contra el grupo control; 25 miRNAs desregulados conforman 
el perfil de expresión diferencial, del grupo HGNA cuando es comparado 
con el grupo control, 23 positivamente y 2 negativamente; mientras que 
cuando se compara el grupo EHNA contra el grupo control, 21 miRNAs se 
encuentran desregulados todos de manera negativa. 
 
Para validar este perfil, de los miRNAs desregulados se seleccionaron 
cinco al azar, los cuales se validaron por medio de ensayos qRT-PCR en 
un grupo de muestras de RNA proveniente de biopsias hepáticas distintas 
a las utilizadas en el microarreglo. Cuatro de estos miRNAs mostraron el 
mismo patrón de desregulación reportado por el ensayo de expresión 
diferencial. Para determinar los potenciales blancos de reconocimiento de 
los cinco miRNAs con mayor tasa de cambio (positiva o negativa), se 
realizó un análisis bioinformático de enriquecimiento, comparando los 
sitios de reconocimiento de la región semilla de cada uno de los cinco 
miRNAs para identificar elementos comunes y determinar una posible 
interacción de estas moléculas en vías metabólicas asociadas a la 
enfermedad. El resultado de análisis de interacción entre los blancos de los 
miRNAs no identificó una vía específica implicada en la enfermedad con 
plausibilidad biológica. 
 
Finalmente, con el suero de los pacientes, nosotros exploramos los niveles 
circulantes de las moléculas propuestas como potenciales biomarcadores 
diferenciales de la HGNA, donde solo IL-32 presentó niveles elevados en 
nuestra población con EHNA. Nosotros proponemos al miRNA hsa-miR-
148-5p como un candidato auxiliar para el diagnóstico de HGNA y al 
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miRNA hsa-miR-3148 como candidato para el diagnóstico de EHNA; o al 
menos como moléculas involucradas en la complejidad de la enfermedad. 
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SUMMARY 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which has become a public 
health problem of epidemic proportions worldwide, is the leading liver 
disease globally, followed by alcoholic cirrhosis and viral cirrhosis. Its 
incidence in the country is 25% and in other parts of the world it reaches 
figures as high as up to 40% of prevalence. It is a pathological entity that 
in its initial state is benign, which if it does not receive timely and adequate 
treatment can evolve to more aggressive stages and have a fatal outcome 
in the patient. 
 
NAFLD is defined by the presence of macro- and microvesicular steatosis 
in more than 5% of hepatocytes, in individuals without significant alcohol 
consumption (≥30 g/day for men and ≥ 20 g/day for women) or another 
known cause of chronic liver disease. The subsequent stage of disease 
progression is known as nonalcoholic steatohepatitis (NASH), 
characterized by steatosis, lipotoxicity, inflammation and fibrosis, which 
can progress to an irreversible final stage called metabolic cirrhosis or 
hepatocellular carcinoma. 
 
Several mechanisms have been reported to explain fatty liver disease 
associated with metabolic dysfunction, experimental evidence suggests 
that systemic/hepatic insulin resistance is the initiating mechanism of 
pathogenesis, followed by the activation of inflammatory pathways due to 
intrahepatic lipid dysfunction and overload that promotes a lipotoxicity 
microenvironment through the release of pro-inflammatory agents,  pro-
coagulants and pro-fibrogenics that cause liver damage and extrahepatic 
tissue damage.  
 
The cellular pathways involved in this series of events are not elucidated 
and the mechanisms involved in activating the inflammatory response are 
not yet clear. Because the pathophysiological mechanism of the disease is 
complex and multifactorial, the cellular microenvironment plays a key 
role. 
 
All cells of the human body contain the same genetic code, influenced by 
different genetic and epigenetic mechanisms, which regulate gene 
expression as an adaptive mechanism, and which is not related to 
alterations of the primary DNA sequence.  These mechanisms can interact 
dynamically and overlap each other; but an imbalance in these mechanisms 
plays a key role in the development of several diseases, including NAFLD. 
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Therefore, the objective of this study was to explore and identify the 
existence of a microRNAs (miRNAs) differential expression profile, in the 
different stages of the disease (NAFLD-simple steatosis; NASH). 
 
In order to determine this profile, the first objective was to recruit patients 
who were previously scheduled to perform a laparoscopic cholecystectomy 
due to a previous diagnosis of vesicular lithiasis. Patients who agreed to 
participate signed the informed consent and a liver biopsy and blood 
sample were obtained for the study. Subsequently, the liver tissue was 
analyzed and classified by 2 expert pathologists using the NAS scale 
(NAFLD Activity Score), classifying patients into 3 groups: control 
(without NAFLD) NAFLD and NASH. 
 
After the classification of the patients, RNA was obtained from the liver 
samples and the differential expression profile of the miRNAs was 
explored by means of a microarray assay. Both the NAFLD and NASH 
groups showed a differential expression profile when compared against the 
control group; 25 dysregulated miRNAs make up the differential 
expression profile of the NAFLD group when compared with the control 
group, 23 positively and 2 negatively; while when comparing the NASH  
group  against the control group, 21 miRNAs are all negatively 
dysregulated.  
 
To validate this profile, five of the deregulated miRNAs were randomly 
selected, which were validated by qRT-PCR assays in a group of RNA 
samples from liver biopsies other than those used in the microarray. Four 
of these miRNAs showed the same pattern of dysregulation reported by the 
differential expression assay. To determine the potential recognition 
targets of the five miRNAs with the highest rate of change (positive or 
negative), a bioinformatic enrichment analysis was performed, comparing 
the recognition sites of the seed region of each of the five miRNAs to 
identify common elements and determine a possible interaction of these 
molecules in metabolic pathways associated with the disease. The result of 
interaction analysis between miRNA targets did not identify a specific 
pathway involved in the disease with biological plausibility. 
 
Finally, with the serum of the patients, we explored the circulating levels 
of the molecules proposed as potential differential biomarkers of NAFLD, 
where only IL-32 presented elevated levels in our population with MASH. 
We propose the miRNA hsa-miR-148-5p as an auxiliary candidate for the 
diagnosis of NAFLD and the miRNA hsa-miR-3148 as a candidate for the 
diagnosis of NASH or at least as molecules involved in the complexity of 
the disease. 
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CAPÍTULO I: ENTORNO CONCEPTUAL (INTRODUCCIÓN) 

1. Conceptos Generales. 

Actualmente existe una necesidad urgente de abordar la creciente epidemia 
de la enfermedad hígado graso no alcohólico (HGNA) en todos aspectos 
clínicos, que van desde la investigación y desarrollo de nuevos 
biomarcadores de diagnóstico y progresión no invasivos hasta tratamientos 
específicos para la enfermedad. Las proyecciones más recientes estiman 
que para 2030, más de 100 millones de adultos solo en los Estados Unidos 
tendrán HGNA, y si no se actúa, se estima que la incidencia de la 
descompensación y progresión a estadios terminales como el carcinoma 
hepatocelular y la muerte aumentará más del 130 %(1-3).  
 
La HGNA afecta cerca de un tercio de la población mundial y la 
prevalencia de factores de riesgo para esta enfermedad en la población 
mexicana es elevada (ENSANUT 2020) proyectándose una prevalencia 
superior al 50%, por lo que la HGNA se considera un problema de salud 
nacional(3-5). El campo de HGNA es actualmente un blanco de interés en 
investigación clínica, básica y traslacional.  
 

1.1 De NAFLD a MAFLD 

La enfermedad hígado graso no alcohólico (NAFLD, por sus siglas en 
inglés, Nonalcoholic Fatty Liver Disease) fue descrita por primera vez por 
Ludwig en 1980, quien en una serie de casos de mujeres con cirrosis sin 
antecedente de abuso del alcohol encontró un patrón morfológico de lesión 
hepática histológicamente similar a los que se observan en la esteatosis 
alcohólica, y cuyas características en común de estos casos fueron la 
presencia de obesidad y diabetes mellitus(6). 
 
La Asociación Mexicana de Gastroenterología define a la HGNA como un 
trastorno metabólico que se caracteriza por la acumulación de grasa en los 
hepatocitos de individuos sin consumo significativo de alcohol, de 
medicamentos hepatotóxicos, ni otras causas conocidas de esteatosis 
secundaria(7). La HGNA se considera una enfermedad compleja sigilosa 
debido a que durante muchos años se puede cursar asintomática hasta la 
aparición de enfermedad manifiesta avanzada. La afección está asociada 
con una morbilidad y mortalidad sustanciales y, actualmente, sus estadios 
más severos son la principal causa de trasplante de hígado en países 
desarrollados(8-9).  
 
La HGNA comprende un espectro de lesiones hepáticas que van desde la 
esteatosis simple, que se define como la infiltración de lípidos en más del 
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5% del parénquima hepático con un patrón histológico en mosaico 
conformado por macro y micro vesículas grasas intracelulares, hasta la 
esteatohepatitis no alcohólica (EHNA)(7,10), un estadio más severo 
definida además de la esteatosis hepática, por la presencia de infiltrado 
inflamatorio, balonamiento morfológico de los hepatocitos acompañado de 
inflamación lobular con o sin fibrosis que, puede progresar a una 
enfermedad hepática de mayor gravedad, como cirrosis e insuficiencia 
hepática o hepatocarcinoma y llevar al paciente a la muerte(9,11-12) 
(Figura 1).  
 

 
Figura 1. Estadios de la enfermedad por Hígado graso no alcohólico (HGNA) y los 
desenlaces de riesgo asociados a dicha patología. (9-12) 
 
Recientemente, un panel internacional de expertos recomendó cambiar el 
nombre de Hígado Graso No Alcohólico a Hígado Graso Asociada a 
Disfunción Metabólica (MAFLD, por sus siglas en inglés), ante ello, 
actualmente existe un debate en la comunidad científica y médica sobre la 
nueva definición, en comparación con la definición de enfermedad del 
hígado graso no alcohólico (NAFLD acrónimo en inglés), esta nueva 
definición se basa en un diagnóstico de inclusión que conjunta factores de 
riesgo metabólicos y la presencia de esteatosis hepática. Ningún estudio ha 
examinado las dos definiciones en cohortes clínicas bien definidas. El 
debate que busca lograr el consenso de las comunidades científicas y 
medicas globales en el momento de la publicación de esta tesis continua, 
por lo cual la definición de Hígado Graso No Alcohólico o NAFLD será 
utilizada. (13-14).  
 

1.2 Prevalencia de la enfermedad 

La información disponible más recientes reporta que más de una cuarta 
parte de la población mundial está afectada por HGNA, algunos estudios 
demuestran que la prevalencia de la enfermedad varía según la etnicidad 
de la población estudiada, e incluso es mayor en cierta población que 
padece alguna comorbilidad (9), por ejemplo, la tasa de prevalencia de 
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HGNA pacientes con diabetes tipo 2 (T2DM) llega al 55 %(15). Datos 
provenientes de una reciente revisión sistemática reportan una prevalencia 
global estimada de HGNA de 50.7% (IC95%: 46.9 - 54.4) en adultos con 
sobrepeso/obesidad, independientemente de las técnicas de diagnóstico, 
los hombres con obesidad tuvieron una prevalencia significativamente más 
alta (59%) que las mujeres con el mismo fenotipo (47.5%)(16). La 
prevalencia estimada de comorbilidades como T2DM y síndrome 
metabólico fue del 19.7% y del 57.5% respectivamente en este tipo de 
pacientes(17). 
 
En cuanto a los datos regionales la prevalencia estimada de HGNA en 
América Latina es del 31 %, cifra mayor a la media global (25%) 
reportada(18), aunque las estimaciones para la región son imprecisas, 
debido a la variación de la metodología de diagnóstico y a que varios países 
de la zona no tiene una cifra oficial, Brasil (35,2%), Colombia (26,6%) y 
Chile (23%) son los países que han reportado las cifras oficiales de 
prevalencia más altas hasta ahora(9), mientras  que México reporta 
una prevalencia de HGNA del 17%, esta se considera sub diagnosticada, 
debido a que esta enfermedad ha mostrado una correlación proporcional al 
crecimiento de las tasas de T2DM y de obesidad que en el país se 
encuentran entre las más altas del mundo(7,19). La creciente carga global 
de HGNA ha estimulado la investigación y ampliado la comprensión, no 
solo de la fisiopatología, sino también de la carga que impone a las 
personas, la sociedad y los sistemas de salud de todo el mundo.  
 

1.3 Fisiopatología de HGNA y EHNA 

En condiciones normales, los hepatocitos captan ácidos grasos libres 
(AGL) del torrente circulante derivados de la dieta a través de la absorción 
intestinal y el metabolismo extrahepático a través de quilomicrones. La 
secreción de insulina posterior a la ingesta de alimentos, estimulan la 
captación y conversión de glucosa en ácidos grasos a través de la 
lipogénesis de Novo (LDN) en los hepatocitos(10). Los AGL y los 
generados por LDN se esterifican en triacilglicéridos, ésteres de colesterol, 
estables y poco reactivos que permiten su almacenamiento intrahepático 
en forma de gotas de lípidos, así como su exportación a otros órganos como 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Durante el ayuno, los ácidos 
grasos no se procesan en triglicéridos (TG), sino que se metabolizan a 
través de la oxidación beta para servir como fuente de energía(10,20-21). 
El desarrollo de HGNA es un proceso complejo y no completamente 
comprendido, diversas investigaciones se llevan a cabo para dilucidar los 
mecanismos fisiopatológicos moleculares involucrados en el proceso de 
HGNA y EHNA.  
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La presencia de lípidos intrahepáticos en ausencia de otras causas de 
enfermedad hepática o consumo excesivo de alcohol representa la forma 
inicial HGNA, denominada como esteatosis simple, la cual se considera la 
manifestación benigna y reversible de la patología(22-23). La palabra 
esteatosis proviene de la palabra griega “steato” que significa grasa o sebo, 
esta acumulación de lípidos se considera una manifestación hepática de la 
obesidad y sus trastornos metabólicos relacionados, como la diabetes y la 
resistencia a la insulina(23-24).  
 
Esta acumulación anormal y significativa de lípidos intrahepáticos es el 
resultado de un incremento considerable en el flujo de AGL al órgano. Se 
plantea la hipótesis que el HGNA es consecuencia de múltiples agresiones 
clínicas y moleculares al hígado y que estos golpes críticos están 
relacionados con los componentes del síndrome metabólico, especialmente 
la obesidad visceral y la resistencia a la insulina(25-26). La acumulación y 
la desregulación del metabolismo de los lípidos y la glucosa provocan una 
disfunción hepática que crea un microambiente que promueve la 
inflamación y conduce al balonamiento de hepatocitos y a su necrosis (27). 
Este proceso puede activar en última instancia las células estelares, lo que 
conduce a la acumulación de colágeno y fibrosis hepática en la EHNA. A 
medida que empeora la etapa de la fibrosis, se puede establecer cirrosis que 
pone a los pacientes en riesgo de insuficiencia hepática y carcinoma 
hepatocelular (HCC)(28).  
 
Se planeta entonces, que el primer golpe crítico para el desarrollo de esta 
enfermedad es consecuencia de la disfunción metabólica propiciada por el 
sobrepeso y obesidad que provocan alteraciones en las señales pos-receptor 
de la insulina(29-30). Como se señaló anteriormente, la EHNA es la forma 
potencialmente progresiva de HGNA, que se define como la evidencia 
histológica de esteatosis hepática acompañada de inflamación lobular, 
balonización de hepatocitos con o sin fibrosis peri celular y cuerpos de 
Mallory-Denk; alrededor del 15-20 % de los pacientes con EHNA pueden 
progresar a cirrosis, HCC y puede requerir de trasplante hepático(31,28). 
En algunos individuos la sobrecarga de lípidos intrahepáticos propicia un 
microambiente que promueve la inflamación y necrosis de los 
hepatocitos(32).  
 
En pacientes con EHNA la actividad de la cadena respiratoria se encuentra 
reducida, como consecuencia de la resistencia a la insulina y a la 
disminución de la captación intrahepática de glucosa, disminuyendo 
considerablemente el adenosintrifosfato (ATP) hepático de forma 
transitoria, lo que estimula la activación de vías alternas para la obtención 
de energía(33). La consecuencia de este desbalance genera estrés oxidante 
que ha sido reconocido como el mecanismo clave responsable de la 
progresión del daño de la enfermedad, este estrés oxidante es consecuencia 
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de las alteraciones metabólicas debido a la sobrecarga lipídica y a la 
resistencia a la insulina presentes en los pacientes con HGNA(33,29).  
La lipoperoxidación, consecuencia del daño oxidante provoca daño 
ultraestructural a las mitocondrias del hígado lo que lleva al incremento de 
especies reactivas de oxígeno (EROS) debido a la ineficiencia en el 
acoplamiento de la oxidación con la fosforilación en la mitocondria, lo cual 
estimula la vía de la beta oxidación mitocondrial(34,12). La generación de 
EROS en la mitocondria puede tener consecuencias adversas adicionales 
como oxidación del ADN mitocondrial y aumento en la producción de 
TNF-α. Este incremento de EROS, se considera como el segundo golpe 
critico en el desarrollo de la enfermedad. El estrés oxidante es el 
mecanismo clave responsable de la progresión del daño en HGNA y 
EHNA(29).  
 
La EHNA se considera una etapa fundamental en la progresión de HGNA 
pues puede progresar a fibrosis, proceso que involucra la activación y 
transformación de células estelares a miofibroblastos, lo que conduce a la 
acumulación de colágeno y fibrosis(29,34). Si la proporción de tejido 
cicatricial reemplaza una porción significativa de los hepatocitos, la 
función del hígado puede verse afectada y provocar cirrosis y pérdida 
parcial de la función hepática(28,12).  
 
La disfunción mitocondrial, también desencadena varios procesos 
procarcinogénicos: cambios en el metabolismo de los lípidos, cambios en 
las vías de crecimiento y desarrollo, y cambios en el sistema inmunitario, 
los cuales abordaremos brevemente, pues son los mecanismos asociados a 
la etapa terminal de la enfermedad(12). 
  

1.4 Diagnóstico 

La biopsia hepática es el estándar de referencia para diagnóstico de HGNA, 
en especial para el correcto diagnóstico de EHNA(35). Sin embargo, se 
asocia con limitaciones de sesgo asociadas a la correcta toma de muestra, 
la variabilidad intra-observador, su alto costo, el riesgo de complicaciones 
ya que se trata de un método invasivo y doloroso, lo que limita su uso 
generalizado(7,36). 
 
Las pruebas no invasivas tienen el potencial de abordar las limitaciones 
asociadas con a la biopsia hepática. Se clasifican como pruebas no 
invasivas basadas en imagen o pruebas no invasivas basadas en 
sangre/suero, que puede diagnosticar a aquellos pacientes con un alto 
riesgo de esteatosis o fibrosis, pero con la gran limitante de no poder 
diferenciar entre esteatosis simple de esteatohepatitis no alcohólica. (7,37) 
La ecografía es la primera línea para el diagnóstico de HGNA 
recomendado por la asociación mexicana de gastroenterología, debido a su 
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costo y disponibilidad(36). En sujetos con obesidad y/o síndrome 
metabólico, la búsqueda de HGNA por ultrasonido o alteraciones en los 
niveles de enzimas hepáticas debe ser parte del examen de rutina. El 
ultrasonido evalúa la ecogenicidad del hígado, la esteatosis se caracteriza 
por aumento del brillo hepático en comparación con la corteza renal(38). 
El ultrasonido, es más confiable cuando el grado de esteatosis hepática se 
encuentra entre los grados moderado a severo, cuando la acumulación de 
grasa intrahepática es igual o menor al 20% la sensibilidad de la 
herramienta se ve muy comprometida(39).  
 
La imagen de la fracción grasa por densidad protónica por resonancia 
magnética (MRI-PDFF), es otra prueba basada en imagen que proporciona 
una estimación cuantitativa de la esteatosis mediante la detección de 
protones. La fracción grasa se calcula como la relación entre la densidad 
de protones de los triglicéridos comparada con la densidad total de 
protones de triglicéridos y agua. MRI-PDFF es la herramienta más precisa 
para cuantificar el contenido de grasa, pero su uso está limitado en entornos 
clínicos debido a su alto costo(40-41). 
 
La elastografía de transición (FibroScan®), es otro método de imagen para 
el análisis cuantitativo y la evaluación del riesgo de fibrosis y esteatosis, 
combinando dos técnicas: elastografía transitoria por vibración controlada 
y el parámetro de atenuación controlada(42). La velocidad de propagación 
de las ondas transversales de ultrasonido y la atenuación se miden a medida 
que pasan por el hígado para cuantificar la elasticidad tisular y la 
esteatosis(40-43). 
 
Otra técnica de imagen para estimar la rigidez hepática (fibrosis) es la 
elastografía por resonancia magnética (MRE)(44,38). Es similar a la 
elastografía transitoria por vibración controlada pero esta técnica genera 
un mapa más fino de las zonas de elasticidad del hígado. La MRE es más 
precisa que las técnicas basadas en ultrasonido, pero tiene disponibilidad 
limitada por sus costos(45). 
 
La fibrosis es el principal indicador pronóstico de la enfermedad para 
trasplante hepático y aumento de la mortalidad por estadios finales como 
carcinoma hepatocelular, un marcador de fibrosis comúnmente utilizado es 
la escala Fib-4, un indicador basado en un panel de datos clínicos 
ampliamente disponibles: edad del paciente, recuento de plaquetas y los 
niveles de aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa. La 
escala Fib-4 estratifica a los pacientes en grupos de bajo y alto grado de 
riesgo para fibrosis avanzada(46-47). 
 
La escala mejorada de fibrosis hepática (ELF) es un panel de 
biomarcadores séricos utilizados para evaluar a pacientes con alto riesgo 
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de fibrosis y cirrosis. A diferencia de Fib-4, ELF utiliza biomarcadores 
específicos de recambio de la matriz extracelular: ácido hialurónico, 
inhibidor tisular de metaloproteinasas-1, propéptido amino-terminal del 
procolágeno tipo III. La elastografía y los biomarcadores son aceptables 
para descartar fibrosis avanzada y pueden combinarse para conferir 
diagnóstico más preciso. Sin embargo, no pueden diagnosticar el estadio 
de esteatohepatitis y el estadio fibrosis avanzada debe ser confirmado por 
biopsia hepática(48).  
 
La biopsia hepática, a pesar de sus limitaciones, continúa siendo el estándar 
de oro, es la única herramienta clínica para el diagnóstico de 
esteatohepatitis no alcohólica cuyo hallazgo histológico de mayor impacto 
es la fibrosis hepática por su asociación con un incremento en la mortalidad 
por enfermedad hepática y a la necesidad de trasplante hepático(7).  
 

1.5 HGNA y el microambiente 

 
Durante la última década, el papel de los mecanismos genéticos y 
epigenéticos en la patogénesis de HGNA han sido cada vez más 
reconocidos. Al tratarse de un enfermedad compleja, silenciosa y 
multifactorial, el ambiente que rodea al hepatocito juega un papel 
importante en la historia natural de la enfermedad. Este microambiente se 
encuentra regulado por la influencia de la homeostasis y dinámica 
hormonal como por la dinámica genética gobernada por la epigenética de 
cada individuo. La epigenética y los mecanismos involucrados en la 
patogénesis del HGNA representan un área de investigación que se 
encuentra en profundo desarrollo, tanto por el impacto a largo plazo que 
implica en los sistemas de salud mundiales como por la exploración y 
desarrollo de biomarcadores, sobre todo para la identificación del estadio 
EHNA(49).  
 

1.6 Epigenética. 

La secuencia de ADN no es el único factor que determina la herencia y la 
expresión genética, la epigenética explica los mecanismos por medio de 
los cuales las células pueden expresar unos genes y silenciar otros, para 
conformar así sus características particulares, que posibilitan el desarrollo 
de organismos multicelulares al permitir la diferenciación de las células a 
partir de secuencias idénticas de ADN (50). Los mecanismos epigenéticos 
son procesos que involucran modificaciones químicas covalentes del ADN 
que persisten a través de la mitosis y la meiosis. Estas modificaciones en 
la estructura del ADN o “marcas” afectan la actividad transcripcional de 
los genes y una vez establecidas son relativamente estables haciéndolas 
heredables. (51) Estos cambios en la expresión génica implican cambios 
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en el fenotipo y pueden covertirse en factores de riesgo o suceptibilidad a 
enfermedades, como el HGNA.  
 
Los mecanismos tradicionales de regulación epigenética incluyen 
metilación del ADN, modificaciones postraduccionales de histonas 
(proteínas encargadas de empaquetar el ADN) y diversas especies de ARN 
no codificantes (ncRNA). (51–53) Estos mecanismos regulan importantes 
aspectos de la homeostasis celular como reproducción, crecimiento, 
desarrollo entre otros, representando posibles respuestas celulares 
heredables a las señales ambientales en la ausencia de alteraciones 
detectables en la secuencia del ADN.(27,50,54–56)  
 

1.7 MicroARNs. 

Los ácidos ribonucleicos (RNA) no codificantes (ncRNA) representan una 
compleja red de factores que interactúan entre sí para modular la expresión 
genética. Entre los ncRNA se encuentran los microRNAs (miRNAs), ARN 
largos no codificantes (lncRNA) y ARN circulares (circRNAs), los cuales 
están involucrados en la regulación transcripcional a diferentes 
niveles.(57) En 2001 se reportó el rol de los ncRNAs en el desarrollo del 
nemátodo Caenorhabditis elegans que demostró la importancia en el 
control de la expresión génica de los miRNAs (58,59). Los miRNAs, como 
lo dice su nombre son fragmentos muy cortos de ARN de 
aproximadamente 19 a 25 nucleótidos, que tienen la capacidad de regular 
la expresión génica mediante interacciones con ARN mensajeros para 
inhibir su traducción o inducir su degradación (60-61). Los genes que 
generan los miRNAs están conservados evolutivamente y pueden estar 
situados dentro de intrones o exones de genes que codifican proteínas o en 
áreas intergénicas. La mayor parte de los miRNAs (intrónicos o exónicos) 
se orientan en paralelo con su gen anfitrión, lo que sugiere que se transcribe 
de forma simultánea, mientras que el grupo restante de miRNAs se 
transcribe de regiones intergénicas o de genes que componen unidades 
independientes de transcripción.(60)  
 
Los miRNAs son moléculas que juegan un papel central en la regulación 
de diversos procesos celulares, como diferenciación, invasión y muerte 
celular; debido a esto, han generado un interés particular en determinar el 
rol que juegan en las enfermedades, sobre todo en aquellas enfermedades 
complejas sujetas a la influencia del medio ambiente. Se han identificado 
que los miRNAs juegan un papel clave en el control post-transcripcional 
dentro de las redes de regulación génica. (62-63) 
 

1.8 Biogénesis de los microRNAs 

Los miRNAs proceden de un transcrito de alrededor de 70 a 90 
nucleótidos, que presenta la particularidad de tener una estructura de tallo 
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y asa, la cual es blanco de acción de la ARN polimerasa II, (aunque, 
reportes recientes indican que también puede ser procesada por la ARN 
polimerasa III) (60). Una estructura de tallo y asa es una secuencia de 
nucleótidos que son complementarios entre ellos y que, si las condiciones 
del medio circundante son las adecuadas, sufre un plegamiento formando 
una estructura de doble hélice que presenta complementariedad imperfecta 
en la secuencia, dejando un extremo 5’ libre protegido por una 7-
metilguanosina, y en el extremo opuesto una cola poli-(A) (61-64). Esta 
estructura recibe el nombre de pri-miRNA, el cual es modificado en el 
interior del núcleo por acción de la enzima RNAsa-II (Drosha) en conjunto 
con la proteína de unión a región crítica de doble cadena de ARN, 
(DGCR8) cuya acción catalítica da origen a una cadena más corta llamada 
precursor miRNA (pre-miRNA) de aproximadamente 70 nucleótidos, el 
pre-miRNA es transportado al citoplasma por medio del factor de 
exportación nuclear (Exportina-5/Ran-GTP). En el citoplasma el pre-
miRNA se procesa por acción del complejo endonucleasa RNAsa III, 
Dicer-TRBP y la proteína Argonauta 2 (Ago2)  para generar un miRNA de 
doble cadena de 17-25 pb. El miRNA duplex es procesado por la helicasa 
A quedando un miRNA maduro de cadena simple (60,61,64–66). 
 

1.9 Mecanismos de control de la expresión génica de los miRNAs 

Una vez en el citoplasma el miRNA maduro se incorpora al complejo 
proteico de silenciamiento inducido por RNA (RISC), como hebra guía del 
complejo que reconoce la región 3’ no traducida (3’-UTR) del RNAm 
blanco, es mediante la complementariedad de las bases tanto del miRNA 
como del RNAm diana la que define el tipo de mecanismo por medio del 
cual se da el control de la expresión génica (67). La especificidad del 
miRNA está dada por la complementariedad de la secuencia entre los sitios 
de interacción del RNAm y la secuencia de nucleótidos de la posición 2-8 
en el extremo 5' del miRNA, esta es conocida como "región semilla" 
(seed). Si la región semilla del miRNA presenta complementariedad 
perfecta, el complejo RISC actuara mediante la degradación del RNAm, 
por otro lado, si la secuencia de interacción de la región semilla con la 
secuencia del RNAm presenta complementariedad parcial, (4-6 
nucleotidos) RISC actuara mediante la inhibición de la traducción del 
RNAm (68). En consecuencia, los niveles de proteína del gen objetivo se 
pueden ver reducidos, mientras que los niveles de RNAm pueden o no estar 
disminuidos. En los seres humanos, los miRNAs principalmente actúan 
inhibiendo la traducción de proteínas de los genes blanco (67–69). 
 

1.10 miRNAs y enfermedades hepáticas. 

En la última década, el número de genes humanos que se sabe son 
regulados por miRNAs ha aumentado rápidamente, varios reportes han 
demostrado la existencia de patrones de expresión diferencial asociados a 
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diversos tipos de cáncer (49,70). Los RNAm que son reconocidos por los 
miRNAs, pueden ser monogénicos o poligénicos (multifuncionales) lo que 
demuestra que tienen una capacidad reguladora considerable y un profundo 
impacto en la salud y la enfermedad, incluso varios miRNAs pueden 
reconocer e interactuar con un mismo RNAm (fenómeno conocido como 
redundancia), y de esta manera regular la expresión génica de una forma 
estricta. (69) 
 
El papel de los miRNA como moléculas reguladoras de diferentes 
mecanismos críticos para el desarrollo de HGNA, como la resistencia a la 
insulina y sus alteraciones post-receptor, así como la regulación de la 
síntesis de Novo de ácidos grasos como la exportación de estos dentro del 
hepatocito se han explorado en diferentes modelos experimentales (71-72).  
El miR-122 es el miRNA hepático más abundante y estudiado, representa 
el 70% del total de los miRNA hepáticos y está involucrado en la 
proliferación y maduración de los hepatocitos al estimular la expresión de 
aproximadamente 24 genes específicos, incluido el factor 6 nuclear del 
hepatocito (HNF6) (73). Interactúa con numerosos genes implicados en el 
metabolismo de los lípidos y el colesterol. Los niveles circulantes de hsa-
miR-122 se correlacionan con los niveles de alanina aminotransferasa 
(ALT) en pacientes con HGNA y son un mejor indicador de la gravedad 
de la EHGNA que los marcadores clásicos de la función hepática, incluidos 
el aspartato aminotransferasa (AST) y la citoqueratina-18 (CK-18)(74-75). 
La inhibición del miR-122 con oligonucleótidos anti sentido en ratones, 
disminuye la síntesis de ácidos grasos y colesterol, así como la oxidación 
de ácidos grasos hepáticos, lo que disminuye los niveles de colesterol 
plasmático. Los ácidos grasos saturados aumentan los niveles circulantes 
de miR-122 y reducen sus niveles intrahepáticos.(76-77) 
 
Por otro lado, el miR-33a y el miR-33b se co-transcriben con la proteína 
de unión a elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP1) y SREBP2, que 
son reguladores de la lipogénesis de Novo y la biosíntesis de colesterol 
(78). Se han relacionados con la represión del miembro 1 del transportador 
del casete de unión a ATP de la subfamilia de transportadores humanos 
(ABCA1), que es esencial para la síntesis de HDL a través de la regulación 
de la unión de ApoA1 y colesterol, por lo tanto, contribuyen a la 
modulación de las vías del metabolismo de los ácidos grasos y el colesterol 
(79). La inhibición de estos miRNAs aumenta la sensibilidad a la insulina, 
la β-oxidación y los niveles circulantes de HDL, así como la reducción de 
la acumulación de lípidos en las placas arteriales en modelos in vitro e in 
vivo, por lo que se proponen como posibles dianas terapéuticas no solo para 
la HGNA sino también para el manejo del síndrome metabólico (80).  
 
El miR-21 es otro de los miRNAs que más ha sido estudiado en modelos 
de EHNA-fibrosis (81). La actividad del miR-21 aumenta en ratones 
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alimentados con una dieta rica en grasas; sin embargo, la eliminación del 
miR-21 induce la transcripción de p53, lo que reduce la expresión de genes 
que regulan la lipogénesis y el ciclo celular. (82) En el HGNA, el miR-21 
regula los niveles de triglicéridos, colesterol libre y colesterol total, a través 
de la inhibición de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa 
(HMGCR). Por otro lado, la elevación del miR-21 inhibe a la proteína de 
unión a ácidos grasos 7 (FABP7) la cual induce la captación de ácidos 
grasos y la acumulación de lípidos dentro del hepatocito (83). El miR-21 
también se dirige al homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN), que altera la 
fosforilación de la cinasa de adhesión focal y la expresión de las 
metaloproteasas de matriz 2 y 9, ambos mediadores del crecimiento, la 
migración e invasión celular, que son características fenotípicas de las 
células malignas. El miR-21 también disminuye la expresión del receptor 
alfa activado por el proliferador de peroxisomas alfa (PPARα) que induce 
inflamación y progresión de fibrosis (84).  
 
Otro miRNA asociado al HGNA es el mir-192, se ha demostrado que una 
disminución en sus niveles está asociada con la acumulación de lípidos 
hepáticos inducida por bisfenol A como resultado de la regulación positiva 
de SREBP1, debido al procesamiento defectuoso de DROSHA (85). 
Además, el miR-23b es capaz de inhibir la expresión de la sirtuina 1, una 
desacetilasa dependiente de NAD, lo que da como resultado la deposición 
de TG en el citoplasma (86). El miR-26a aumenta la apoptosis celular y la 
sobrecarga de triglicéridos y colesterol debido a un aumento en su 
metabolismo (87). El miR-34a inhibe la secreción hepática de VLDL y 
promueve la esteatosis a través de la interacción con HNF4α en pacientes 
con EHNA (88,89). Por otra parte, el miR-451a es capaz de regular la 
expresión de la proteína de respuesta a la hormona tiroidea 14, que tiene 
un papel fundamental como regulador negativo de la lipogénesis de 
Novo(90), mientras que el miR-378 ejerce una acción adversa sobre la 
expresión de Nrf-1, la cual regula el metabolismo de los lípidos (91). La 
inhibición del miR-375 aumenta la expresión de adiponectina, previene la 
acumulación de lípidos intracelulares y disminuye los niveles de leptina y 
citocinas inflamatorias (92). Los miR-190b, miR-27a, miR-194 y miR-
181b se han denominado reguladores negativos implicados en el desarrollo 
de HGNA, ya sea por ser inductores de la síntesis de ácidos grasos de Novo 
o por inducir resistencia a la insulina (93–97).  
 
Respecto a la resistencia a la insulina asociada a HGNA, actualmente se 
han reportado varios miRNAs que modulan el metabolismo de la glucosa, 
así como la resistencia a la insulina; la familia miR-29 y miR-122 se han 
asociado como inductores de la resistencia a la insulina relacionada con el 
HGNA (98). El miR-33 es capaz de inhibir la gluconeogénesis mediante la 
activación del fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK1) y la glucosa-6-
fosfatasa (G6PC), alterando la homeostasis de la glucosa e induciendo un 
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incremento de ácidos grasos hepáticos (78,80,99). Por otro lado, el miR-
375 regula la homeostasis de la glucosa, algunos informes lo asocian con 
niveles elevados en pacientes con EHNA en comparación con pacientes 
con esteatosis simple (100,101). El miR-30b está elevado en ratas con 
resistencia a la insulina e HGNA, y se demostró que es un regulador del 
Ca+2-ATPasa2b del retículo endoplasmático (102).  
 
Algunos miRNAs han sido asociados como mediadores de progresión de 
la enfermedad debido a su relación con moléculas inflamatorias, el miR-
34a es el regulador de la Sirtuina-1 (SIRT1), proteína miembro de la 
familia de sirtuinas de histonas/proteínas deacetilasas (HDAC) 
dependiente de NAD, cuyo papel en la desacetilación de los factores de 
transcripción Foxo3 y el receptor huérfano gamma similar al receptor de 
ácido retinoico tímico (RORγt), puede promover la producción y las 
funciones de las células reguladoras T de y al mismo tiempo disminuir la 
diferenciación de las células proinflamatorias Th17 (88,103). El 
silenciamiento del miR-34a restaura la expresión de SIRT-1 y el receptor 
alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PPARα), lo que resulta 
en una mejora de la esteatosis (103). Por el contrario, la inducción del miR-
34a está relacionada con mayor actividad proinflamatoria de las células B 
activadas (104). El miR-155 es otro miRNA proinflamatorio relacionado a 
la inmunidad innata y adaptativa en el HGNA, ya que está elevado en 
hepatocitos y células de Kupffer de modelos in vivo alimentados con una 
dieta deficiente en metionina (105). El miR-140 se ha asociado a una 
mayor actividad inflamatoria a través de la vía TLR4/NFκB, que promueve 
la progresión del HGNA y el desarrollo de fibrosis (106). Por otro lado, el 
miR-223 se ha propuesto como parte del conjunto maestro que regula la 
función del inflamasoma; estudios recientes han demostrado que la 
expresión de miR-223 está desregulada en varias enfermedades hepáticas, 
incluidas las infecciones por hepatitis viral, el daño hepático inducido por 
el alcohol o las drogas, la enfermedad del hígado graso no alcohólico, la 
cirrosis y el carcinoma hepatocelular (107). 
 
Generalmente, los miARNs se unen a proteínas, principalmente AGO 2 o 
lipoporteínas de alta densidad (HDL), evitar su degradación por acción de 
los ARNasas circulantes (108). La liberación de los miRNAs a la 
circulación puede ocurrir a través de un proceso activo por liberación de 
microvesículas celulares (exosomas) o por un proceso pasivo durante la 
muerte celular. Por ejemplo, se ha demostrado que el miR-122, específico 
del hígado se encuentra principalmente en los exosomas derivados de 
lesión hepática alcohólica y no alcohólica, mientras que, en la lesión 
hepática tóxica inducida por paracetamol, la mayor parte del miR-122 se 
une a las proteínas (77,109). 
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Los perfiles de expresión de los miRNAs presentan niveles consistentes y 
reproducibles que los hace cuantificables, lo que las convierte en 
importantes dianas para encaminarnos hacia una medicina personalizada 
(principalmente en el campo de la oncología) y como potenciales 
biomarcadores para el diagnóstico clínico y posibles dianas terapéuticas 
(110). La hipótesis de la existencia de un perfil de expresión diferencial de 
miRNAs y el papel de la epigenética dentro de la complejidad de la 
enfermedad actualmente es un área de investigación que se encuentra en 
constante desarrollo. 
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CAPÍTULO II: METODOLOGÍA 

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Actualmente, la pandemia de obesidad y la alta incidencia de HGNA, 
obligan tanto a la comunidad científica como a los gobiernos mundiales a 
llevar a cabo investigaciones que nos permitan comprender de una manera 
clara la fisiopatología de esta enfermedad y explorar a detalle el papel de 
todos los factores de riesgo que han sido asociados a esta patología 
hepática, incluyendo el impacto de los mecanismos epigenéticos y sus 
alteraciones. Investigar el papel de los miRNA nos permitió obtener 
información relevante para el entendimiento de la fisiopatología de esta 
enfermedad y al mismo tiempo explorarlos como posibles herramientas de 
diagnóstico, pronóstico o terapéutico. 
 
Es importante hacer investigación relacionada a la enfermedad de hígado 
graso no alcohólico y los miRNA en distintas poblaciones debido a que la 
expresión de estas moléculas esta influenciada por factores ambientales, la 
búsqueda de un perfil de expresión o inclusive de un único miRNA común 
en la mayoría las poblaciones con HGNA es explorado actualmente por 
consorcios como el LITMUS de la unión europea.  
 

2.2. JUSTIFICACION 

 
México es uno de los países con altas tasas de incidencia de HGNA, si la 
tendencia continua, las complicaciones derivadas de esta enfermedad 
pueden comprometer las funciones del sistema de salud nacional. Con esta 
investigación se busca identificar el perfil de expresión de los microRNAs 
asociados al HGNA y EHNA, y sus posibles mecanismos de regulación, lo 
cual impactaría en el diagnóstico y manejo de la enfermedad. 
 

2.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION 

¿Cuáles son los microRNAs desregulados en pacientes con HGNA y 
pacientes con EHNA comparados con pacientes sin la enfermedad, que 
posiblemente determinan el daño de la enfermedad? 
 

2.4. HIPOTESIS 

 H1: “Existen un perfil de expresión diferencial de miRNA en pacientes 
con HGNA y pacientes con EHNA comparados contra un grupo control 
sin HGNA que determinan la progresión de la enfermedad y el daño 
hepático” 
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Ho: “No Existen un perfil de expresión diferencial de miRNA en pacientes 
con HGNA y pacientes con EHNA comparados contra un grupo control 
sin HGNA que determinan la progresión de la enfermedad y el daño 
hepático ” 
 

2.5 OBJETIVOS 

General: 
 
Determinar el perfil de expresión diferencial de los miRNAs en pacientes 
con HGNA y pacientes con EHNA comparados con un grupo control sin 
la enfermedad. 
 
Específicos:  
 

1. Determinar la expresión de microRNAs en tejido hepático de 
pacientes sin HGNA y pacientes con HGNA y pacientes con 
EHNA por medio de un análisis de microarreglos. 

2. Validar el perfil de expresión de los miRNAs obtenidos por 
microarreglos, basados en ensayos de reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) de tejido 
hepático.  

3. Determinar los potenciales blancos de interacción-regulación de los 
microRNAs del perfil de expresión diferencial por medio de 
herramientas bioinformáticas. 

 
2.6 Diseño metodológico 

 
a) Manipulación por el investigador: Estudio Observacional. 
b) Por seguimiento del paciente a través del tiempo: Estudio 

Transversal. 
c) Direccionalidad en la obtención de la información: Prolectivo 
d) Por búsqueda de asociación entre variables: Comparativo 

 
Se trata de un estudio observacional, transversal, prolectivo y comparativo 
entre los grupos casos y controles. 
 
 

2.7 Tamaño de la muestra 

 
El universo estudiado se trató de pacientes que se sometieron a 
colecistectomía electiva programada (por previo diagnóstico de 
colelitiasis) y que aceptaron participar en la investigación provenientes del 
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servicio de cirugía hepato-pancreato-biliar del Hospital General de México 
Eduardo Liceaga.  
 
El tamaño de muestra no probabilística, por disponibilidad para un estudio 
clínico de casos y controles para los ensayos de detreminación de 
microRNAs por microarreglos y para la validación por qRT-PCR, fue de 
un tamaño de 10 pacientes para e grupo controles (sin HGNA) vs 20 
pacientes casos (10 pacientes para el grupo HGNA y 10 pacientes para el 
grupo EHNA). Se considerará el 10% de pérdidas debido a lo expuesto en 
la sección 5 del FAEP. 
 

2.8 Criterios de Selección  

 
Inclusión:  

• Que acepten participar en el protocolo de investigación con la firma 
del consentimiento informado por escrito 

• Hombres y mujeres mayores de18 años y menores de 60 años 
• Que se sometan a colecistectomía laparoscópica electiva y acepten 

la obtención de biopsia hepática 
• Que llenen el cuestionario AUDIT-CAGE 

Exclusión: 
• Presentar infección por VHB/VHC 
• Que presenten alguna hepatopatía previa conocida 
• Que su consumo de alcohol sea mayor a 30g por semana (en caso de 

sexo masculino) o mayor a 20g por semana (en caso de sexo 
femenino) 

Eliminación 
• Que quiera salir del protocolo de investigación 

 
2.9 Descripción de Procedimientos 

 
Se reclutaron pacientes programados a cirugía electiva en el servicio de 
cirugía de la unidad hepato-pancreato-biliar del Hospital General de 
México, Eduardo Liceaga. Se les explicó el en que consistía el estudio y, 
una vez que aceptaron participar, se les solicito firmar el consentimiento 
informado para la obtención de biopsia hepática transoperatoria y muestra 
de sangre periférica. Previo a la cirugía se les realizó una elastografía 
hepática de transición de vibración controlada (VCTE), o ultrasonido 
abdominal con evaluación del hígado. Se descartó la presencia de otras de 
hepatopatías, tales como virales, autoinmunes, toxicológicas, 
hemocromatosis, enfermedad de Wilson, así como que la ingesta de 
alcohol no fuese superior a 20g diarios en mujeres y 30g diarios en 
hombres por medio del cuestionario de evaluación para la detección de 
desórdenes asociados al abuso de consumo de alcohol (AUDIT). 
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2.9.1 Evaluación clínica 

 
Las variables antropométricas como edad (años), peso (Kg) antecedentes 
personales no patológicos y patológicos (Diabetes Mellitus tipo 2(DM2), 
Hipertensión Arterial Sistémica (HAS), Dislipidemia) se obtuvieron por 
interrogatorio directo o se obtuvieron de su expediente clínico. Con la 
muestra sanguínea, la cual se centrifugó a 1500 rpm para extraer el suero 
fueron determinados los siguientes marcadores bioquímicos: alanino-
amino transferasa (ALT), aspartato-amino transferasa (AST), 
gammaglutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa alcalina (FA), albúmina, 
colesterol total (CT), triacilgliceridos (TG), citoqueratina-18 (CK-18), 
apolipoproteína-B (APO-B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 32 (IL-32) 
y el factor de necrosis tumoral 𝛼 (TNF- 𝛼). Todos los pacientes reclutados 
durante el interrogatorio directo confirmaron que nacieron en México y 
que sus 2 generaciones inmediatas anteriores también. 
 

2.9.2 Elastografía de transición con vibración controlada (VCTE) 

 
La elastografía de transición se realizó con el Fibroscan® Touch 502 
(Echosense, Francia) con un mínimo de 4 horas de ayuno, con la sonda M 
o XL. El paciente se colocó en decúbito supino con el brazo derecho en 
aducción y la mano debajo de la cabeza; el resto de las extremidades 
extendidas. A continuación, se trazó una línea imaginaria entre la apófisis 
xifoides y la línea medio clavicular, sobre la que se buscó un espacio 
intercostal óptimo, y se colocó el transductor. El estudio se completó con 
las siguientes características: al menos diez mediciones válidas, 60% de 
éxito (medidas válidas/medidas no válidas) y el rango 
intercuartílico/mediano fue del 30%. Se obtuvo la mediana del Parámetro 
de Atenuación Controlada (CAP) en decibeles por metro dB/m, la mediana 
de la rigidez hepática en kPa y el rango intercuartílico. Se determinó el 
grado de esteatosis según el CAP, cortes donde S0: <232 dB/m, S1: 232-
256 dB/m, S2: 257-290 dB/m, S3: ≥290 dB/m, y el grado de fibrosis 
hepática fue determinado según LSM, donde F2≥7,0 kPa, F3: ≥8,7 kPa, 
F4: ≥10,3 kPa. (111)(112) 
 

2.9.3 Biopsia hepática transoperatoria 

 
Las biopsias de hígado fueron obtenidas por proceso transoperatorio 
durante la colecistectomía. Provienen del lóbulo hepático derecho con un 
tamaño aproximadamente de 0.5-1.0 cm3. Una porción se fijó con 
formalina y se incluyó en parafina para posteriormente ser sometidas a 
procesos de tinción con hematoxilina-eosina y tricromica de Masson.  Dos 
patólogos expertos evaluaron de forma independiente las muestras sin 
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conocer los datos clínicos de los pacientes. En caso de discordancia en los 
resultados un tercer patólogo fue invitado a revisar los resultados para 
determinar el tipo de paciente.  La escala de actividad de hígado graso no 
alcohólico (NAS) fue utilizada para el reporte los tres parámetros 
semicuantitativos, que se suman para obtener una puntuación de 0 a 8 
puntos: esteatosis según el porcentaje de hepatocitos con vesículas de 
lípidos (grado 0: <5%, 1: 5-33%, 2:33 –66% y 3:> 66%), inflamación 
lobulillar medida en focos por campo (grado 0: ninguno, 1: <2, 2: 2-4, 3: 
>4), balonizacion de los hepatocitos (grado 0: ninguno, 1: pocas células, 2: 
muchas células). También se evaluó la fibrosis hepática (grado 1: 
perisinusoidal o periportal, 1A: fibrosis perisinusoidal leve en zona 3, 1B: 
fibrosis perisinusoidal moderada en zona 3, 1C: solo fibrosis 
portal/periportal, 2: fibrosis perisinusoidal en zona 3, con fibrosis 
portal/fibrosis periportal, 3: puentes de fibrosis, 4: cirrosis) (113). Una 
segunda porción de la biopsia se embebió inmediatamente el reactivo All 
Protect (Qiagen, EE.UU) para estabilizar y proteger tanto proteínas como 
ácidos nucleicos y se almacenó en ultracongelación a -70ºC. 
 

2.9.4 Extracción de RNA 

 
RNA total fue extraído del tejido hepático siguiendo el protocolo de 
extracción del reactivo TRIzol (Invitrogen, EE. UU.) y cloroformo. 
Después de ello, la calidad, pureza y concentración de los ácidos nucleicos 
fueron determinados por medio del bioanalizador Agilent 2100 (Agilent 
Technologie, China).  
 

2.9.5 Ensayo por microarreglos 

 
Para determinar el perfil de expresión diferencial de miRNAs, se extrajo 
RNA total de 32 biopsias hepáticas que fueron seleccionadas basadas en 
su histología y clasificadas en los grupos “HGNA” (n=12), “EHNA” 
(n=10) y “Control” (n=10), para ser analizadas por medio de ensayo por 
microarreglos. Se utilizó el microarreglo GeneChip microARN 4.0 
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) para analizar 2588 sondas de miRNA 
basados en miRBase (release 21).  
A las muestras de RNA se les incorporó una cola de poli-A en el extremo 
3 ', seguido de una reacción de biotinilación. Cada muestra de RNA 
marcada con biotina se hibridó en la matriz del microarreglo y se detectó 
con el conjugado Avidina-Estreptavidina-Ficoeritrina. El chip se sometió 
a un proceso de hibridación a 48°C con rotación de 60 rpm durante 16 
horas. Posterior a ello, se realizaron los pasos de lavado y teñido para 
finalmente, analizar el GeneChip.   
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2.9.6 Ensayo cuantitativo de la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real acoplado a transcripción reversa 

 
Para validar la expresión diferencial del perfil, se aisló RNA total de 30 
biopsias hepáticas de los grupos etiquetados como control (10), HGNA 
(10) y EHNA (10). Se realizó el ensayo de transcripción reversa utilizando 
los reactivos de microARN TaqMan (Applied Biosystems, USA); 
agregando el RNA pequeño nucleolar RNU-48 como control interno. Para 
la validación del perfil de microRNA se utilizó el kit Taqman Universal 
MasterMix NO UNG y las sondas Taqman para cada uno de los microRNA 
seleccionados del perfil, los cuales fueron: hsa-miR-122-3p, hsa-miR-140-
5p, hsa-miR-148-5p, hsa-miR-3064-5p, hsa-miR-3148 (Applied 
Biosystems, USA). El ensayo se realizó por triplicado y la cantidad relativa 
de cambio de cada microRNA se calculó utilizando la ecuación 2–(ΔCT), 
donde Δ CT = Ct (miRNA HGNA - CtRNU48-HGNA)- 
Ct(miRNAControl – CtRNU48-Control) y (miRNA EHNA - CtRNU48-
EHNA)- Ct(miRNAControl – CtRNU48-Control). Con ello calculamos la 
tasa de cambio, y el valor p. 
 

2.9.7 Análisis de enriquecimiento 

 
Los datos obtenidos en el ensayo de microarreglos se analizaron mediante 
el software Transcriptome Analysis Console (TAC) (Affymetrix), tanto 
para los procesos de normalización y el control de calidad de la señal de 
datos, como para la determinación de los microRNAs desregulados, y con 
ello establecer el perfil de expresión diferencial. 
 
Las condiciones utilizadas en el programa TAC fueron las siguientes: 
 

a) Tasa de cambio (Fold Change) = ≥ 2 ó ≤ -2 
b) Valor p (P value) = ≤ 0.001) 
c) Tasa de descubrimientos falso (FDR p-value) = ≤ 0.05, para controlar 

el efecto del tamaño de muestra pequeño. 
 
Los cinco microRNAs con la mayor tasa de cambio (FC) (positiva o 
negativa) obtenidos en el análisis de expresión diferencial se utilizaron para 
el análisis de enriquecimiento; y con ello inferir los potenciales blancos de 
regulación de estos microRNAs y sus posibles implicaciones en la 
enfermedad.  
 
El primer paso del análisis consistió en identificar los posibles genes de 
interacción de los microRNAs, basados en los sitios de reconocimiento de 
la región semilla, utilizando el software libre MIENTURNET(114). Para 
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determinar los blancos genéticos validados la herramienta TarBase 
(v.8)(115), fue utilizada bajo los siguientes parámetros: un p-valor ≤ 0.01y 
un FDR p valor: ≤  0.05. 
Para el análisis de enriquecimiento funcional nos basamos en los genes 
identificados del software Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity 
Systems Inc., USA), fue empleado bajo las condiciones:  

1. gene expression fold change of -1.5 to +1.5 
2. p value ≤   0.01”. 

 
2.9.8 Inmunoensayos enzimáticos 

 
Exploramos el perfil bioquímico de los marcadores serológicos 
citoqueratina-18 (CK-18), apolipoproteína B (APO-B), interleucina-6 (IL-
6), interleucina-32 (IL-32), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) por 
ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) siguiendo las 
instrucciones del kit (R&D systems, Minneapolis, MN), utilizando suero 
de pacientes de los grupos HGNA, EHNA y control. 
 

2.9.9 Plan de análisis estadístico 

 
Las variables bioquímico-clínicas de los grupos, fueron analizadas 
utilizando el software SPSS para Macintosh v24.0 (IBM, EE. UU.). Las 
variables categóricas cualitativas se describen mediante frecuencias y 
porcentajes. Las variables cualitativas se describien mediante la media y 
desviación estándar, medianas o porcentaje dependiendo de su distribución 
poblacional que fue determinada mediante la prueba de Kolmogorv 
Smirnov (K- S).  
Para establecer la correlación entre las variables las prueba de de 
correlación de Pearson y Spearman se utilizaron. Para determinar 
diferenacias entre las medias la prueba T-student fue aplicada para 
variables cuantitativas con un comportamiento paramétrico, mientras que 
para las variables con una distribución no paramétrica y variables 
cualitativas la prueba U-Mann-Whitney o Chi cuadrada fueron utilizadas. 
Para el análisis de grandes de datos como los microarreglos, PCR en 
tiempo real y análsis de enriquecimientos la pruebas de igualdad de 
varianzas, se basaron en estadistica de tipo bayesiana. La significancia 
estadística se definió como p≤0,05. 
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CAPÍTULO III: RESULTADOS 

3.1 Características epidemiologicas de la cohorte. 

 
Un total de 117 pacientes se logró con éxito la obtención de la biopsia 
hepática, proveniente del lóbulo hepático derecho (0.5-1.0cm3).  
 
El 77.7% (n=91) de la cohorte de pacientes fueron mujeres y el 22.2% 
(n=26) fueron hombres. La edad promedio de la población en el estudio 
fue 42.65 (±12.6) años, en términos de peso corporal el promedio fue 70.1 
(±12.86) Kg, el IMC promedio fue 27.9 (±4.29) Kg/m2. 
 
La prevalencia de HGNA en este estudio se calculó utilizando la siguiente 
fórmula:  % De prevalencia = (número de casos encontrados) ⁄(muestra 
total). Las biopsias hepáticas de los 117 pacientes muestran una 
prevalencia general de HGNA de 71.7.%, donde el 87.5% de este grupo 
presentó un IMC mayor a 25kg/m2. Del total de los pacientes de la cohorte, 
el 77.8% fueron mujeres, y de los casos con HGNA, el sexo femenino 
representó el 84.4%. 
 
33 pacientes (28.2%) no presentaron anomalías microscópicas en la 
biopsia hepática y conformaron el grupo control, su media de edad fue de 
42.5(±5.6) años, con un peso corporal de 69.6(±5.52) Kg, un IMC de 
26.8(±2.6) Kg/m2 y el 75.76% (n = 25) fueron mujeres. Los pacientes en 
estadio de esteatosis simple representaron el 54.7% (n=64), y conformaron 
el grupo HGNA con una edad promedio de 43 años, un peso corporal de 
70.1(±7.13) Kg, un IMC de 27.9(±1.8)Kg/m2 y el 77.7% (n=50) fueron 
mujeres. Finalmente, los pacientes con EHNA fueron el 17% (n=20) de la 
población, con una mediana de edad de 40 años, un peso corporal de 
75.9(±6.52) Kg, un IMC de 30.0(±1.6) kg/m2 y el 81.82% (n= 16) fueron 
mujeres. El resto de las características bioquímicas de los pacientes se 
resumen en la Tabla 1. Solo el IMC y los parámetros de la elastografía de 
transición fueron diferentes entre los grupos. 
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Tabla 1. Características antropométricas y bioquímicas de la cohorte 
de pacientes del estudio. 
  

Grupo Control 
(n= 33) 

Grupo HGNA 
(n= 64) 

Grupo EHNA 
(n= 20) 

Valor 
"p" 

Edad (Años) 42.5(±5.6) 43(±2.5) 40(±3.1) 0.221 

Peso (Kg) 69.6(±5.52) 70.1(±7.1) 75.9(±6.52) 0.01 

Indice de masa corporal 
(Kg/m2) 

26.8(±2.6) 27.9(±1.8) 30(±1.6) 0.01 

Glucosa en ayuno (mg/dL) 95.4(±8.3) 99(±8.6) 100.4(±5.8) 0.316 

Triglicéridos (mg/dL) 177.7(±9.5) 178.1(±12) 189.5(±22) 0.9 

Colesterol total (mg/dL) 184.6(±10.8) 193.3(±5.8) 189.1(±8.8) 0.862 

Alanina aminotransferasa 
(ALT) (U/L) 

24.3(±2.4) 29.7(±7.2) 33.7(±29.2) 0.684 

Aspartato aminotransferasa 
(AST) (U/L) 

24.3(±3.0) 24.4(±3.9) 27.4(±8.3) 0.953 

Gamma-glutamil transferasa 
(GGT) (U/L) 

33.8(±3.5) 40.9(±5.7) 39.8(±1.3) 0.262 

Lactato deshidrogenasa (LDH) 
(U/L) 

179.2(±10.5) 180(±3.1) 184.1(±9.1) 0.17 

Fosfatasa Alcalina (FA) (U/L) 73.7(±8.8) 72.36(±4.4) 76.23(±10.4) 0.521 

Albumin (mg/dL) 4 4.3 4.2 0.684 

Parámetro de atenuación 
controlada (DB/s) 

142 (±2.4) 333.7 (±4.1) 353.7 (±1.1) 0.001 

Rígidez hepática (skPa) 4.9 (±0.4) 5.2 (±0.2) 6.1 (±0.3) 0.04 

CK-18 (pg/mL) 104.1 (±17.5) 230.2(±247.7) 128.9(±172.5) 0.001 

APOB (ng/mL) 2941.8 (±1386.7) 3599.8(±1093.4) 2567.7 (1266.8) 0.61 

IL-6 (pg/mL) 28.2 (±9.9) 31.3(±27.8) 22.6(±5.5) 0.89 

IL-32 (pg/mL) 1291.1 (±496.9) 1348.4(±683.2) 8013.6768(±100
007.4) 

0.03 

TNF-𝛼 (pg/mL) 119.4 (±28.1) 111.8(±22.5) 127.4(±37.4) 0.21 
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No se encontró asociación entre la colelitiasis y el HGNA, el valor Rho del 
análisis de correlación entre las características histológicas de las biopsias 
para el diagnóstico de HGNA fue de 0.23 y el índice Kappa para 
concordancia entre los valores de los índices predictivos fue de 0.22. Estos 
datos forman parte de una publicación derivada de esta tesis (116).  
 

3.2 Histologías hepáticas 

 
Los resultados de los análisis patológicos de los tejidos hepáticos que 
fueron diagnosticados con HGNA, se observa acentuada esteatosis 
predominantemente macrovesicular (figura 2-B y 2-F), sin la presencia de 
infiltrado inflamatorio lobulillar. Las muestras de tejido clasificadas como 
esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) presentan prominente esteatosis de 
tipo macrovesicular, infiltrado inflamatorio linfocitario y balonización 
focal de hepatocitos con presencia de cuerpos de Mallory-Denk.(figura 2-
C y 2-G). Los estadios de progresión más severa que implica la presencia 
de fibrosis, distorsión arquitectural, esteatosis leve, acentuado infiltrado 
inflamatorio y fibrosis acentuada pericelular y periportal, con formación 
de puentes. (figura 2 E-H).  
 
  



 36  

 

 
  

Fi
gu

ra
 2

. R
ep

re
se

nt
ac

io
ne

s 
hi

st
ol

óg
ic

as
 d

e 
hí

ga
do

s 
hu

m
an

os
. A

) 
Im

ag
en

 r
ep

re
se

nt
at

iv
a 

de
 t

ej
id

o 
he

pá
tic

o 
m

or
fo

ló
gi

ca
m

en
te

 n
or

m
al

. 
He

pa
to

ci
to

s 
no

rm
ot

íp
ic

os
 s

ep
ar

ad
os

 p
or

 s
in

us
oi

de
s 

he
pá

tic
os

; 
qu

e 
ro

de
an

 u
n 

es
pa

ci
o 

po
rt

a.
 N

o 
se

 re
co

no
ce

 e
st

ea
to

sis
 n

i i
nf

ilt
ra

do
s i

nf
la

m
at

or
io

s.
 B

) H
íg

ad
o 

co
n 

H
G

N
A

, t
ej

id
o 

he
pá

tic
o 

co
n 

es
te

at
os

is 
pr

ed
om

in
an

te
m

en
te

 m
ac

ro
ve

sic
ul

ar
. C

) H
íg

ad
o 

co
n 

EH
N

A
, t

ej
id

o 
he

pá
tic

o 
co

n 
pr

om
in

en
te

 e
ste

at
os

is
 

de
 ti

po
 m

ac
ro

ve
sic

ul
ar

, i
nf

ilt
ra

do
 in

fla
m

at
or

io
, b

al
on

iz
ac

ió
n 

fo
ca

l d
e 

he
pa

to
ci

to
s. 

D
) H

íg
ad

o 
co

n 
fib

ro
sis

, t
ej

id
o 

he
pá

tic
o 

co
n 

di
st

or
sió

n 
ar

qu
ite

ct
ur

al
, 

es
te

at
os

is 
le

ve
, 

ac
en

tu
ad

o 
in

fil
tr

ad
o 

in
fla

m
at

or
io

 y
 f

ib
ro

sis
. 

La
s 

m
ic

ro
fo

to
ga

rf
ia

s d
e 

A
 a

 D
 so

n 
te

jid
os

 te
ñi

do
s c

on
 H

&
E.

 A
m

pl
ia

ci
ón

 o
rig

in
al

 1
00

X
.  

La
s m

ic
ro

fo
to

gr
af

ía
s d

e 
E 

a 
F 

so
n 

te
jid

os
 c

on
 la

 ti
nc

ió
n 

tri
cr

óm
ic

a 
de

 M
as

so
n.

 A
um

en
to

 o
rig

in
al

 1
00

X
 E

) H
íg

ad
o 

sin
 e

ste
at

os
is,

 F
) H

íg
ad

o 
co

n 
H

G
N

A
 (e

ste
at

os
is 

sim
pl

e)
, G

) H
íg

ad
o 

co
n 

EH
N

A
 H

) H
íg

ad
o 

co
n 

fib
ro

sis
 a

ce
nt

ua
da

 p
er

ic
el

ul
ar

, p
er

ip
or

ta
l y

 
co

n 
fo

rm
ac

ió
n 

de
 p

ue
nt

es
. 

 



 37  

3.3 Ensayo de expresión diferencial de microRNAs 

En cuanto al perfil de expresión diferencial del grupo HGNA, veinticinco 
miRNAs se encontraron desregulados, de estas 23 moléculas presentaron 
una desregulación positiva, y solo 2 se encontraron desregulados 
negativamente. Los 25 microRNAs que conforman el perfil de expresión 
diferencial para los pacientes con HGNA se presentan en la tabla 2.   
 

Tabla 2. MicroRNA desregulados en HGNA 
microRNA Tasa de cambio Valor-p Valor- p FDR 

hsa-miR-122-3p 9.09 1.64E-05 0.006 
hsa-miR-140-5p 5.83 8.04E-06 0.0044 
hsa-miR-200a-3p 4.75 8.58E-05 0.0109 
hsa-miR-148b-3p 4.4 4.36E-06 0.0028 
hsa-miR-148a-5p 4.17 0.0001 0.0128 
hsa-miR-19a-3p 4.01 5.33E-05 0.0098 
hsa-miR-3607-5p 3.97 2.80E-06 0.0027 
hsa-miR-22-5p 3.96 7.99E-05 0.0104 

hsa-miR-455-5p 3.81 4.58E-06 0.0028 
hsa-miR-4686 3.8 0.0001 0.0129 
hsa-miR-29c-3p 3.61 1.20E-05 0.0053 
hsa-miR-505-3p 3.24 4.13E-05 0.0098 
hsa-miR-29c-5p 3.24 7.71E-05 0.0104 
hsa-miR-1185-1-3p 3.15 0.0003 0.0258 
hsa-miR-628-3p 2.76 0.0001 0.0133 
hsa-miR-203a 2.64 1.06E-05 0.005 
hsa-miR-30c-2-3p 2.51 0.0006 0.0476 
hsa-miR-484 2.47 2.34E-05 0.0078 
hsa-miR-30b-5p 2.37 5.93E-05 0.0098 
hsa-miR-148a-3p 2.31 4.52E-05 0.0098 
hsa-miR-30e-3p 2.26 2.35E-05 0.0078 
hsa-miR-5589-5p 2.24 0.0006 0.0476 
hsa-miR-128-3p 2.15 0.0005 0.0406 
hsa-mir-6089-1 -2.08 0.0002 0.0164 
hsa-mir-6089-2 -2.08 0.0002 0.0164 

 
En la figura 3-A, se presenta el mapa de calor que muestra los resultados 
del análisis de grupos jerárquico realizados con la herramienta TAC y la 
expresión diferencial de los miRNA del tejido hepático del grupo HGNA 
comparado contra el grupo Control. La correlación en la expresión de los 
miRNAs evaluados en el microarreglo varía de >6 (valor más alto, en rojo) 
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a < 0.7 (valores más bajos, en azul). Los datos fueron normalizados, se 
utilizaron distancias euclidianas de disimilitud con el método de 
amalgamación de Ward. Mientras que la figura 3-B es la representación en 
gráfica de volcán del análisis de expresión diferencial de miRNA 
comparando tejido hepático de pacientes del grupo HGNA versus tejido 
hepático del grupo de pacientes Control. Los puntos rojos y verdes marcan 
los miRNAs con una expresión significativamente mayor o menor 
respectivamente, entre el grupo HGNA en comparación con las muestras 
control (FDR <0,01). El eje X muestra cambios (log2fold) en la expresión 
y el eje Y las probabilidades logarítmicas de que estos miRNAs se expresen 
diferencialmente. 
 

  
 
Figura 3. Perfil de expresión diferencial de microRNAs comprando RNA de tejido 
hepático de pacientes con esteatosis hepática simple contra sujetos sin esteatosis. 
Veinticinco moléculas se encuentras desreguladas, la gran mayoría de ellos con una tasa 
de cambio mayor a +3. 
 
En cuanto al ensayo por microarreglos de los pacientes con el diagnóstico 
de esteatohepatitis no alcohólica, 21 microRNAs fueron identificados 
como moléculas desreguladas, la tabla 3 muestra las tasas de cambio de 
cada uno de estos microRNAs, cabe destacar que todos los elementos 
desregulados presentaron valores negativos en la tasa de cambio.  
 

Tabla 3. MicroRNA  desregulados en EHNA 
microRNA Tasa de cambio Valor-p Valor- p FDR 

hsa-miR-297 -21.77 1.23E-05 0.0063 
hsa-miR-3064-5p -21.68 1.12E-05 0.0063 
hsa-miR-3148 -21.58 3.09E-07 0.0005 
hsa-miR-7844-5p -19.6 2.24E-07 0.0005 
hsa-miR-3149 -12.83 2.24E-07 0.0024 
hsa-miR-18a-5p -3.09 0.0142 0.4421 

A B 
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hsa-miR-93-3p -2.86 0.0107 0.4192 
hsa-miR-30b-5p -2.61 0.0212 0.4813 

hsa-miR-362-5p -2.6 0.0245 0.4952 
hsa-miR-500a-5p -2.6 0.012 0.4226 
hsa-miR-30a-3p -2.59 0.0107 0.4192 
hsa-miR-23b-5p -2.57 0.008 0.3941 
hsa-miR-106b-5p -2.5 0.0047 0.3215 
mgh28S-2409 -2.5 0.0318 0.5225 
hsa-miR-192-3p -2.45 0.0417 0.5524 
hsa-miR-27b-5p -2.42 0.0014 0.1589 
hsa-miR-1301-3p -2.37 0.0486 0.5721 
hsa-miR-128-3p -2.35 0.0262 0.5 
hsa-miR-505-3p -2.34 0.0388 0.5368 
hsa-miR-224-3p -2.33 0.0322 0.5225 
hsa-miR-5589-3p -2.25 0.0145 0.444 

 
La figura 4-A es el mapa de calor con la comparación de la expresión de 
miRNAs entre los grupos EHNA versus control, donde se muestran los 
resultados de grupos jerárquicos obtenidos en análisis realizado con la 
herramienta TAC. La relación en la expresión de los miRNAs va de >5 
(valor más alto, en rojo) a 0.45 (valores más bajos, en azul). Se 
normalizaron los datos y se utilizaron distancias euclidianas de disimilitud 
con el método de amalgamación de Ward. Mientras que la figura 4-B es la 
representación de la expresión diferencial de miRNAs comparando tejido 
hepático de pacientes del grupo EHNA versus tejido hepático del grupo de 
pacientes control en forma de gráfico de volcán. Los puntos verdes marcan 
los miRNAs con una expresión significativamente menor en el grupo 
EHNA en comparación con las muestras control (FDR <0,01). El eje X 
muestra cambios (log2fold) en la expresión y el eje Y las probabilidades 
logarítmicas de que estos miRNAs se expresen diferencialmente. 
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Figura 4. Perfil de expresión diferencial de microRNAs comprando RNA de tejido 
hepático de pacientes con esteatohepatitis no alcohólica contra sujetos sin esta 
enfermedad. Veintiún moléculas se encuentras desreguladas, todas ellas con una tasa de 
cambio negativa. 
 

3.4 Validación del perfil de expresión diferencial 

 
Una vez determinada la presencia de los perfiles de expresión de cada uno 
de los estadios de la enfermedad, se procedió a validar la expresión de estos 
miRNAs a través de ensayos de RT-PCR cuantitativo en tiempo real. Para 
una administración eficiente de los recursos, se seleccionaron de manera 
aleatoria dos miRNAs de los perfiles hallados en el ensayo por 
microarreglos con mayores tasas de cambio reportadas (tablas 2y 3). 
También se incluyó al miR-122-3p, que es considerado como el miRNA 
específico del hígado más abundante, y que parece estar involucrado en 
varios procesos fisiológicos en la función hepática (117), quedando la lista 
de miRNA seleccionados para la validación de la siguiente manera: 
 
1. hsa-miR-122-3p 
2. hsa-miR-140-5p 
3. hsa-miR-148-5p 
4. hsa-miR-3064-5p 
5. hsa-miR-3148 
 
La figura 5 muestra las tasas de expresión de cambio obtenidas en el 
proceso de validación, aunque las obtenidas por PCR en tiempo real son 
menores a las reportadas por el análisis de microarreglos la mayoría de los 
miRNAs evaluados presentaron la misma tendencia de comportamiento 
que el reportado por el microarreglo, el único miRNA con un patrón 
distinto fue del miR-3064-5p el cual presenta un comportamiento opuesto 
con una tasa de cambio de -21.68 en el microarreglo y  de 8.42 en el ensayo 
de RT-PCRc. Las tasas de cambio del mir-122-3p fueron de 9.09 vs. 2.097 

A B 
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respectivamente. Para el mir-140-5p el microarreglo reporto una tasa de 
cambio de 5.83 y en el ensayo de RT-PCR fue de 2.11, mientras que para 
el mir-148-5p fue de 4.4 vs. 1.96 y para el miR-3148 fue de -21.58 vs -
0.558 respectivamente. 
 
 

 
Figura 5. Comparación de las tasas de expresión diferencial de los miRNAs 
seleccionados para la validación del ensayo por microarreglos.  
 
 
Las tasas de expresión (FC) en el perfil de esteatosis simple, son 
considerablemente más bajas comparadas con los FC del microarreglo, 
pero aunque las tasas son menores todos los valores de expresión de 
cambio de los microRNA en el perfil de esteatosis simple son mayores a 
+1.5, convirtiéndoles en moléculas con potencial de ser explorados como 
biomarcadores de la enfermedad o para la exploración de las vías 
fisiológicas o celulares en las que se encuentran involucrados.  
 
Los miRNAs del perfil del estadio de esteatohepatitis no alcohólica, 
presentaron resultados variados, para el hsa-miR-3064-5p, el FC del 
microarreglo fue una de las más altas en valores negativos, -21.68 pero en 
el ensayo de validación el resultado fue distinto, con un FC de +8.43 fue el 
obtenido; en cambio, el hsa-miR-3148 tuvo un FC de -21.58 en el 
microarreglo y en el ensayo de validación nos reportó una tasa de cambio 
de -0.56. Esta tasa de cambio de expresión, al realizar el análisis estadístico 
para la determinación de diferencias de medias solo encontró significancia 
en el cambio de expresión del miR-140-5p (p < 0.01). La figura 6 resume 
de manera visual los resultados del ensayo de validación para los miRNAs 
seleccionados para este ensayo. Con estos resultados nosotros validamos 
el perfil de expresión diferencial propuesto. 
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Figura 6. Ensayo de validación. Resultados de los 2-Δ ΔCT de los ensayos por reacción en 
cadena de la polimerasa cuantitativo en tiempo real realizados con los miRNAs 
seleccionados y las tasas de cambios (Fold change, FC) de los mismos.  
 

3.5 Análisis de enriquecimiento. 

Para el análisis bioinformático se utilizaron los cinco miRNAs con mayor 
tasa de cambio positiva del ensayo de expresión diferencial de los grupos 
HGNA y EHNA con la finalidad de explorar los posibles genes de 
interacción. Un total de 1566 genes fueron identificados como potenciales 
dianas genéticas con regiones semillas de interacción con los miRNAs para 
el perfil de HGNA, mientras que 1870 genes para el grupo de EHNA. 
 
El subanálisis realizado con la herramienta IPA para el grupo HGNA, 
reportó 24 genes implicados en el modelo de exploración. Los 24 genes y 
los valores de asociación estadística reportados por el análisis se presentan 
en la tabla 4. 
 
Para el estadio de EHNA, 1157 genes con potencial interacción con los 
miRNAs del perfil propuesto fueron reportados. El análisis de 
enriquecimiento se realizó por medio de la herramienta IPA, que reporto a 
27 genes potencialmente involucrados en la desregulación de rutas 
metabólicas en la esteatohepatitis no alcohólica, la tabla 5 presenta los 
datos sobre los genes asociados.  
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Tabla 4. Genes asociados a la red de interacción del perfil de microRNA del grupo HGNA 

Nombre Símbolo  valor-p valor-p 
de FDR 

OR Función 

Hexocinasa GCK 0.001 0.177 0.99 Las hexoquinasas fosforilan la 
glucosa para producir glucosa-
6-fosfato, el primer paso en la 
mayoría de las vías del 
metabolismo de la glucosa.  

Acil-CoA  
Deshidrogenasa de  
cadena larga 

ACADL 0.001 0.187 0.020 Es una de las cuatro enzimas que 
catalizan el paso inicial de la 
beta-oxidación mitocondrial del 
ácido graso de cadena recta. 

Carnitina O-
Palmitoiltransferasa, 
Isoforma Hepática 

CPT1A 0.001 0.187711
1 

0.777 Es la enzima clave en el 
transporte dependiente de la 
carnitina a través de la 
membrana interna mitocondrial. 

Glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa 1 

GPD1 0.001 0.187 0.783 Cataliza la conversión 
reversible del fosfato de 
dihidroxiacetona (DHAP) y la 
reducción del dinucleótido de 
adenina de nicotina (NADH) en 
glicerol-3-fosfato (G3P) y 
NAD+. 

Subunidad Beta de  
proteína de unión de 
nucleótidos de  
guanina 

GNB2 0.001 0.187 0.020 Regulador de las subunidades 
alfa, así como de ciertos 
receptores y efectores de 
transducción de señales 
dependientes de proteínas G. 

Transactivador  
Interactivo Cbp/P300 2 

CITED2 0.001 0.187 0.028 Inhibe la transactivación de los 
genes inducidos por HIF1A al 
competir con la unión del factor 
1-alfa inducible por la hipoxia a 
p300-CH1. 

Proteína de unión a los 
nucleótidos de  
guanina (proteína G), alfa 
13  

GNA13 0.001 0.187 0.030 Regulador del receptor de 
dopamina D5 y regulador de 
unión del complejo de proteínas 
G. 

Familia de proteínas  
de choque térmico  
DnaJ (Hsp40)  
miembro C24 

DNAJC2
4 

0.001 0.187 0.030 Estimula la actividad de la 
ATPasa de varias chaperonas 
tipo Hsp70. 

PIB-Manosa  
pirofosforilasa A 

GMPPA 0.001 0.187 0.030 Regula la actividad de la 
manosa-1-guaniltranfersa. 

Aldehído deshidrogenasa 1 
miembro de la familia B1 

ALDH1B
1 

0.001 0.187 0.030 Segunda enzima de la vía 
oxidativa del metabolismo del 
alcohol. 

Ceramidasa alcalina 3 ACER3 0.001 0.187 0.030 Participa en los procesos de la 
mielinización, y proliferación 
celular  

Subunidad F del  
factor 3 de iniciación  
de la traducción  
eucariótica 

EIF3F 0.001 0.187 0.991 Permite la actividad de 
ubiquitinasa. Contribuye a la 
actividad del factor de iniciación 
de la traducción. 

5'-aminolevulinato  
sintasa 1 

ALAS1 0.001 0.187 0.030 Cataliza el paso limitante de la 
velocidad de biosíntesis del 
hemo (hierro-protoporfirina). 

Glutatión S-transferasa Mu 
4 

GSTM4 0.001 0.187 0.030 Funciona en la desintoxicación 
de compuestos electrofílicos, y 
productos del estrés oxidante, 
por conjugación con glutatión. 

Dihidrolipoamida S-
succiniltransferasa 

DLST 0.001 0.187 0.030 Cataliza la conversión de 2-
oxoglutarato en succinil-CoA y 
CO2. 
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Forkhead Box P3 FOXP3 0.002 0.187 0.036 Regulador transcripcional de 
elementos cabeza de 
horquilla/hélice. 

Glucosamina  
(UDP-N-Acetil)-2-
epimerasa/ 
N-acetilmanosamina  
cinasa 

GNE 0.011 0.187 0.086 Enzima bifuncional que inicia y 
regula la biosíntesis del ácido N-
acetilneuramínico (NeuAc), 
precursor de los ácidos siálicos. 

24-Deshidrocolesterol 
reductasa 

DHCR24 0.011 0.187 0.086 Oxidorreductasa dependiente de 
dinucleótido de flavina y 
adenina (FAD) que cataliza la 
reducción del doble enlace 
delta-24 de los intermediarios de 
esteroles durante la biosíntesis 
del colesterol. 

Citocromo P450  
familia 4 subfamilia  
A miembro 22 

CYP4A22 0.0133 0.187 0.095 Monooxigenasa que cataliza 
reacciones implicadas en el 
metabolismo de fármacos y la 
síntesis de colesterol, esteroides 
y otros lípidos. 

ArfGAP con dominio  
SH3, repetición de  
anquirina  
y dominio PH 1 

ASAP1 0.014 0.187 0.101 Proteína activadora de la 
GTPasa del factor de 
ribosilación de ADP (ARF). 

Reparación de ADN 
BRCA1 asociada 

BRCA1 0.0199 0.187 0.11 Fosfoproteína nuclear de 190 
kD que desempeña un papel en 
el mantenimiento de la 
estabilidad genómica y también 
actúa como supresor de tumores. 

Citrato sintasa CS 0.040 0.187 0.170 Cataliza la síntesis de citrato a 
partir de oxaloacetato y acetil 
coenzima A. 

Engullimiento y  
motilidad celular 1 

ELMO1 0.057 0.187 0.205 Proteína de engullimiento y 
motilidad celular, citocinesis, 
fagocitosis y migración celular. 

Aldo-ceto reductasa  
familia 1 miembro C1 

AKR1C1 0.073 0.192 0.235 Catalizan la conversión de 
aldehídos y cetonas en sus 
correspondientes alcoholes 
utilizando NADH y/o NADPH 
como cofactores. 
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Tabla 5. Genes asociados a la red de interacción del perfil de microRNA del grupo EHNA 

Nombre Símbolo valor-p valor-p de 
FDR 

OR Función 

Receptor de proteína 
tirosina fosfatasa 
tipo 2 

PTPN2 0.0001 0.0061 0.99 Regula los procesos de 
crecimiento celular, 
diferenciación, ciclo mitótico 
y la transformación 
oncogénica. 

Inhibidor de la serina 
peptidasa, tipo 2 de 
Kunitz 

SCSD 0.0001 0.012 0.02 Inhibe la activación del factor 
de crecimiento de hepatocitos 
(HGF). 

Carnitina 
palmitoiltransferasa 
1A 

CPT1A 0.0001 0.0308 0.777 Enzima clave en el transporte 
dependiente de carnitina a 
través de la membrana interna 
mitocondrial, necesaria para 
el proceso de beta-oxidación 
de ácidos grasos. 

Subunidad catalítica 
alfa 2 de la proteína 
cinasa activada por 
AMP 

PRKAA2 0.0001 0.0453 0.783 Fosforila e inactiva la acetil-
CoA carboxilasa y la beta-
hidroxi beta-metilglutaril-
CoA reductasa. 

Activador de 
proteína RAS P21 1 

RASA1 0.0001 0.0114 0.02077 Estimula la actividad de 
GTPasa de RAS p21. 

Metilsterol 
monooxigenasa 1 

MSMO1 0.0001 0.0018 0.0280  Funciona en la biosíntesis 
del colesterol. 

Regulador MDM4 
De P53 

MDM4 0.0001 0.0247 0.0303 Se une a la proteína supresora 
de tumores p53 e inhiben su 
actividad. 

Transducina Beta 
Like 1 Receptor 
ligado al cromosoma 
X 1 

TBL1XR
1 

0.0001 0.0075 0.03066 Correpresor nuclear de la 
histona desacetilasa 3 
(HDAC 3). 

Subunidad catalítica 
alfa 1 de la proteína 
cinasa activada por 
AMP 

PRKAA1 0.0001 0.0024 0.03055 Protege a las células del 
estrés que causa el 
agotamiento de ATP al 
desactivar las vías 
biosintéticas que consumen 
ATP. 

Factor de 
transcripción KLF 3 

KLF3 0.002 0.0023 0.03077 Regula la unión específica de 
secuencia a cajas CACCC y 
motivos ricos en GC a 
regiones promotoras. 

Discos grandes 
MAGUK tipo 
proteínas de 
andamio 5 

DLG5 0.002 0.0055 0.9912 Funciona en la transmisión de 
señales extracelulares al 
citoesqueleto y en el 
mantenimiento de la 
estructura de las células 
epiteliales. 

Proteína de unión a 
elementos de 
respuesta CAMP 3 
similar 2 

CREB3L
2 

0.002 0.0244 0.03078 Activador transcripcional de 
SPCG asociado al proceso de 
condrogenésis. 

Subunidad beta del 
complejo 
multienzimático 
trifuncional de la 
hidroxiacil-CoA 
deshidrogenasa 

HADHB 0.005 8.13E-05 0.03078 Subunidad beta de la proteína 
trifuncional mitocondrial, 
que cataliza los tres últimos 
pasos de la oxidación beta 
mitocondrial de los ácidos 
grasos de cadena larga. 
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Activador del 
receptor gamma 
proliferador de 
peroxisomas 

PPARG 0.005 0.0058 0.03078 Regula la diferenciación de 
los adipocitos. Además, 
PPAR-gamma se ha 
implicado en la patología de 
numerosas enfermedades, 
como la obesidad, la diabetes, 
la aterosclerosis y el cáncer. 

Subunidad beta del 
complejo 
multienzimático 
trifuncional de la 
hidroxiacil-CoA 
deshidrogenasa 

HADHA 0.005 0.0432 0.03655 Subunidad beta de la proteína 
trifuncional mitocondrial, 
que cataliza los tres últimos 
pasos de la oxidación beta 
mitocondrial de los ácidos 
grasos de cadena larga. 

Miembro de la 
familia SMAD 5 

SMAD5 0.006 4.48E-05 0.08657 Factor de crecimiento 
transformante beta que inhibe 
la proliferación de células 
progenitoras 
hematopoyéticas.  

Factor de 
transcripción 
Kruppel similar al 
factor 6 

KLF6 0.008 0.0031 0.08657  Factor de transcripción tipo 
Kruppel, funciona como un 
supresor de tumores. 

Subunidad 1 del 
factor de 
transcripción general 
IIH 

GTF2H1 0.0013 0.0441 0.09522 Regula positivamente la 
transcripción de ADN y 
transcripción por ARN 
polimerasa II. 

Ubiquitina Ligasa 1 
E3 

PELI1 0.0014 1.52E-05 0.10100 Activa la proteína ligasa de la 
ubiquitina. 

MAF BZIP Factor 
de transcripción F 

MAFF 0.0016 0.0157 0.11735 Factor de transcripción de 
cremallera básica de leucina 
(bZIP). 

Inhibidor cinasa 
dependiente de 
ciclina 1A 

CDKN1
A 

0.0047 0.0043 0.20584 Inhibidor de la ciclina-
quinasa 2, regulando la 
progresión del ciclo celular 
en G1. 

Factor de 
transcripción B 
MAF BZIP 

MAFB 0.0068 0.0011 0.0307 Factor de transcripción de 
cremallera básica de leucina 
(bZIP) que juega un papel 
importante en la regulación 
de la hematopoyesis. 

Receptor beta del 
ácido retinoico 

RARB 0.008 0.0031 0.03078 Regulador transcripcional 
nuclear de receptores de 
hormonas tiroideas y 
esteroides.   

Factor de 
transcripción ETS 
ELK3 

ELK3 0.0111 0.0299 0.03655 Inhibidor transcripcional en 
ausencia de Ras, pero activa 
la transcripción cuando Ras 
está presente. 

25. Cinasa 2 rica en 
repeticiones de 
leucina  

LRRK2 0.0114 0.0158 0.08657 Miembro de la familia de 
cinasas repetidas ricas en 
leucina. 

Factor 
intercambiador de 
nucleótidos de 
guanina rap 4 

RAPGEF
4 

0.0119 0.0004 0.08657 Regulador del receptor de 
neurotransmisores  

UDP 
Glucuronosiltransfer
asa tipo 2 miembro 
B11 

UGT2B1
1 

0.0128 0.0272 0.09522 Activador de la 
glucuronosiltransferasa, 
cataliza la transformación de 
bilirrubina no conjugada en 
bilirrubina conjugada. 

Proteína relacionada 
con Ras Rab-1A 

RAB1A 0.0133 0.0151 0.0303 Regulador del tráfico de 
vesículas desde el retículo 
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endoplásmico hasta el 
aparato de Golgi. 

 
El resumen ilustrado del análisis de enriquecimiento y la red de interacción 
entre los genes y procesos metabólicos celulares implicados tanto en el 
estadio de esteatosis hepática simple (HGNA) y esteatohepatitis no 
alcohólica (EHNA) se presenta en las figuras 7 y 8 respectivamente.  
 
Finalmente, las potenciales vías o procesos celulares asociadas con los 
blancos genéticos y los miRNAs del perfil se muestran en la tabla 6. 
 
 

Tabla 6. Procesos celulares relacionados a los microRNAs desregulados. 
  
Esteatosis hepática simple (HGNA)   
Nombre de la vía o proceso Valor-p 
Ciclo celular 9.88E-03 - 9.88E-03 
Movimiento celular 4.33E-02 - 4.33E-02 
Respuesta celular a terapéuticos 4.33E-02 - 4.33E-02 
Morfología celular 3.14E-01 - 3.14E-01 
Mantenimiento y funcionamiento celular 3.14E-01 - 3.14E-01 
  
Esteatohepatitis no alcohólica (EHNA)   
Nombre de la vía o proceso Valor-p 
Inflamación hepática/Hepatitis  1.23E-02 - 1.23E-02 
Cirrosis hepática 5.39E-02 - 5.39E-02 
Fibrosis hepática 5.39E-02 - 5.39E-02 
Carcinoma hepatocelular  3.75E-01 - 3.75E-01 
 Hiperplasia hepática/Hiperproliferación 3.75E-01 - 3.75E-01 
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3.6 Biomarcadores circulantes y su asociación con el perfil de los miRNAs. 

 
El grupo control, mostró niveles circulantes de CK-18 de 104.1pg/mL, 
mientras que el grupo con HGNA de 230.2pg/mL y el grupo EHNA el 
valor medio fue de 128.9pg/mL. Ahora bien, los niveles en plasma de 
APO-B en el grupo control fueron de 2941.8ng/mL, para los pacientes que 
presentaron HGNA fue de 3599.8ng/mL y para el grupo con EHNA fue de 
2567.7 ng/mL. Para la interleucina-6, los niveles del grupo control fueron 
de 28.2pg/mL, para el grupo con HGNA fueron de de 31.3 pg/mL y para 
el grupo con EHNA fueron de 22.6pg/mL. Los niveles de interleucina-32, 
para el grupo control fueron de 1291.1pg/mL, para el grupo con HGNA 
1348.4pg/mL y para el grupo con EHNA fue de 8013.6 pg/mL. Finalmente, 
para el biomarcador TNF-𝛼, los niveles en el grupo control fueron de 
119.4pg/mL, para el grupo con HGNA fueron de 111.8pg/mL y para el 
grupo con EHNA fueron de 127.4pg/mL. La figura 9 presenta los 
resultados de manera visual comparando los tres grupos.  
 
 

 
Figura 9. Niveles séricos de biomarcadores. A. Comparación de los niveles circulantes de 
citoqueratina-18 (CK-18). B. Comparación de los niveles circulantes de apoliproteína-B (APOB). 
C. Comparación de los niveles circulantes de interleucina-32. D. Comparación de los niveles 
circulantes de interleucina-6. E. Comparación de los niveles circulantes del Factor de necrosis 
tumoral alfa (TNF-α). La comparación se realizó entre los grupos control (sin HGNA), el grupo con 
esteatosis hepática simple (HGNA) y el grupo con esteatohepatitis no alcohólica (EHNA). CK18 
tuvo diferencia estadística (p<0.001) entre el grupo HGNA y el grupo control, mientras que la IL-
32 presentó diferencia estadística (p=0.03) entre el grupo control y el HGNA.  
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CAPÍTULO IV: DISCUSION DE RESULTADOS 

El diagnóstico de HGNA actualmente se basa en estudios de imagen, los 
cuales son operador dependiente y escalas clínicas con amplias zonas de 
incertidumbre. También existen biomarcadores convencionales que son 
inespecíficos. La prueba diagnóstica definitiva para la identificación de 
individuos portadores del fenotipo más severo es la biopsia hepática que es 
invasiva.  Nuestro estudio demuestra la existencia de un perfil de expresión 
diferencial de miRNAs, en biopsias hepáticas de pacientes diagnosticados 
de HGNA y EHNA. 
 
El HGNA que se caracteriza por una acumulación excesiva de grasa 
hepática, asociada a la resistencia a la insulina y alteraciones en la 
homeostasis metabólica, siendo el sobre peso y la obesidad el principal 
factor de riesgo asociado (6). En nuestro estudio la media de índice de masa 
corporal de los grupos control fue de 27.8Kg/m2, de los pacientes con 
HGNA de 28.9 Kg/m2 y los que padecía EHNA de 30 Kg/m2, mostrando 
diferencias significativas, lo que corrobora lo publicado por otros 
investigadores (118). Por otro lado, se sabe que, niveles elevados de 
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) 
reflejan daño hepatocelular no específico. En el HGNA/EHNA, los niveles 
de aminotransferasa pueden elevarse de dos a cuatro veces por encima del 
límite superior de la normalidad, con ALT más alta que la AST, en 
contraste con la esteatohepatitis alcohólica (119); sin embargo, en nuestros 
estudio, las pruebas de función hepática de rutina fueron normales; solo 
algunos pacientes mostraron elevaciones leves en los niveles de fosfatasa 
alcalina o en la gamma-glutamil transferasa (GGT) ( un promedio de 1,5 a 
tres veces el límite superior de la normalidad). Nuestros datos corroboran 
lo publicado por otros investigadores, que han encontrado que cerca del 
80% de los pacientes con hígado graso presentan niveles de ALT dentro de 
los límites normales (120). Además, se ha demostrado que los niveles de 
aminotransferasas no correlacionan con el grado de fibrosis(121), es por 
tanto que estos marcadores bioquímicos circulantes no se consideran 
adecuados para el diagnóstico de HGNA.  
 
Debido a que los marcadores clásicos para evaluar la función hepática 
carecen de utilidad para esta enfermedad, varios grupos de investigación 
se han dado a la tarea de investigar varias alternativas para el diagnóstico 
de la enfermedad, un ejemplo de ello es la CK-18, que es una de las 
principales proteínas de filamento intermedio del hígado, ha sido propuesta 
como un biomarcador para  el diagnóstico EHNA, debido a que se sabe 
que la CK-18 se libera durante procesos de apoptosis de los hepatocitos y 
se puede detectar mediante inmunoensayo.  
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Un metaanálisis reporto que a pesar de utilizar una amplia gama de valores 
de corte para CK-18 en la EHNA, esta molécula y sus fragmentos 
proporcionan una precisión moderada para el diagnóstico del HGNA y de 
la EHNA. Nosotros hallamos que este marcador se encuentra elevado en 
los pacientes con HGNA, pero no en aquellos con EHNA (Figura 9), 
aunque la exploración se realizó buscando el filamento CK-18 y no sus 
productos de ruptura por las caspasas que son lo que mayor sensibilidad 
han demostrado, esta tesis sienta el precedente para continuar explorando 
los subproductos de esta proteína en los distintos estadios de HGNA(122).  
 
Otros marcadores circulantes propuestos, son varias citocinas que incluyen 
a la IL-6, la IL-32, al TNF-𝛼 y la lipoproteína de transporte APOB; sin 
embargo, varios estudios han explorado estas citocinas inflamatorias en el 
HGNA con resultados no concluyentes (123–128). Dos de estos estudios 
compararon a pacientes con HGNA con controles sin HGNA (125,127), 
mientras que los tres restantes compararon a pacientes con EHNA con 
pacientes sin EHNA (123,128). El TNF-𝛼 fue más alto en pacientes con 
HGNA en comparación con los controles (127), fue también más alto en 
EHNA en comparación con su grupo control (123) Mientras que el otro 
estudio no encuentra diferencia en ninguno de los grupos (126). En este 
estudio se compararon los niveles circulantes de esta citosina, tanto en 
pacientes con HGNA como en pacientes con EHNA comparándolos con el 
grupo control. La media de esta citocina en el grupo HGNA fue de 
119.4±28.1pg/mL mientras que para el grupo EHNA fue de 
111.8±22.5pg/mL y para el grupo control de 127.4±37.4pg/mL, sin 
encontar diferencia entre ellos. (Figura 9).  
 
Algunos autores también reportan que la IL-6 fue más alta en pacientes con 
HGNA en comparación con los controles sin HGNA (128), pero sin 
diferencias entre EHNA (36,95). Nuestros datos al igual que la evaluación 
de TNF-𝛼, no demuestran diferencia entre los grupos. 
 
Otro marcador de inflamación es la IL-32, la cual ha sido propuesta como 
un potencial marcador para el diagnóstico de HGNA, sus niveles tienen 
una relación proporcional con el IMC, la circunferencia abdominal y con 
el NAS (129), Guido y colaborades además reportaron una asociación 
independiente de presencia y gravedad de HGNA con el incremento de los 
niveles de IL-32. De manera interesante, nuestros datos concuerdan con 
esta información encontrando niveles muchos mayores en pacientes con 
EHNA comparados contra el grupo control (8013.6768 pg/mL vs 
1291.pg/mL, (Figura 9), destacando esta molécula como un potencial 
biomarcador para el estadio de progresión del hígado graso. 
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El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha sido identificar los 
miRNAs con potencial de ser utilizados como biomarcadores predictivos 
y diagnósticos de dos manifestaciones clínicas de la enfermedad por 
hígado graso no alcohólico: la esteatosis simple y la esteatohepatitis. 
 
Los niveles de expresión de los miRNAs por ensayos de microarreglos de 
tejido hepático de pacientes con HGNA y con EHNA fueron comparados 
contra los niveles de expresión de los miRNAs de tejido hepático del grupo 
control sin HGNA o sin datos de EHNA. Ambos grupos presentaron un 
perfil de expresión diferencial desregulado y muy distinto el uno de otro  
(Figura 3 y 4), cabe destacar que el perfil de expresión de los miRNAs del 
grupo EHNA se caracterizó porque el total de moléculas halladas 
desreguladas presentaron una expresión negativa, mientras que el perfil de 
expresión del grupo HGNA 23 de las 25 moléculas con desregulación 
presentaron cambios positivos, lo que pone de manifiesto la complejidad 
molecular y como cada estadio de esta enfermedad presenta 
comportamientos completamente distintos. El análisis comparativo de 
ambos perfiles de expresión diferencial no encontró ningún elemento en 
común, lo que indica que el cambio de la expresión de estas moléculas 
involucradas en la comunicación celular y control de expresión genética 
cambia completamente al pasar del estadio de sobrecarga lipídica a un 
fenotipo donde la inflamación juega un papel preponderante. 
 
El miR-122, han sido ampliamente descrito y asociado al HGNA, aunque 
algunos autores reportan niveles disminuidos en el tejido hepático (130-
131); algunos otros, han reportado resultados similares a los que se 
obtuvieron en nuestros experimentos (132–135), El miR-122, es uno de los 
microRNAs más estudiados tanto en HGNA como en fibrosis hepática; 
nuestros resultados lo colocan como el miRNA con las mayores tasas de 
cambio positivo en los pacientes con esteatosis simple, por lo que 
proponemos a esta molécula como un potencial biomarcador de esteatosis 
simple que en conjunto con el mir-140, molécula que también se encuentra 
elevada en los pacientes con esteatosis simple y que ha sido reportada con 
niveles elevados asociados a HGNA (136) miR-148, que es un miRNA 
asociado a procesos inflamatorios(137,138) pero no relacionado con el 
hígado, siendo los primeros en reportar niveles incrementados en hígado 
de pacientes con esteatosis simple. 
 
En cuanto a los pacientes con EHNA, nuestros resultados mostraron que 
los niveles de expresión de los miRNAs hepáticos se encuentran 
desregulados negativamente, siendo los miR-297, miR-3064-5p, miR-
3148, miR-7844-5p, y miR-3149 son los principales miRNAs alterados. 
Aunque la información publicada no está relacionada al hígado graso, si a 
procesos que se encuentran alterados en la esteatohepatitis como son los 
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procesos de diferenciación celular, hiperplasia, sobrevivencia e 
inflamación (139–148). 
 
Para validar este perfil de expresión en sus diferentes estadios, los 
principales miRNAs (que presentaron mayor tasa de cambio con un valor 
p de FDR menor a 0.05) fueron medidos por medio de ensayos 
cuantitativos en tiempo real de la reacción en cadena de la polimerasa y 
continuar con el proceso de exploración bioinformático. Los miRNAs para 
HGNA fueron los hsa-miR-122-3p, hsa-miR-140-5p y hsa-miR-148b-5p. 
Mientras que para el estadío de EHNA fueron el hsa-miR-3064-5p y el hsa-
miR-3148. Los análisis por RT-PCRc del nivel de expresión confirmaron 
la mayoría de los resultados obtenidos por microarreglos con excepción de 
la expresión del hsa-miR-3064-5p que resulto opuesta al ensayo (Figura 
6).  
 
Los valores de tasa de cambio en la expresión fueron menores, aunque es 
conocido que en los ensayos de expresión esto suele suceder. Respecto a 
los ensayos de validación solo los miRNAs hsa-miR-148-5p y hsa-miR-
3064-p fueron estadísticamente diferentes contra los controles, de tal 
manera que podemos decir que existe un perfil de expresión diferencial de 
microRNAs en los fenotipos de esteatosis y esteatohepatitis hepáticas y 
que ambos son muy distintos.  
 
A continuación, se hizo un estudio del sitio de unión de los 5 principales 
miRNAs de cada perfil de expresión diferencial con sus potenciales 
blancos genéticos. Del perfil de pacientes con HGNA se identificaron 24 
genes con potencial interacción, que incluye genes asociados tanto a vías 
glucolíticas como del metabolismo de lípidos. 
 
La tabla 4 presenta los genes con los que interaccionan los miRNAs con 
potencial desarrollo de esteatosis simple. La glucocinasa (GCK), se ha 
demostrado estar involucrada en la regulación del metabolismo hepático, 
así como tener un papel clave en la sensibilidad a la insulina en el hígado 
(149–151) mientras que ACADL, CPT1A y GPD1 se ha comprobado que 
están involucradas en alteraciones en el metabolismo de los lípidos en el 
hígado, La esteatosis hepática simple a menudo se describe como una 
"condición benigna" en el contexto de la enfermedad hepática hay fuertes 
vínculos epidemiológicos entre este estadio y la diabetes tipo 2, debido a 
que la esteatosis está fuertemente asociada con la resistencia a la insulina, 
los genes mencionado anteriormente son ejemplos de dianas moleculares 
que podrían estar alterados en el hígado, y también en tejidos periféricos 
como el músculo esquelético y el tejido (152–154). Se ha propuesto a los 
exosomas como un modo importante de comunicación intercelular e 
intertisular. Reportes previos de proteómica de exosomas derivados de 
hepatocitos de rata han identificados aproximadamente 250 proteínas, 



 55  

algunas de las cuales fueron reportadas por el análisis bioinformático que 
realizamos (por ejemplo, PPARG, HADHB, PRKAA1, PTNPN2). El 
análisis bioinformático predice que estas proteínas derivadas de 
hepatocitos están implicadas en el transporte intracelular, el metabolismo 
de los lípidos, el metabolismo de los carbohidratos, la disponibilidad de 
metabolitos y la rotación de proteínas, nuestros datos contribuyen a 
continuar explorando el papel de estos genes en el HGNA, y su 
desregulación probable debido a alteraciones en los componentes de los 
exosomas y alteraciones en la comunicación de ejes metabólicos como 
puede ser el de Hígado-Intestino o Hígado-Tejido Adiposo. (150, 151, 153)  
 
Por otro lado, el perfil de expresión de los pacientes con EHNA muestra 
28 genes relacionados con procesos como la activación de proteínas de 
señalización y factores de transcripción (TBL1XR1, KLF3, CREB3L2, 
KLF6, GTF2H1, MAFF) así como procesos de diferenciación y 
proliferación (PTPN2, SCSD, RASA1, MDM4, PPARG, SMAD5, 
CDKN1A, RARB). Algunos de estos genes han sido relacionados con 
lesiones hepáticas por sobrecarga de lípidos o bien activación de 
mecanismos de proliferación y sobrevivencia asociados a EHNA. (155–
164) 
 
Tras la identificación de estos genes y su interacción con los miRNAs, 
realizamos una exploración in silico donde se encontró que en el HGNA la 
mayoría son vías metabólicas básicas para el funcionamiento celular, como 
movimiento, morfología, mantenimiento y funcionamiento celular, 
mientras que en el estadio de EHNA, las principales vías alteradas son 
mecanismo hepatóxicos como fibrosis, cirrosis inflamación hepática e 
incluso vías asociadas a hepatocarcinoma. La tabla 7 y 8 resumen los 
valores de probabilidad que estas vías estén afectadas debido a la 
interacción de los miRNAs desregulados y su interacción con los genes.  
 
Finalmente, con los datos obtenidos en esta tesis se han resumido en las 
figuras 7 y 8 las posibles interacciones de los genes y los miRNAs, donde 
se puede apreciar visualmente como los diferentes estadíos de la 
enfermedad lucen como patologías completamente distintas, lo cual 
sugiere que la complejidad de la enfermedad es debido a cambios radicales 
en la expresión y comportamiento metabólico de los hepatocitos y las 
células en las que en conjunto forman el parénquima hepático. 
 
Una de las limitaciones de este estudio es que hay otros mecanismos 
involucrados en el desarrollo de las complicaciones asociadas a la 
esteatosis, que no han sido investigados en pacientes. Nuestro análisis 
bioinformático se basa en información y ensayos realizados en modelos 
celulares y animales, por lo tanto, algunos de los genes y vías metabólicas 
que postulamos podrían no estar relacionados.  
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Por tanto, podemos decir, que no serán los miRNAs individualmente si no 
la huella en su conjunto, o determinaciones relativas como los cocientes de 
miRNAs, lo que permitiría su uso en el diagnóstico de la esteatosis y la 
esteatohepatitis no alcohólica. 
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CAPITULO V: CONCLUSIONES 

Del trabajo expuesto en la presente Tesis Doctoral podemos extraer las 
siguientes conclusiones: 
 

1- La prevalencia de la enfermedad por hígado graso no alcohólico es 
alta en la población seleccionada es de 71.7%. 
 

2- Existe un perfil de expresión de miRNAs desregulados en la 
enfermedad por hígado graso no alcohólico. 

 
3- Tanto el estadio inicial de la enfermedad, la esteatosis hepática 

simple como la del estadio de progresión esteatohepatitis no 
alcohólica presenta una firma de miRNAs desregulados 
completamente distinta una de otra. 
 

4- Los miRNAs, -miR122-3p, -miR-140-5p, -miR-148-5p presentaron 
una expresión diferencial comparando en pacientes con HGNA 
comprados con pacientes sin HGNA. 

 
5- Los miRNAs, -miR3148 y -miR-3064-5p, tienen una expresión 

diferencial en pacientes con EHNA comprados con pacientes sin 
HGNA. 

 
6- La complejidad de la enfermedad se ve reflejada en los cambios de 

expresión de los miRNAs. 
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BIBLIOGRAFIA: Apéndice A: Abreviaturas  

LISTADO DE ABREVIATURAS: 

AB: Ácidos biliares 
ABCG5/8: ATP-binding cassette sub-family G member 5/8 
ADNmt: ácido desoxirribonucleico mitocondrial. 
AG: Ácidos grasos 
AGO: Argonauta 
AINE: Antiinflamatorio no esteroideo 
ALT: Alanino aminotransferasa 
APRI: AST to platelet ratio index 
ATP: Adenosín trifosfato 
Bax: BCL2-Associated X Protein, proteína X asociada a BCL2 
Bcl-2: b-cell leukemia/lymphoma 2 protein, proteína 2 de la 
leucemia/linfoma de células β. 
Bcl-XL: BCL2- extra large, proteína relacionada con Bcl-2 de cadena larga. 
BCRP: Breast cancer resistance protein 
BSEP: Bile salt export pump 
CA: Cholic acid (Ácido cólico) 
CDCA: Chenodeoxycholic acid (Ácido quenodesoxicólico) 
CHLO: Clorpromazina 
CITR: Citrato 
Ck18: Citoqueratina 18 
c-Met: por sus siglas en inglés cellular mesenchymal transition, transición 
mesenquimal celular 
Ct: PCR threshold cycle 
CYP450: Citocromo P450 
DCA: Deoxycholic acid (Ácido desoxicólico) 
DGCR8: DiGeorge Syndrome Critical Region 8 
DM2: Diabetes mellitus tipo 2 
Drp1: por sus siglas en inglés Dinamin 1-like, Proteína relacionada con la 
dinamina-1.  
EHGNA: Enfermedad del hígado graso no alcohólico 
EHNA: Esteatohepatitis no alcohólica 
ERM: Elementos de respuesta de miRNA 
ERO: Especies Reactivas de Oxígeno 
FA: Fosfatasa alcalina 
FFA: por sus siglas en inglés Free Fatty Acid, ácido graso libre. 
FLIP: Fatty liver inhibition of progression 
GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
G6PD: glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. 
Gpx: glutatión peroxidasa. 
Gpx1: glutatión peroxidasa 1. 
Gpx4: glutatión peroxidasa 4. 



 76  

GST: glutatión transferasa 
H2O2: peróxido de hidrógeno. 
Hb: Hemoglobina 
HDL: High density lipoprotein (Lipoproteína de alta densidad) 
HGF: Hepatocyte Growth Factor, factor de crecimiento de hepatocitos 
HOMA: Homeostatic model assessment 
HTX: Hepatotoxicidad 
IMC: Índice de masa corporal 
LDL: Low density lipoprotein (Lipoproteína de baja densidad)  
Mfn1: mitofusina 1. 
Mfn2: mitofusina 2. 
mGSH: glutatión mitocondrial. 
miRNA: microRNA 
MIM: Mitochondrial Inner Membrane, membrana mitocondrial interna. 
MMP: Potencial de membrana mitocondrial 
MOM: Mitochondrial Outer Membrane, membrana mitocondrial externa 
mRNA: messenger RNA (RNA mensajero) 
MRP4: Multidrug resistence protein 4 
NAFLD: Non-Alcoholic Liver Disease, Enfermedad del hígado graso no 
alcohólico. 
NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis, Esteatohepatitis no alcohólica. 
NEFA: Non Esterified Fatty Acids ácido graso no esterificado 
NAS: NAFLD activity score 
NLR: Razón de verosimilitud negativa 
NTCP: Na+-taurocholate cotransporting polypeptide  
OATPs: Organic anion-transporting polypeptides  
O2: radical anión superóxido. 
•OH: radical hidroxilo. 
Opa 1: optic atrophy 1, atrofia óptica 1. 
OSTα/β: Organic solute transporter α/β 
OR: Razón de momios 
p62/SQSTM1: secuestrosoma 1. 
PGC-1α: Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 
alpha, coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por el proliferador de 
peroxisomas. 
PINK-1: PTEN-inducible putative kinase 1, Cinasa putativa inducida por 
PTEN. 
PBS: Phosphate-buffered saline (Tampón fosfato salino) 
PCA: Principal components analysis (Análisis de componentes principales) 
PLS-DA: Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales 
RISC: RNA-induced silencing complex 
RNAi: RNA de interferencia 
RNAseq: Secuenciación de RNA 
RT-PCRc: Real time-quantitative PCR (PCR cuantitativa en tiempo real)  
SAF score: Steatosis-Activity-Fibrosis score 
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SM: Síndrome metabólico 
SOD1: superóxido dismutasa 1. 
SOD2: superóxido dismutasa 2. 
STAT3: por sus siglas en inglés signal transducer and activator of 
transcription 3, factor transductor de señal y activador de transcripción 
TG: Triglicéridos 
TRBP: Tar RNA binding protein (Proteínas de unión a RNA Tar) 
VPN: Valor predictivo negativo 
VPP: Valor predictivo positivo  
XPO5: Exportin 5 
γ-GT: γ-glutamiltranspeptidasa 
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