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La bilis del oso negro asiático (Ursus thibetanus) 

se ha utilizado durante siglos en la medicina 

tradicional china como tratamiento de diversas 

afecciones hepatobiliares. Sus propiedades 

terapéuticas se deben a la presencia en grandes 

cantidades de ácido ursodesoxicólico, una 

molécula colerética con efecto antioxidante, 

antiapoptótico e inmunomodulador. 
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HPRT1:   Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 

HSD3B7:  3β-hidroxi-Δ5-C27-esteroide oxidorreductasa 
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NAFLD:  Enfermedad de hígado graso no alcohólico 

NAFL:  Hígado graso no alcohólico, esteatosis no alcohólica  

NASH:  Esteatohepatitis no alcohólica 

NTCP:  Polipéptido cotransportador de sodio y ácidos biliares 

OATP :  Polipéptido transportador de aniones orgánicos 

OCA:   Ácido obeticólico 

ORF:    Open reading frame 

OSM:   Oncostatina M 

OST:   Transportador de solutos orgánicos 

PAM:   Motivo adyacente de protoespaciador 

PBS:   Tampón fosfato salino 

PFIC:   Colestasis intrahepática familiar progresiva 

PCR:   Reacción en cadena de la polimerasa 
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RT:   Transcripción reversa 

RXR:   Retinoid X receptor 

S1P:   Esfingosina 1 fosfato 

SCPx:   Proteína transportadora de esteroles X 

SD:   Desviación estándar 

SDS:   Dodecilsulfato sódico 

SHP:   Small heterodimer partner 

SNP:   Polimorfismo de nucleótido único 

SphK2  Sphingosine kinase 2 

SULT:  Sulfotransferasa 

PKC:   Proteína kinasa C    

TBS-T:  Tris buffered saline – tween 20 

TCA:   Ácido taurocólico 

TCDCA:  Ácido tauroquenodesoxicólico 

TDCA:  Ácido desoxicólico 

TGFβ:   Factor de crecimiento tumoral β 

THCA:  Ácido 3α,7α,12α-trihidroxicolestanoico 

THyoCA:  Ácido taurohiocólico 

THyoDCA:  Ácido taurohiodesoxicólico 

TLCA:  Ácido taurolitocólico 

TLR:   Toll-like receptor  

TMCA:  Ácido tauromuricólico 

TMM:   Media recortada de los valores M 

TNFα:  Factor de necrosis tumoral α 

TPM:   Transcripciones por millón 

TSLCA:  Ácido taurosulfolitocólico 

TUDCA:  Ácido tauroursodesoxicólico 

UAF:   Unidades arbitrarias de fluorescencia 

UDCA:  Ácido ursodesoxicólico. 
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VDR: Vitamin D receptor 

VHC: Virus de la hepatitis C 

VLCS:  Acil-CoA de cadena muy larga sintetasa 

WB:   Western blot  

WT:    Wild type 
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Los ácidos biliares (ABs) son moléculas derivadas del metabolismo del 

colesterol secretadas al tubo digestivo a través de la bilis y que, gracias a su 

marcado carácter anfipático, son capaces de formar micelas que facilitan la 

digestión y absorción de grasas y vitaminas liposolubles. Asimismo, tienen un 

papel imprescindible en la generación del flujo de bilis por arrastre osmótico, 

así como en la transducción de señales implicadas en la regulación tanto de 

su propio metabolismo como del de glúcidos, lípidos y en la respuesta 

inflamatoria hepática.  

Existe un grupo de trastornos hereditarios de la biosíntesis de ABs 

considerados como enfermedades raras de presentación pediátrica. Se 

caracterizan por la aparición de colestasis y daño hepatocelular progresivo, 

cuya gravedad puede variar de leve, y tratable mediante la suplementación 

de ABs, a tan grave que puede requerir un trasplante hepático como única 

solución para estos pacientes. Nuestro grupo ha identificado recientemente, 

en un paciente con hipertransaminasemia idiopática, un nuevo defecto 

genético en la enzima peroxisomal acil-CoA oxidasa 2 (ACOX2), implicada en 

el acortamiento de la cadena lateral de los ABs. La presencia en homocigosis 

de la mutación c.673C>T en el gen ACOX2 produce una alteración funcional 

en la vía de biosíntesis de ABs con acumulación de metabolitos inductores de 

estrés oxidativo y muerte hepatocelular, lo que podría provocar una mayor 

susceptibilidad del hígado al daño por otras noxas. 

La frecuencia alélica menor (MAF) para c.673C>T en la base de datos de 

agregación de genomas (gnomAD v3.1) es del 0,03%, lo que sugiere que podría 

tratarse de una variante poco frecuente en la población general. Sin embargo, 

los datos del proyecto Medical Genome obtenidos recientemente en una 

cohorte española de individuos sanos dan un valor de MAF del 0,7% para el 

alelo c.673C>T, lo que sugiere que la deficiencia de ACOX2 puede ser una 

condición no tan infrecuente en esta población. 

La hipótesis sobre la que se fundamentó este proyecto de Tesis Doctoral fue 

que la deficiencia de la enzima ACOX2, y la consiguiente acumulación de 

intermediarios hepatotóxicos del metabolismo de los ABs, puede estar 
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implicada en la etiopatogenia de otros casos de hipertransaminasemia 

persistente de causa no filiada, lo que sería clínicamente relevante si tenemos 

en cuenta que hasta en un 15% de los pacientes en los que se detecta una 

elevación persistente de transaminasas en sangre, la causa del trastorno 

permanece sin identificar.  

Con estos antecedentes, nos planteamos como objetivo global de esta Tesis 

Doctoral investigar la prevalencia de la Hipertransaminasemia Asociada a 

Deficiencia de ACOX2 (HADA) entre los pacientes con hipertransaminasemia 

idiopática y su respuesta al ácido ursodesoxicólico, dilucidar su mecanismo 

patogénico y desarrollar, caracterizar y validar modelos experimentales para 

el estudio de esta alteración.  

Para alcanzarlo, nos propusimos los siguientes objetivos parciales: 

Objetivo 1: Estudiar los mediadores implicados en la regulación de ACOX2. 

Objetivo 2: Analizar la prevalencia de HADA en una cohorte de pacientes 

con hipertransaminasemia no filiada e identificar las bases genéticas del 

trastorno. 

Objetivo 3: Evaluar la utilidad del ácido ursodesoxicólico como tratamiento 

de los pacientes con HADA e investigar su acción farmacológica en esta 

alteración. 

Objetivo 4: Desarrollar modelos in vitro de células hepáticas con deficiencia 

de ACOX2 y expresión de otras variantes genéticas descritas para esta 

enzima, para evaluar su repercusión funcional. 

Objetivo 5: Desarrollar y caracterizar modelos murinos de déficit de Acox2, 

como herramienta para evaluar in vivo la repercusión de esta deficiencia 

sobre la toxicidad hepática aguda provocada por fármacos.  
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2.1.- HÍGADO Y SISTEMA BILIAR 

El hígado es el órgano más grande del cuerpo humano, excluyendo la piel, con 

un peso aproximado de 1,5 kg, un 2,5% de la masa total del organismo. Se 

encuentra situado en el hipocondrio derecho bajo el diafragma, y está envuelto 

por una membrana fibrosa llamada cápsula de Glisson (1). 

Embriológicamente se desarrolla como una evaginación ventral del 

endodermo que surge del extremo caudal del intestino anterior, y que 

posteriormente se divide en el esbozo hepático, que dará lugar al parénquima 

hepático, y el esbozo cístico, que formará la vesícula biliar (2).  

El hígado recibe el 25% del gasto cardiaco a través de una doble irrigación 

sanguínea aferente llevada a cabo por la arteria hepática y la vena porta. La 

sangre procedente de ambos conductos se mezcla a lo largo de los sinusoides 

hepáticos, los cuales convergen para formar las venas centrolobulillares, que 

acaban drenando en la vena hepática, que desemboca en la vena cava inferior 

(3).  

Se conoce como sistema biliar al conjunto de conductos intra y extrahepáticos 

a través de los cuales discurre la bilis desde que se produce hasta que se drena 

en el intestino delgado. Está formado por la vesícula biliar y el sistema biliar 

ductal, a su vez conformado por los dúctulos biliares o canales de Hering, los 

ductos biliares intrahepáticos y extrahepáticos, el conducto hepático común, 

el conducto cístico y el conducto biliar común. 

Los hepatocitos son las células parenquimáticas mayoritarias del hígado, 

llegando a representar el 70% de la masa del mismo. Contienen la maquinaria 

necesaria para llevar a cabo gran cantidad de reacciones bioquímicas, tales 

como la producción de bilis, el metabolismo de los azúcares simples y 

complejos o la detoxificación de xenobióticos, entre otras. Se trata de células 

que presentan una elevada polaridad, la cual marca grandes diferencias a 

nivel morfológico y funcional en su membrana plasmática. La membrana 

basolateral está orientada hacia el espacio perisinusoidal o espacio de Disse, 

de tal forma que el intercambio de sustancias con el torrente sanguíneo se 

encuentra facilitado gracias a las fenestraciones presentes en el sinusoide 
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hepático. La membrana canalicular aparece como una invaginación del 

hepatocito que permite, junto con los hepatocitos adyacentes, la formación de 

canalículos biliares a través de los cuales fluye la bilis generada. Por otra 

parte, la presencia en la membrana lateral de estructuras tales como 

desmosomas, tight junctions y gap junctions facilita la formación de los 

conductos mencionados y la comunicación funcional entre hepatocitos 

colindantes (4). 

Los colangiocitos, las células epiteliales que conforman los ductos biliares, 

tienen un papel fundamental en la producción de la bilis. Esto no solamente 

se debe a que son responsables de la generación del 30% del flujo biliar, sino 

a que también modifican la composición de este fluido mediante el 

intercambio de agua, iones y otros solutos (5). Entre otras funciones de los 

colangiocitos destacan su capacidad inmunoprotectora debida a la secreción 

de inmunoglobulina A y su contribución a la regeneración hepática cuando la 

capacidad regenerativa de los hepatocitos está dañada (6).  

La presencia de hasta otros 13 tipos celulares diferentes ha sido descrita en 

el hígado (7), entre los cuales destacan: 

- Células endoteliales sinusoidales: caracterizadas por sus fenestraciones, 

actúan como barrera y filtro de sustancias y fluidos entre la sangre y los 

hepatocitos.  

- Células de Kupffer: macrófagos especializados que derivan de monocitos 

circulantes, con capacidades fagocíticas y que producen gran cantidad de 

mediadores inflamatorios.  

- Células estrelladas: capaces de producir matriz extracelular, metabolizar 

y almacenar vitamina A y lípidos, y que pueden transformarse a 

miofibroblastos cuando se activan. Juegan un papel muy importante en 

la regeneración y la fibrosis hepática. 

La unidad funcional básica del hígado es el lobulillo hepático, una estructura 

hexagonal formada por placas de hepatocitos separadas por capilares 

sinusoidales que se disponen de forma radial alrededor de una vena 

centrolobulillar. Cada esquina del lobulillo presenta una estructura 
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característica conocida como tríada portal (Figura I1), conformada por una 

vénula portal, una arteriola hepática y un conductillo biliar. Así, la sangre 

entra por ambas ramas sanguíneas, irrigando el lobulillo mientras pasa por 

la red de sinusoides hepáticos antes de abandonar la estructura a través de 

la vena central. Estos sinusoides están tapizados tanto por células 

endoteliales sinusoidales como por células de Kupffer, y entre este 

revestimiento y los hepatocitos se encuentran los espacios de Disse o 

perisinusoidales, que se comunican con los vasos linfáticos para drenar el 

exceso de líquido. Las fenestraciones de las células endoteliales permiten el 

paso de gran cantidad de sustancias plasmáticas hacia el hepatocito y 

viceversa. Además, en el espacio que generan las dos hileras de hepatocitos 

que conforman una placa hepatocitaria se encuentran los canalículos biliares, 

a través de los cuales discurre la bilis canalicular en sentido contrario a la 

sangre y que drena en el conductillo biliar de una tríada, de tal forma que la 

bilis continúa su camino a través del árbol biliar hasta llegar a la vesícula 

biliar donde se acumula y concentra para ser posteriormente secretada al 

duodeno (8).  

El hígado es un órgano de gran importancia metabólica para el resto del 

organismo, ya que es capaz de llevar a cabo las siguientes funciones: 

- Metabolismo de los carbohidratos: gluconeogénesis, glucogenolisis, 

glucogenogénesis, homeostasis de la glucosa y catabolismo de hexosas.  

- Metabolismo lipídico: biosíntesis y catabolismo de colesterol, producción 

de ácidos grasos y triglicéridos, biosíntesis y metabolismo de lipoproteínas 

plasmáticas, β-oxidación de ácidos grasos y producción de cuerpos 

cetónicos durante el ayuno.  

- Biosíntesis proteica:  

 Aminoácidos no esenciales. 

 Proteínas plasmáticas: albúmina, lipoproteínas, transferrina, 

ceruloplasmina.  

 Factores de la coagulación: fibrinógeno y factores II, V, VII, IX y XI.  
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 Hormonas peptídicas: angiotensinógeno, trombopoyetina, factor de 

crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento de tipo insulínico 1… 

 Otras: transaminasas, hemoglobina, α1-antitripsina. 

- Metabolismo de la vitamina D: hidroxila el colecalciferol para formar 

25-hidroxicolecalciferol. 

- Almacén de vitaminas (A, B12 y D) y metales (hierro y cobre). 

- Detoxificación de la sangre: transformación de amonio en urea, 

catabolismo de las bases nitrogenadas a ácido úrico, formación de 

bilirrubina a partir de hemoglobina, y biotransformación de hormonas y 

xenobióticos.  

- Formación y secreción de bilis al duodeno, una solución acuosa isosmolar 

con el plasma, compuesta por agua, iones, sales biliares, bilirrubina, 

fosfolípidos, colesterol y sustancias de deshecho hepáticas, con 

importantes funciones, entre las que destacan facilitar la digestión y 

absorción de grasas y vitaminas liposolubles, y la excreción de sustancias 

derivadas del metabolismo endógeno y xenobióticos.  

 

Figura I1.- Arquitectura hepática. 
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2.2.- LOS ÁCIDOS BILIARES 

2.2.1.- Estructura y propiedades fisicoquímicas 

Los ácidos biliares (ABs) son moléculas que provienen del metabolismo del 

colesterol, sintetizadas por los hepatocitos y presentes en la bilis de gran 

cantidad de animales vertebrados. Químicamente están formados por un 

esqueleto carbonado multicíclico saturado, conocido como núcleo esteroideo o 

ciclopentanoperhidrofenantreno, con dos sustituyentes β-metilo en C10 y C13, 

grupos hidroxilo en número, posición y estereoquímica variable, y una cadena 

lateral hidrocarbonada de entre cinco y ocho átomos de carbono situada en 

C17 y que contiene un grupo carboxilato (9). Los ABs denominados “colanoicos” 

poseen 24 átomos de carbono (C24) y son los que se producen 

mayoritariamente en humanos y mamíferos, junto con algunos reptiles, peces 

óseos y aves. Otras especies como algunas aves, escualos, anfibios o reptiles 

poseen ABs C27 o “colestanoicos” y alcoholes biliares C27 (10).  

El núcleo esteroideo consiste en tres hexaciclos (A, B y C) y un pentaciclo (D) 

que pueden disponerse espacialmente en forma curva o plana según la 

conformación que adopten los anillos A y B. Durante la biosíntesis de los ABs, 

la isomerización del enlace Δ5,6 del colesterol a la posición Δ4,5 provoca que el 

hidrógeno en posición C5 adquiera configuración β, dotando así a los anillos A 

y B de configuración cis y generando una distribución espacial “en silla”, lo 

cual repercute en sus peculiares características fisicoquímicas. En algunos 

reptiles y unos pocos mamíferos aparecen ABs con una configuración A/B 

trans o “plana” conocidos como “allo”-ABs (9).  

Los ABs principales de la especie humana son el ácido cólico (CA), el ácido 

quenodesoxicólico (CDCA) y el ácido desoxicólico (DCA), en una proporción 

aproximada de 40:40:20. Sus grupos hidroxilo presentan las configuraciones 

3α,7α,12α-, 3α,7α- y 3α,12α-, respectivamente. En cambio, la bilis de los 

roedores contiene principalmente CA y ácidos α-muricólico (α-MCA) y 

β-muricólico (β-MCA), hidroxilados en las posiciones 3α, 6β y 7α/7β-, 

respectivamente. En la bilis de oso es abundante el ácido ursodesoxicólico 

(UDCA), un compuesto dihidroxilado en 3α y 7β de grandes propiedades 
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coleréticas del que apenas se encuentran trazas en la bilis humana como en 

otras especies de mamíferos. La mayoría de los ABs primarios en humanos 

sufren N-acil conjugación con glicina (75%) o taurina (25%) (11) (Figura I2). 

Los ABs son moléculas de marcado carácter anfipático. Esta característica 

viene dada por la existencia de una superficie hidrofílica de forma cóncava 

generada por la presencia de grupos hidroxilo y del carboxilato de la cadena 

lateral, y una superficie hidrofóbica de forma convexa debida al esqueleto 

hidrocarbonado y los grupos metilo orientados en posición β. Como 

consecuencia, los ABs tienen la capacidad de formar micelas en soluciones 

acuosas, una característica que determina su función como detergente a nivel 

intestinal. Esta propiedad se ve modificada por la hidrofobicidad de la propia 

molécula, de tal forma que cuanto mayor sea la superficie hidrofóbica menor 

será su concentración micelar crítica, y por lo tanto tendrá mayor facilidad 

para formar micelas (9).  

Tanto el número como la orientación de los grupos hidroxilo y la longitud de 

la cadena lateral influyen en el balance hidrofilia/lipofilia de los ABs. Así, la 

localización ecuatorial de los grupos hidroxilo incrementará el área hidrofílica 

de la molécula. Además, la conjugación de los ABs incrementa su solubilidad, 

siendo las especies tauroconjugadas más hidrófilas que las glicoconjugadas 

(11,12). De esta forma, la diversidad de estructuras de los ABs marca las 

propiedades fisicoquímicas de cada especie molecular tales como su 

solubilidad, su capacidad de ionización y de formación de micelas, 

determinando su papel fisiológico y su toxicidad (13).  

 



INTRODUCCIÓN 

13 

 
Figura I2.- Estructura molecular de los ácidos biliares mayoritarios en humano y ratón. CA: 

ácido cólico; CDCA: ácido quenodesoxicólico; α-MCA: ácido α-muricólico; β-MCA: ácido 

β-muricólico; UDCA: ácido ursodesoxicólico; DCA: ácido desoxicólico; LCA: ácido litocólico; 

ω-MCA: ácido ω-muricólico; MDCA: ácido muridesoxicólico; HyoCA: ácido hiocólico; HyoDCA: 

ácido hiodesoxicólico; 1º: primario; 2º: secundario.  

 

2.2.2.- Funciones de los ABs 

Los ABs son moléculas conocidas principalmente por su importante papel en 

la digestión y absorción de grasas y vitaminas liposolubles. No obstante, su 

abanico de funciones es bastante más amplio (11,12). 

A nivel biliar, los ABs inducen la secreción de la mayor parte del flujo de bilis 

debido a su movimiento desde los sinusoides hepáticos hacia los canalículos 

Clasificación R1 R2 R3 R4 R5 R6

Nombre Humano Ratón 6α 6β 7α 7β 12α 23

CA 1º 1º H H OH H OH COOH

CDCA 1º 1º H H OH H H COOH

α-MCA - 1º H OH OH H H COOH

β-MCA - 1º H OH H OH H COOH

UDCA 2º 1º H H H OH H COOH

DCA 2º 2º H H H H OH COOH

LCA 2º 2º H H H H H COOH

ω-MCA - 2º OH H H OH H COOH

MDCA - 2º H OH H H H COOH

HyoCA - 2º OH H OH H H COOH

HyoDCA - 2º OH H H H H COOH
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biliares, lo que provoca un gradiente osmótico que permite el arrastre de agua 

hasta la luz del canalículo, generando lo que se conoce como fracción del flujo 

biliar dependiente de ABs (14). Además, estimulan la secreción de 

bicarbonato y de fosfolípidos biliares como fosfatidilcolina o lecitina, con los 

que forman micelas mixtas que facilitan la solubilización del colesterol, las 

protoporfirinas y los xenobióticos colefílicos excretados. Los ABs conjugados 

actúan como tampones de calcio, ya que sus sales cálcicas son solubles en 

agua, lo que previene la formación de cálculos biliares de bilirrubinato de 

calcio y otras especies moleculares. Estimulan además la contracción 

canalicular, lo cual colabora en el bombeo de la bilis hacia los conductos 

colectores del sistema biliar.  

Una vez alcanzado el intestino, las micelas mixtas emulsionan la grasa de la 

dieta, aumentando la solubilidad de las mismas y facilitando su ataque por 

las lipasas pancreáticas y posterior absorción, como ocurre con las vitaminas 

liposolubles (A, D, E y K) (15,16). Así, los ABs influyen en la homeostasis del 

colesterol, facilitando tanto su absorción, gracias a la solubilización del mismo 

en el intestino, como su eliminación al ser productos de su catabolismo. 

También contribuyen a la digestión mediante la activación de las lipasas y 

proteasas pancreáticas, la modulación del tono intestinal, la secreción 

gastrointestinal de agua y electrolitos y a la liberación de colecistocinina. 

Además, son potentes agentes bacteriostáticos que regulan el crecimiento y 

la diversidad bacteriana en el intestino delgado. 

Los ABs juegan además un papel importante como moléculas señalizadoras, 

regulando la expresión de gran cantidad de genes (apartado 2.2.6). Destaca 

su capacidad para regular su propia biosíntesis a través de la activación del 

receptor nuclear FXR, mediando así una disminución de la expresión de la 

enzima llave CYP7A1 (17). Participan también en el control del metabolismo 

glucídico, la activación de las células estelares hepáticas, y la respuesta 

inflamatoria mediada por las células de Kupffer. Asimismo, las 

concentraciones elevadas de ABs en tejido hepático disminuyen la capacidad 



INTRODUCCIÓN 

15 

de regeneración hepática (18) e inducen la activación de las vías apoptóticas 

celulares (19). 

2.2.3.- Biosíntesis de los ABs primarios 

En su conjunto, la formación de ABs tiene lugar en un escenario complejo, en 

el que participan al menos 17 enzimas, uno o más transportadores y distintos 

compartimentos subcelulares, entre los que se encuentran el retículo 

endoplasmático, la mitocondria, los peroxisomas y el citosol. En función del 

orden en el que se produzcan las distintas reacciones se distinguen cuatro 

vías de biosíntesis: la vía clásica o neutra, la vía alternativa o ácida, la ruta 

de Yamasaki y la vía de 25-hidroxilación. 

La primera reacción de la vía clásica consiste en una hidroxilación en la 

posición 7α llevada a cabo por la enzima colesterol 7α-hidroxilasa (CYP7A1) 

(Figura I3). Se considera que esta enzima es la llave de toda la ruta 

biosintética, y por lo tanto sobre la que convergen mayor cantidad de 

fenómenos de regulación. El producto de esta reacción es convertido a 

continuación a la forma 3-oxo-Δ4 por acción de la 3β-hidroxi-Δ5-C27-esteroide 

oxidorreductasa (HSD3B7). En este punto, puede ocurrir que la enzima 

esterol 12α-hidroxilasa (CYP8B1) introduzca un grupo hidroxilo en la posición 

12α, generando un intermediario cuyo producto final será el CA. En caso de 

que esta hidroxilación no se lleve a cabo, el compuesto obtenido será CDCA, 

lo cual pone de manifiesto el papel de esta enzima sobre el control de la 

proporción de CA y CDCA biosintetizados. En cualquier caso, el doble enlace 

en la posición C4 es reducido seguidamente por la enzima Δ4-3-oxoesteroide-

5β-reductasa (AKR1D1), generando un hidrógeno en posición 5β. La última 

reacción de modificación del anillo esteroideo es llevada a cabo por la 

3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (AKR1C4), que reduce el grupo 3-oxo a 

un 3-hidroxilo con estereoquímica en α. Las modificaciones de la cadena 

lateral comienzan con una 26-hidroxilación por acción de la esterol 

27-hidroxilasa - nótese la discrepancia en la nomenclatura (20). La posterior 
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Figura I3.- Esquema de la ruta clásica o neutra de biosíntesis de los ácidos biliares a partir 

del colesterol.  
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oxidación hasta un grupo carboxilato permite la formación de los ABs 

intermediarios C27: ácido 3α,7α-dihidroxi-5β-colestanoico (DHCA) y 3α,7α,12α 

-trihidroxi-5β-colestanoico (THCA) (Figura I4). Dada la proquiralidad de la 

cadena lateral en la posición 25, cabe destacar la estereoespecificidad de la 

esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1) para la producción exclusiva de los 

estereoisómeros 25R de ambas moléculas. A continuación, estos dos 

compuestos deben ser activados mediante un enlace tioéster con una molécula 

de acetil-CoA, para lo cual intervienen la ácido biliar-CoA sintetasa (BACS) o 

la acil-CoA de cadena muy larga sintetasa (VLCS).  

 
Figura I4.- Estructura molecular de los ácidos biliares primarios mayoritarios en humano y 

sus intermediarios C27 de biosíntesis. CA: ácido cólico; CDCA: ácido quenodesoxicólico; 

THCA: ácido trihidroxicolestanoico; DHCA: ácido dihidroxicolestanoico; 1º: primario.  

 

Los ABs C27-CoA son entonces transportados al interior del peroxisoma por el 

transportador ABCD3, también denominado PMP70, para el acortamiento de 

la cadena lateral (Figura I5). Las reacciones en este orgánulo comienzan con 
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25S gracias a la acción de la α-metilacil-CoA racemasa (AMACR). A 

continuación, la enzima estereoespecífica acil-CoA oxidasa 2 (ACOX2) oxida 

los isómeros 25S, generando un doble enlace en la posición 24, la cual se 

hidroxila y posteriormente oxida hasta generar un grupo 24-ceto por acción 

de la proteína D bifuncional (DBP). La proteína transportadora de esteroles 

X (SCPx) permite seguidamente la separación de su sustrato en propionil-

CoA y CA-CoA o CDCA-CoA mediante un mecanismo de escisión tiolítica. 

Finalmente, la conjugación con glicina o taurina de estos ABs-CoA es 

catalizada por la aminoácido N-acil transferasa (BAAT), generando los ABs 

primarios: ácido taurocólico (TCA), glicocólico (GCA), tauroquenodesoxicólico 

(TCDCA) y glicoquenodesoxicólico (GCDCA). 

Los ABs pueden conjugarse adicionalmente con otros compuestos con el fin de 

aumentar su solubilidad, reducir su toxicidad y facilitar su eliminación. Así, 

la sulfatación, llevada a cabo por SULT2A1, o la glucuronidación, mediada 

por UGT1A3 y otras enzimas de la familia UDP glucuronosil transferasa 

(UGTs), generan especies de ABs que son minoritarias en sujetos sanos, pero 

que cobran gran importancia en pacientes con colestasis debido a su facilidad 

de eliminación por vía urinaria (21,22).  

La vía ácida (Figura I6) destaca por su mayor importancia durante la 

infancia, y por la producción preferente de CDCA. Bioquímicamente se 

caracteriza por la generación inicial de ABs C27 para posteriormente proceder 

a la modificación del núcleo esteroideo. CYP27A1 es la primera enzima de 

esta ruta, llevando a cabo la hidroxilación de la posición C26 y generando 

nuevamente estereoisómeros 25R. Es importante destacar que CYP27A1 no 

es la enzima limitante de esta vía a pesar de que cataliza la primera reacción. 

En este caso, el paso clave para la regulación de la ruta es el transporte de su 

sustrato, el colesterol, hacia la membrana mitocondrial interna mediado por 

STARD1 (23).  

La hidroxilación del (25R)-26-hidroxicolesterol permite la obtención del ácido 

(25R)-3β-hidroxi-5-colestenoico, y la 7α-hidroxilación del mismo es producida 

por una enzima diferente a la de la vía neutra, la oxiesterol 7α-hidroxilasa 
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Figura I5.- Esquema del acortamiento por β-oxidación de la cadena lateral del ácido 

3α,7α,12α-trihidroxi-5β-colestanoico (THCA) en la biosíntesis del ácido cólico (CA). Este 

proceso es análogo para la obtención de ácido quenodesoxicólico (CDCA) a partir de ácido 

3α,7α-dihidroxi-5β-colestanoico (DHCA). 
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cadena lateral, dotando de mayor complejidad a la ruta. Otros compuestos 

como el 24- y 25-hidroxicolesterol, de elevada importancia en la regulación del 

metabolismo lipídico, también se pueden incorporar a la biosíntesis de los ABs 

al principio de esta vía. Ambos compuestos pueden ser obtenidos por acción 

de CYP27A1, mientras que la CYP46A1 cerebral y la colesterol 25-hidroxilasa 

sólo contribuyen a la obtención de 24- y 25-hidroxicolesterol, respectivamente 

(24). 

La ruta de Yamasaki (Figura I7) comparte con la vía ácida la formación inicial 

del ácido (25R)-3β-hidroxi-5-colestenoico por CYP27A1. Posteriormente se 

lleva a cabo el acortamiento de la cadena lateral por β-oxidación peroxisomal 

para generar ácido 3β-hidroxi-5-colenoico, cuyo núcleo esteroideo es 

modificado en el retículo endoplásmico para finalmente formar CDCA 

mayoritariamente. A pesar de que se desconoce la contribución de esta ruta 

en la biosíntesis de ABs, la presencia de intermediarios 3β-hidroxilados en 

líquido amniótico sugiere su importancia durante el desarrollo fetal (25). 

Finalmente, la vía de 25-hidroxilación (Figura I7) se ha descrito como una 

ruta alternativa en el metabolismo de ABs, cuyo acortamiento de la cadena 

lateral es independiente de la β-oxidación peroxisomal. Esta cascada 

comienza con la 25-hidroxilación del 3α,7α,12α-trihidroxi-5β-colestano por 

acción de la enzima microsomal CYP3A4 (26), generando 3α,7α,12α,25-

tetrahidroxi-5β-colestano que es nuevamente hidroxilado hasta 

3α,7α,12α,24S,25-pentahidroxi-5β-colestano (27). Existen evidencias de que la 

enzima que cataliza esta última reacción es CYP27A1, gracias a estudios 

realizados tanto in vitro como en pacientes con xantomatosis 

cerebrotendinosa (Cerebrotendinous xantomatosis, CTX), los cuales carecen 

de CYP27A1 activa y en los que se observa una acumulación del 3α,7α,12α,25-

tetrahidroxi-5β-colestano cuando se administra su precursor directo (28,29). 

Finalmente, la conversión hasta CA sería llevada a cabo rápidamente a través 

de un intermediario 24-ceto por una o varias enzimas citosólicas 

estereoespecíficas para el isómero 24S (28) cuya identidad es todavía 

desconocida.  
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Figura I6.- Esquema de la ruta alternativa o ácida de biosíntesis de los ácidos biliares a 

partir del colesterol, el cual puede hidroxilarse inicialmente en diferentes posiciones para 

generar ácido quenodesoxicólico a través de esta vía. 
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Figura I7.- Representación esquemática de las vías de Yamasaki y 25-hidroxilación para la 

biosíntesis de ácidos biliares. HSD3B7; 3β-hidroxi-Δ5-C27-esteroide oxidorreductasa; 

AKR1D1: Δ4-3-oxoesteroide-5β-reductasa; AKR1C4: 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa. 
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2.2.4.- Circulación enterohepática 

El término “circulación enterohepática” describe el movimiento cíclico que 

sufren los ABs desde su secreción en bilis, pasando por su tránsito y 

concentración en el sistema biliar, liberación al duodeno y absorción en íleon 

e intestino grueso, hasta su recaptación por los hepatocitos a través de la 

sangre portal (Figura I8). Se trata de un proceso de elevada eficiencia, ya que 

diariamente ocurre entre 6 y 10 veces y sólo se pierde por vía fecal el 5% del 

pool de ABs (30).  

Como ya se ha comentado, los ABs tienen un papel muy importante en la 

secreción de la bilis, generando la fracción del flujo biliar dependiente de ABs. 

Otra serie de compuestos que también sufren transporte activo a través de la 

membrana canalicular del hepatocito, generan la fracción independiente de 

ABs. Entre estas moléculas se encuentran la bilirrubina conjugada, el 

glutatión, el bicarbonato, otros productos provenientes del metabolismo 

interno y algunos xenobióticos. La capacidad de los solutos para generar el 

gradiente osmótico que determina el movimiento de agua hacia el canalículo 

biliar se denomina actividad colerética, y se define como el volumen de flujo 

de bilis inducido por unidad de soluto secretada. En este proceso de formación 

de la bilis, los ABs monoaniónicos son transportados hacia el canalículo biliar 

por la bomba exportadora de sales biliares (BSEP) dependiente de ATP (31), 

si bien una minoría de ABs sulfatados o conjugados con ácido glucurónico 

dianiónicos son secretados por otros transportadores de la familia ABC como 

MRP2 y BCRP (32), la cual también transporta ABs monoaniónicos (33). 

En su paso por los conductos biliares, los ABs dihidroxilados no conjugados 

pueden ser captados por los colangiocitos y devueltos a la sangre portal en un 

proceso conocido como circulación colehepática o cholehepatic shunt (34). 

Mediante la acción del transportador apical de ABs dependiente de sodio 

(ASBT), junto con el transportador de solutos orgánicos heteromérico 

(OSTα/OSTβ) localizado en la membrana basolateral del colangiocito, estos 

ABs no conjugados son reexpuestos a los hepatocitos, donde pueden ser 

conjugados y secretados de nuevo a bilis (35). Además, en el caso de ABs con 
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elevado pKa como el UDCA, este proceso genera una hipercoleresis rica en 

bicarbonato. Se considera que su relevancia en condiciones fisiológicas no es 

elevada debido al bajo porcentaje de ABs no conjugados secretados a bilis. Sin 

embargo, este mecanismo cobra importancia en los tratamientos 

farmacológicos con UDCA y nor-UDCA, ya que las dosis administradas suelen 

superar la capacidad de los sistemas de conjugación (36,37).  

La bilis primaria fluye por el árbol biliar hacia la vesícula biliar, donde se 

concentra gracias a la absorción de agua y electrolitos. Posteriormente, la 

liberación de colecistocinina mediada por la ingesta de alimento genera un 

estímulo de contracción de la vesícula biliar, junto con la relajación del 

esfínter de Oddi al final del conducto biliar común, permitiendo la liberación 

de bilis al primer tramo del duodeno al inicio de la digestión.  

Una vez cumplidas sus funciones digestivas (apartado 2.2.2), la práctica 

totalidad (95%) de los ABs son reabsorbidos en su tránsito a través del 

intestino. Una pequeña fracción de ABs puede ser absorbida por difusión 

pasiva a nivel del yeyuno (38). Sin embargo, es en el íleon distal donde ocurre 

la mayor reabsorción de ABs gracias a la presencia de ASBT en la membrana 

apical de los ileocitos. Este transportador sodio-dependiente es capaz de 

captar la mayoría de especies de ABs, con preferencia por las trihidroxiladas 

sobre las dihidroxiladas, y de las conjugadas sobre las no conjugadas (39). 

Alcanzado el interior del enterocito, la proteína citosólica ileal de unión de 

ABs (IBABP) los atrapa, actuando como un buffer que reduce la interacción 

de estas moléculas con la membrana celular y facilita su transporte 

transcelular (40). A continuación, es el heterodímero OSTα/OSTβ, localizado 

en la membrana basolateral de los enterocitos, el que libera los ABs hacia la 

sangre, con la que finalmente alcanzan la vena porta (41). No obstante, un 

pequeño porcentaje de ABs se escapa de la absorción ileal y pasa hacia el 

intestino grueso y el colon, donde la flora intestinal genera ABs secundarios 

(apartado 2.2.5), de los cuales una parte son absorbidos por difusión pasiva. 
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Figura I8.- Proceso de circulación enterohepática de los ácidos biliares (ABs), mediado por 

distintos transportadores. 
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membrana canalicular del hepatocito, cerrando así el ciclo de la circulación 

enterohepática. 

No obstante, el efecto de primer paso de los ABs no es completo, aunque tiene 

una elevada efectividad que varía entre un 50 y un 90% dependiendo de la 

especie molecular, lo que permite un mínimo escape de los ABs hacia la 

circulación sistémica (30). Estas moléculas pueden volver al hígado a través 

de la arteria hepática o llegar al riñón, donde se filtran a través del glomérulo 

y son recaptados por ASBT a nivel del túbulo contorneado proximal (39). 

Durante el ayuno, el nivel de ABs plasmáticos totales está en torno a 2 µM, 

valor que se triplica durante la digestión. Sin embargo, diferentes patologías 

hepáticas pueden modificar tanto los niveles como el perfil plasmático de ABs, 

por lo que estas moléculas tienen un gran valor como biomarcadores de daño 

hepático (45). 

2.2.5.- Transformación de los ABs por la microbiota intestinal 

Durante su tránsito intestinal, los ABs primarios sufren una serie de 

modificaciones por acción de las bacterias intestinales, generando ABs 

secundarios. Las transformaciones más importantes se detallan a 

continuación. 

La desconjugación de los ABs consiste en la rotura del enlace amido presente 

en la posición C24, permitiendo la liberación del AB no conjugado y de taurina 

o glicina. Esta reacción es llevada a cabo por las hidrolasas bacterianas de 

ABs, enzimas presentes en gran cantidad de microorganismos que componen 

la flora intestinal humana, como Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridium 

y Bacteroides (46). Esta desconjugación es necesaria para que se puedan 

llevar a cabo otras reacciones que requieren la presencia de un ácido 

carboxílico libre en la molécula (47). Una de estas reacciones es la 

7α-deshidroxilación, en la que se generan 7α-desoxi ABs. Es el proceso de 

biotransformación bacteriana de ABs más importante a nivel intestinal, y es 

llevado a cabo por las deshidroxilasas bacterianas de la flora anaerobia, 

destacando los géneros Clostridium y Eubacterium (46). De esta manera se 
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produce la transformación de CA en DCA, y de CDCA en LCA, los ABs 

secundarios mayoritarios en la especie humana. 

La oxidación de los grupos hidroxilo en las posiciones 3α, 7α y 12α genera ceto-

ABs por acción de las hidroxiesteroide deshidrogenasas bacterianas, 

presentes en actinobacterias, proteobacterias, firmicutes y bacteroidetes (46). 

Estas reacciones son reversibles y pueden llevar también a la epimerización 

generando grupos β-hidroxilo. De esta manera se forma el UDCA a partir de 

CDCA por 7α/7β isomerización, reacción llevada a cabo por Clostridium 

absonum (48). Otros ABs que sufren una transformación similar son el DCA 

y el LCA, que por 3β-hidroxiepimerización generan ácido isodesoxicólico y 

ácido isolitocólico respectivamente (49). Se conoce la existencia de otras 

reacciones que afectan a los ABs como la esterificación y la polimerización, 

vías que hasta la fecha han sido poco estudiadas (12).  

Las modificaciones comentadas tienden a incrementar la hidrofobicidad y el 

pKa de las distintas especies de ABs, alterando sus propiedades detergentes, 

señalizadoras y su toxicidad. De hecho, una elevada concentración de ABs 

secundarios en sangre, bilis y heces se ha asociado con algunas patologías 

como el cáncer de colon o la litiasis biliar. Aunque el aumento de la lipofilia 

facilita la eliminación de una pequeña proporción de ABs por vía fecal, 

algunos ABs secundarios son absorbidos a nivel colónico, modificando así la 

composición del pool y desencadenando diferentes respuestas de señalización. 

Además, las distintas proporciones de ABs a nivel intestinal afectan también 

al crecimiento y a la diversidad de la microbiota intestinal. Así, se pone de 

manifiesto que la relación ABs-microbioma genera un eje de interacciones 

complejo en el que hospedador y huésped regulan tanto el tamaño como la 

composición de la flora bacteriana y del pool de ABs, lo cual tiene 

repercusiones a nivel tanto fisiológico como fisiopatológico (50).  
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2.2.6.- Regulación de la homeostasis de los ABs 

2.2.6.1.- Receptores nucleares activados por ABs 

Los receptores nucleares (RNs) son una familia de factores de transcripción 

dependientes de ligando que regulan una gran cantidad de procesos 

fisiológicos mediante la interacción con el promotor de sus genes diana, 

induciendo la transcripción de los mismos. Todos los RNs poseen una 

estructura proteica similar: una región N-terminal AF-1 (Activation Function 

1) involucrada en la interacción con co-activadores y co-represores; un 

dominio altamente conservado de unión a ADN (DBD, DNA-Binding Domain) 

responsable de la interacción con las denominadas “secuencias consenso” del 

ADN; una región bisagra que facilita su organización tridimensional; un 

dominio de unión al ligando (LBD, Ligand-Binding Domain) con alta 

variabilidad que determina la afinidad del RN por sus potenciales ligandos y 

permite su clasificación en distintas subfamilias; y finalmente una región 

C-terminal AF-2 (Activation Function 2) responsable de la activación 

transcripcional dependiente de ligando y de la dimerización con otros RNs 

(51). Por lo general, en ausencia de ligando, los RNs se encuentran unidos a 

co-represores e inactivos. Sin embargo, una vez que ocurre la interacción RN-

ligando, los co-activadores desplazan a los co-represores, permitiendo la 

formación de homo o heterodímeros de RNs que interaccionan con el complejo 

activador de la transcripción sobre las secuencias consenso reconocidas en los 

promotores de los genes diana, iniciando así el proceso de transcripción.  

El primer RN identificado como receptor de ABs fue FXR (Farnesoid X 

Receptor), y hasta la fecha se mantiene como el principal implicado en la 

señalización celular mediada por ABs. En el ser humano existen dos genes 

diferentes para FXR: FXRβ que constituye un pseudogen; y FXRα que 

mediante usos alternativos del promotor y por splicing puede generar hasta 

cuatro variantes diferentes de FXRα, las cuales se expresan principalmente a 

lo largo de todos los tejidos implicados en la circulación enterohepática 

(52,53). La activación de FXR induce su heterodimerización con RXR 

(Retinoid X Receptor), permitiendo su unión a elementos de respuesta a FXR, 
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aunque también se ha visto que puede interaccionar con el ADN en forma de 

monómero (54). FXR responde de forma diferencial a las distintas especies de 

ABs libres y conjugadas, de tal forma que su agonista natural más potente es 

el CDCA, seguido del LCA, DCA, CA y UDCA; si bien algunos ABs como los 

MCAs se consideran antagonistas de dicho receptor (55,56). 

Otros tres RNs estructuralmente relacionados con FXR y que también están 

implicados en la homeostasis de los ABs son PXR (Pregnane X Receptor), CAR 

(Constitutive Androstane Receptor) y VDR (Vitamin D Receptor). PXR y CAR 

son los principales RNs implicados en la detoxificación de compuestos 

endógenos y xenobióticos, y se expresan principalmente en hígado e intestino. 

PXR destaca por su alta promiscuidad de agonistas, ya que puede ser activado 

por el 60% de los fármacos existentes, mientras que CAR es activo de forma 

constitutiva. VDR se expresa en la mayoría de los tejidos y se activa 

principalmente por la 1α,25-dihidroxivitamina D3. Tanto PXR como VDR 

responden a la activación por LCA y su metabolito 3-ceto LCA (57,58), 

mientras que ningún AB parece ser ligando de CAR (59). Todos ellos 

heterodimerizan con RXR para llevar a cabo su actividad. Finalmente, el 

receptor hepático de oxiesteroles LXRα (Liver X Receptor α) también está 

implicado en la regulación de la biosíntesis de ABs, aunque estos compuestos 

no se comportan como ligandos de LXRα.  

2.2.6.2.- Regulación de la biosíntesis de los ABs 

La vía de regulación principal por la que los ABs controlan su propia 

biosíntesis se lleva a cabo mediante un mecanismo de feedback negativo sobre 

la transcripción de CYP7A1, la enzima llave cuya regulación marca la 

actividad general de la ruta clásica. En el promotor de CYP7A1 se han 

identificado dos secuencias altamente conservadas y esenciales para la 

transcripción basal, llamadas BARE (Bile Acid Response Elements). BARE-I 

se localiza en -74/-55, y en roedores contiene una secuencia de repetición 

directa separada por cuatro pares de bases (DR4), a la que se une el factor de 

transcripción COUP-TFII, Rxr y Lxrα, incrementando la actividad del 

promotor de Cyp7a1 (60,61). El promotor del gen CYP7A1 humano carece de 
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esa secuencia consenso DR4, por lo que no responde a la activación por LXRα 

(62). Por otra lado, BARE-II se localiza en -148/-129 y está compuesto por 

motivos DR1 y DR5 superpuestos a los que se une HNF4α (Hepatocyte 

Nuclear Factor 4α) activando la transcripción de CYP7A1 (63). BARE-II 

contiene asimismo un sitio de unión para otro factor de transcripción de 

CYP7A1, FTF (α-Fetoprotein Transcription Factor) también llamado CPF 

(CYP7A1 Promoter binding Factor), o Lrh-1 (Liver Related Homologue-1) para 

su ortólogo murino (64). Además, el factor de transcripción PGC-1α 

(Peroxisome proliferator-activated receptor γ Coactivator-1α) también puede 

unirse al promotor de CYP7A1 incrementando su actividad transcripcional, y 

consecuentemente la expresión de este gen (65). 

El mecanismo más importante por el que los ABs regulan la transcripción de 

CYP7A1 se lleva a cabo a través de FXR (Figura I9). A nivel hepático, la 

activación de FXR mediada por ABs permite la formación del heterodímero 

FXR-RXR, el cual se une al promotor del gen NR0B2, incrementando la 

transcripción del receptor nuclear SHP (Small Heterodimer Partner). Esta 

proteína se une a continuación con FTF/Lrh-1, impidiendo la interacción de 

éste con el promotor de CYP7A1 y reduciendo así su transcripción. Además, 

SHP sería capaz de regular su propia transcripción a través del mismo 

mecanismo (66). SHP también puede interaccionar con HNF4α, 

disminuyendo nuevamente la transcripción tanto de CYP7A1 como CYP8B1 

(17,67). Además, la activación de FXR intestinal debida a la entrada de ABs 

en el ileocito incrementa la síntesis y liberación a la sangre portal de FGF19 

(Fibroblast Growth Factor 19), o su ortólogo Fgf15 en roedores. Este péptido 

alcanza la membrana del hepatocito, donde se une al receptor FGFR4 

(Fibroblast Growth Factor Receptor 4) el cual necesita de la presencia de su 

co-receptor β-Klotho, una característica que confiere especificidad hepática a 

esta ruta de señalización. A continuación el FGFR4 activo fosforila a FRS2α 

(Fibroblast growth factor Receptor Substrate 2α), desencadenando una 

cascada intracelular mediada por ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated 

Kinases) y JNK (c-Jun N-terminal Kinases), cuyos efectores aguas abajo para 

esta ruta se desconocen, y que provocan la caída de la actividad 
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transcripcional de CYP7A1 por impedir la interacción de FTF y HNF4α con el 

promotor de dicho gen (68). Se ha sugerido que esta vía podría ser 

independiente de SHP en la especie humana, al contrario que en roedores 

(69). Estudios en hepatocitos humanos han demostrado que el tratamiento 

con agonistas de FXR induce la expresión y secreción de FGF19 en estas 

células, lo cual sugiere la existencia de una regulación autocrina a través de 

este mecanismo (68).  

Parece que la proteína MafG, cuya expresión en roedores es inducida por Fxr, 

también se encuentra implicada en la regulación del metabolismo de los ABs. 

Así, el incremento de MafG reprime la expresión de genes codificantes para 

diversas enzimas tanto de la ruta clásica como alternativa de biosíntesis, 

como Cyp7a1, Cyp27a1, Cyp7b1 y Cyp8b1 entre otras, modificando tanto el 

tamaño como la composición del pool de ABs. No obstante, se desconoce la 

implicación real de esta ruta a nivel fisiológico así como su posible existencia 

en la especie humana (70).  

PXR también se encuentra implicado en la regulación de la biosíntesis de los 

ABs, ya que está descrito como un gen diana de FXR (71) y su activación 

impide la interacción de los factores de transcripción PGC-1α y HNF4α con el 

promotor de CYP7A1 (72). VDR puede reprimir la transcripción de CYP7A1 

de una forma similar (73) así como a través de la activación de la vía de 

ERK1/2 (74). Además, tanto PXR como VDR aumentan la expresión intestinal 

de FGF19/Fgf15, llevando también a cabo una regulación indirecta sobre 

CYP7A1 (75,76). Sin embargo, se ha propuesto que VDR sería capaz de 

reducir la expresión de SHP, lo que provoca el aumento consecuente de la 

expresión de CYP7A1 (77). La activación de CAR también reprime la 

transcripción de CYP7A1 en hepatocitos humanos (78), y en ratones es capaz 

de incrementar la expresión de Fxr, Cyp8b1, Cyp27a1 y Ugt1a1, 

disminuyendo el tamaño del pool de ABs y haciéndolo más hidrofílico (59). 

El papel de LXRα sobre la regulación de ABs difiere según la especie animal 

que tratemos. En el promotor de Cyp7a1 de rata existe un sitio de unión para  
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Figura I9.- Regulación de la actividad transcripcional de CYP7A1 a través de los principales 

receptores nucleares y el péptido intestinal FGF19. 

 

este RN de oxiesteroles (61), y una dieta rica en colesterol se asocia con un 

incremento de la transcripción de Cyp7a1 en estos animales (79). Además, 

ratones knock-out para Lxrα alimentados con esta misma dieta no presentan 

cambios en la expresión de Cyp7a1 (80), sugiriendo que Lxrα actúa como un 

sensor de colesterol en estas especies y que a través de la regulación de 

Cyp7a1 se incrementa la biosíntesis de ABs para facilitar la eliminación de 

un exceso de colesterol. Por el contrario, esta regulación positiva a través de 

LXRα no solamente no ocurre en humanos (62), sino que la activación de este 

RN reduce la expresión de CYP7A1 mediante la inducción de SHP de forma 

análoga a FXR (81). 

La aparición de cálculos biliares asociada al tratamiento de hiperlipidemias 

con fibratos puso de manifiesto la posible relación entre la diana de estos 

fármacos, el receptor PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor), y los 

ABs. Así, se averiguó que los ABs incrementan, a través de FXR, la expresión 
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de PPARα, el cual media la represión transcripcional de HNF4α, 

disminuyendo consecuentemente la expresión de CYP7A1 (82). No obstante, 

existe cierta controversia sobre el papel de PPARα en el control 

transcripcional de CYP7A1, ya que PPARα puede unirse al sitio DR1 presente 

en BARE-II, al que llaman site II, induciendo un ligero incremento de la 

actividad transcripcional (83). En humanos se puede formar el heterodímero 

LXRα:PPARα, que se une a un sitio de reconocimiento parcial compartido por 

ambos (site I) localizado en BARE-I (84) generando una caída de la actividad 

del promotor de CYP7A1 a pesar de la ausencia de la secuencia DR4 (62). En 

el caso de los roedores, la activación de PPARα por ácidos grasos y el 

consecuente incremento de la transcripción de Cyp7a1 a través de la unión a 

site I es mucho más marcado (83), y la formación del dímero Lxrα:Pparα tiene 

un efecto similar al descrito en humanos (85). Sin embargo, el tratamiento de 

hepatocitos de rata con agonistas de PPARα reduce tanto la actividad como la 

expresión de Cyp7a1, efecto que se corrobora in vivo (86). El nivel de expresión 

de CYP27A1 también se ve afectado por la activación de PPAR, si bien parece 

que puede ser modificado al alza o a la baja en función del tejido y la isoforma 

de PPAR activada (87). 

2.2.6.3.- Regulación de la biotransformación y el transporte de los ABs 

El primer proceso que sufren los ABs a fin de aumentar su solubilidad y 

facilitar su eliminación es la conjugación por N-acil amidación con glicina o 

taurina. Esta reacción es llevada a cabo por las enzimas BACS y BAAT, cuya 

transcripción se encuentra regulada por FXR (88). Este RN, junto con PXR, 

VDR y CAR, también puede inducir la expresión de CYP3A4, permitiendo la 

hidroxilación de ABs tanto primarios como secundarios y facilitando así su 

eliminación (89). La regulación positiva de la sulfotransferasa SULT2A1 

mediada por FXR, PXR, VDR y CAR juega un papel central en la 

biotransformación de los ABs (90–93). Además, estas moléculas también 

pueden ser conjugadas por glucuronidación, favorecida por PXR y CAR al 

estimular la transcripción de UGT1A1 (94), mientras que FXR hace lo propio 

con UGT2B4 y UGT2B7 (95,96).  
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Los ABs pueden promover su propia eliminación. Así, se ha visto que la 

expresión de BSEP está regulada positivamente por FXR (97), mientras que 

la regulación transcripcional de MRP2 implica tanto a FXR como a PXR y 

CAR, algo que puede explicarse debido a la mayor diversidad de sustratos de 

MRP2 (98). A nivel intestinal la activación de FXR limita la captación de ABs 

y facilita su eliminación basolateral con el fin de reducir su toxicidad en los 

enterocitos. Así, FXR reduce la expresión de ASBT tanto por mecanismos 

dependientes de SHP (99) como de FGF19/Fgf15 (100), y a su vez facilita la 

transcripción de IBABP (101) y OSTα/β (102). Los transportadores de 

captación de la membrana basolateral de los hepatocitos también se ven 

afectados por la regulación a través de RNs, de tal forma que la expresión de 

Ntcp se reduce en roedores a través del eje Fxr/Shp (103), así como la de 

OATP1B1 (104) y OATP1B3 (105) en humanos. Además, los transportadores 

implicados en la exportación a través de la membrana sinusoidal como MRP3, 

MRP4 y OSTα/β ven incrementada su transcripción por la activación de FXR, 

PXR, VDR y CAR (106–108), permitiendo el flujo alternativo de ABs hacia 

sangre en situaciones de colestasis.  

2.2.6.4.- Mecanismos de regulación de la homeostasis de ABs independientes 

de receptores nucleares 

Los ABs se encuentran integrados en la señalización de funciones hepáticas 

tan importantes como el metabolismo glucídico y lipídico. La insulina puede 

tener un efecto dual sobre el metabolismo de ABs, de tal forma que a niveles 

fisiológicos facilita la transactivación de CYP7A1 debido a la inhibición de 

FoxO1, un represor de HNF4α y PGC-1α (109); mientras que a dosis elevadas 

disminuye la expresión de CYP7A1 tanto por activación de la ruta AKT/PKB 

y quizás ERK1/2 como por incremento de SREBP-1c, el cual interacciona con 

HNF4α (110) (Figura I10). Por otro lado, tanto el glucagón como el AMPc 

activan PKA (Protein Kinase A), capaz de fosforilar e inhibir HNF4α. Por otra 

parte, los ABs son capaces de modular estas vías metabólicas. Por ejemplo, la 

activación de SHP por FXR reduce la lipogénesis de novo al reprimir 

SREPB-1c (111) y reduce la síntesis de VLDL al interaccionar con HNF4α 
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sobre el promotor de la proteína de transferencia de triglicéridos 

microsomales (Microsomal triglyceride Transfer Protein, MTP) (112).  

Otras vías de señalización de los ABs implican a algunos receptores de 

membrana conocidos como GPCR (G-Protein Coupled Receptor). Uno de ellos 

es TGR5, expresado en células de Kupffer y células sinusoidales endoteliales 

hepáticas. Se caracteriza por una respuesta dosis-dependiente para los ABs 

en el siguiente orden de potencia: LCA>DCA>CDCA>CA, presentando las 

especies tauroconjugadas mayor capacidad de activación que las no 

conjugadas y las glicoconjugadas (113). Su activación incrementa la 

concentración intracelular de AMPc, lo cual disminuye la traslocación al 

núcleo del factor de transcripción NF-kB y reduce la producción de citoquinas 

proinflamatorias como la interleucina (IL) 1α (IL1α), IL1β, IL6 y el factor de 

necrosis tumoral α (Tumoral Necrosis Factor α, TNFα) en las células de 

Kupffer (114). Otro GPCR a destacar es S1PR2, expresado en hepatocitos y 

cuya activación por ABs conjugados desencadena la actividad tanto de AKT 

como de ERK1/2, lo cual activa a la SphK2 (Sphingosine Kinase 2) nuclear lo 

que produce un incremento en los niveles de esfingosina-1-fosfato (S1P) en el 

núcleo. S1P inhibe ciertas enzimas histona desacetilasas, lo cual aumenta la 

acetilación de las histonas y la actividad transcripcional de genes como FXR 

y otros implicados en el metabolismo glucídico y lipídico como SREBP-1c o 

LDLR (115). A pesar de que se dispone de poca información sobre la 

importancia de S1PR2 en la homeostasis de los ABs, los datos obtenidos 

apoyan la gran relevancia de estos compuestos como parte integral del 

metabolismo hepático general. Las citoquinas también pueden modificar la 

biosíntesis de los ABs (Figura I10). Tanto TNFα como IL1β, liberadas por las 

células de Kupffer, activan distintos receptores TLR (Toll-Like Receptors) 

desencadenando la señalización a través de MEK4/7 y JNK1/2, lo cual 

fosforila HNF4α e inhibe la transcripción de CYP7A1 (116). Además, el TGFβ1 

(Tumoral Growth Factor β1) secretado por las células estrelladas hepáticas 

activa las vías de SMAD3 y JNK en los hepatocitos, la cual conduce a la 

inhibición de HNF4α, con la consecuente caída en la expresión de CYP7A1 

(117). Finalmente, el HGF (Hepatocyte Growth Factor) de las células 
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Figura I10.- Regulación de la actividad transcripcional de CYP7A1 por mediadores 

independientes del receptor FXR.  

 

estrelladas inhibe de forma rápida la transcripción de CYP7A1 en los 

hepatocitos a través de SHP, cJun, ERK1/2 y JNK (118). 

2.3.- PAPEL DE LOS ABs EN PATOLOGÍAS HEPÁTICAS 

2.3.1.- Colestasis  

La colestasis es una condición clínica que consiste en la reducción del flujo de 

bilis que alcanza el duodeno, y puede clasificarse como intrahepática o 

extrahepática en función de la localización del trastorno. Las colestasis 

intrahepáticas se deben a una disminución de la producción de bilis, causada 

por alteraciones en el metabolismo o transporte de los ABs, exposición a 

determinados fármacos, cambios hormonales durante el embarazo o 

trastornos donde la respuesta inmune es crucial, como en la sepsis, la 

colangitis biliar primaria o la colangitis esclerosante primaria. Por otra parte, 

las colestasis extrahepáticas se deben a la obstrucción de la luz del árbol biliar 

como consecuencia de la aparición de formaciones tumorales, cicatrices, 

bridas, cálculos biliares o determinadas enfermedades císticas (119).  
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La acumulación de ABs hidrofóbicos, secundaria a la ausencia de un flujo de 

bilis efectivo, provoca un desbalance en el estado de oxido-reducción de los 

hepatocitos que conduce a la apoptosis celular (120,121). Como consecuencia, 

se desencadena un estado proinflamatorio que induce la aparición de 

depósitos de fibronectina en células ductulares reactivas, lo cual puede 

conducir a la aparición de fibrosis biliar y periportal, una situación 

predisponente a la transformación cancerosa (119).  

2.3.2.- Esteatosis y esteatohepatitis no alcohólica 

La enfermedad del hígado graso no alcohólica (Non-Alcoholic Fatty Liver 

Disease, NAFLD) es una patología que abarca un abanico de entidades 

clínicas, desde la esteatosis simple (Non-Alcoholic Fatty Liver, NAFL) 

caracterizada por la acumulación hepática de triglicéridos, hasta la 

esteatohepatitis no alcohólica (Non-Alcoholic SteatoHepatitis, NASH) 

definida por la aparición de inflamación lobular y ballooning hepatocitario, 

con o sin fibrosis. Por degeneración de la terminología, en clínica se utilizan 

frecuentemente las siglas NAFLD para referirse a la esteatosis sin 

inflamación o NAFL. La posible progresión de NAFL hacia NASH, cirrosis e 

incluso la aparición de hepatocarcinoma hace que la NAFLD sea la segunda 

causa de enfermedad hepática que requiere de trasplante hepático en los 

países desarrollados. Se considera que su etiopatogenia es multifactorial y 

que viene definida por alteraciones debidas a la obesidad, resistencia a la 

insulina y diabetes mellitus tipo II. La acumulación excesiva de grasa en los 

adipocitos y su consecuente muerte producen una inflamación local que 

promueve la resistencia a la insulina, comprometiendo la capacidad del 

adipocito para acumular ácidos grasos y facilitando la expulsión de estas 

moléculas al torrente sanguíneo, de donde son captados por los hepatocitos. 

La producción excesiva de triglicéridos a nivel hepático puede provocar la 

aparición de estrés oxidativo, estrés de retículo endoplasmático y activación 

de receptores de muerte induciendo así la apoptosis y necroptosis de los 

hepatocitos (122). 
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Los ABs pueden contribuir a la aparición y progresión de NAFLD, puesto que 

su homeostasis se encuentra alterada en esta patología. Los niveles séricos de 

ABs totales se encuentran aumentados en pacientes con NAFLD, con un 

mayor incremento de ABs primarios y conjugados (123). Asimismo, 

alteraciones específicas en los niveles de determinadas especies moleculares 

de ABs pueden asociarse a la severidad de la patología y la progresión de la 

fibrosis, ballooning e inflamación en NASH (124). Algunos de estos cambios 

se han relacionado con las alteraciones encontradas en NAFLD en las vías de 

regulación del metabolismo de ABs ya comentadas (apartado 2.2.6). En 

pacientes con esta enfermedad se observa una caída en los niveles de FXR que 

correlaciona con la progresión de la misma (125), así como una disminución 

de la concentración plasmática de FGF19 y un aumento de la expresión 

hepática de CYP7A1 (126). No obstante, algunas de las comorbilidades 

asociadas a NAFLD como son la obesidad y la resistencia a la insulina 

también se caracterizan por presentar alteraciones en los niveles de ABs 

(127), lo cual dificulta la interpretación del verdadero papel de estas 

moléculas en NAFLD y si la desregulación observada es causa o consecuencia 

de dicha patología.  

2.3.3.- Daño hepático inducido por fármacos 

Se conoce como daño hepático inducido por fármacos (Drug Induced Liver 

Injury, DILI) a cualquier afectación del hígado cuya noxa sea una molécula 

con actividad farmacológica, la cual provoca una alteración de la bioquímica 

hepática que puede estar o no asociada con la aparición de manifestaciones 

clínicas. Se trata de un evento poco frecuente pero de gran relevancia, al ser 

la causa de la mayor parte de los casos de fallo hepático agudo en Estados 

Unidos y uno de los principales motivos para la retirada de fármacos del 

mercado (128).  

El DILI intrínseco se define por la aparición de toxicidad dosis-dependiente, 

habitualmente predecible y explicable a través de mecanismos bien definidos 

asociados al fármaco. El fármaco en su forma primaria o alguno de sus 

metabolitos generados por reacciones de fase I se acumulan debido a un 
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metabolismo de fase II ineficiente, saturado por una producción excesiva del 

tóxico o por depleción de moléculas conjugantes que faciliten su eliminación. 

Así, las moléculas reactivas alteran el balance de oxido-reducción y el 

transporte de ABs, entre otros mecanismos, provocando la apoptosis o 

necrosis de los hepatocitos, liberando una serie de moléculas que pueden 

activar la respuesta inmune innata retroalimentando así el proceso dañino 

(129). El ejemplo más importante de DILI intrínseco es la intoxicación por 

paracetamol, que en Estados Unidos llega a provocar el 46% de los casos de 

fallo hepático agudo. La acumulación de N-acetil-p-benzoquinonimina por 

depleción de las reservas de glutatión provoca una necrosis hepatocelular 

grave que puede evitarse mediante la administración del antídoto 

N-acetilcisteína (128).  

Por el contrario, el DILI idiosincrásico (idiosyncratic DILI, iDILI) se asocia a 

la respuesta de cada individuo a la toxicidad inducida por el fármaco, y se 

caracteriza por su aparición impredecible e independiente de la dosis de 

fármaco, con un periodo de latencia variable. Si bien los mecanismos tóxicos 

clásicos descritos para el DILI intrínseco intervienen en las etapas 

tempranas, la participación del sistema inmune parece clave en la 

patogénesis del iDILI. La hipótesis de formación de haptenos propone que la 

formación de neoantígenos a partir de la unión de la molécula tóxica con 

proteínas celulares y su posterior presentación al complejo de antígenos 

leucocitarios humanos (Human Leukocyte Antigen, HLA) provoca el 

reclutamiento de linfocitos T citotóxicos, células natural killer e incluso la 

generación de anticuerpos. Otras posibilidades implican la interacción directa 

del fármaco o su metabolito sobre el HLA provocando así la activación de 

células T y la generación de daño hepatocitario. La susceptibilidad a la 

aparición de iDILI en individuos con determinados polimorfismos en las 

moléculas del HLA pone de manifiesto la gran relevancia de la presentación 

antigénica en este proceso, si bien la mayoría de individuos con estas 

alteraciones genéticas consideradas de riesgo no presentan ningún tipo de 

daño cuando se ven expuestos a diversos fármacos estudiados. Esta 

afirmación sugiere la implicación de fenómenos de respuesta adaptativa que 
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impiden la exacerbación de un daño subletal. Así, el iDILI aparecería como 

consecuencia de un fallo en este proceso de tolerancia inmune (129).  

Puede deducirse, por lo tanto, la relevancia que pueden adquirir diferentes 

factores de riesgo sobre esta entidad clínica. Algunas características 

intrínsecas de cada fármaco, como una mayor lipofilia o un elevado grado de 

metabolismo hepático aumentan su potencial hepatotóxico. Otras 

propiedades como la posible formación de especies metabólicas reactivas, la 

capacidad para provocar daño mitocondrial y la alteración de la función de las 

bombas transportadoras hepatocitarias también deben ser tenidas en cuenta. 

Respecto de los factores de riesgo del paciente, cabe destacar una mayor 

incidencia de DILI en individuos de edad avanzada, un hecho que puede 

explicarse por la reducción de la actividad metabólica hepática y la 

polimedicación. La existencia de condiciones de daño previo debido a 

enfermedades hepáticas crónicas se asocia con una mayor gravedad al verse 

alterada la capacidad regenerativa del hígado. Cabe destacar la importancia 

de la Farmacogenética en la identificación de mutaciones relacionadas con la 

aparición de DILI en determinados genes como las ya comentadas para las 

proteínas HLA, o la variante rs2476601 de PTPN22, un regulador de la 

actividad de los linfocitos T (129).  

La presentación clínica del DILI es muy variable, pudiendo confundirse con 

gran cantidad de enfermedades hepáticas tanto agudas como crónicas, lo que 

dificulta su diagnóstico. Habitualmente se observa un incremento de los 

niveles séricos de transaminasas y/o fosfatasa alcalina, que pueden 

acompañarse de un aumento de los valores de bilirrubina total. No obstante, 

los marcadores bioquímicos séricos de disfunción hepática no presentan la 

especificidad suficiente como para establecer un diagnóstico, además de que 

en muchas ocasiones estas alteraciones pasan desapercibidas sin presencia 

de sintomatología y pueden llegar a resolverse tanto con la continuación del 

tratamiento como con la reducción de la dosis del fármaco en cuestión. Así, el 

diagnóstico se basa en la exclusión de causas alternativas de daño hepático 

junto con la obtención de una historia clínica completa que permita el 
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establecimiento de una asociación temporal. El personal clínico debe tener en 

cuenta todos los fármacos empleados por el paciente, tanto de prescripción 

como de venta libre, junto con suplementos dietéticos y plantas medicinales, 

evaluando el potencial hepatotóxico descrito en la bibliografía e intentando 

establecer una cronología de uso dentro del posible periodo de latencia de la 

patología, habitualmente de unos tres meses desde el inicio del tratamiento. 

Además, debe descartarse la presencia de hepatitis virales, hepatitis 

autoinmunes, obstrucción biliar, etc. La obtención de una biopsia de tejido 

únicamente está justificada cuando existen sospechas de alteraciones 

autoinmunes o cuando tras la retirada del fármaco no se recupera la 

bioquímica hepática. Una vez descartadas otras posibles causas y 

determinado el fármaco sospechoso, el diagnóstico de confirmación se realiza 

mediante la determinación de los valores de bioquímica hepática, que debería 

volver a los valores normales tras la suspensión del tratamiento (130).  

Con el objetivo de estandarizar el diagnóstico del DILI, se ha intentado 

establecer diversos algoritmos de causalidad, entre los que cabe destacar 

CIOMS/RUCAM, la única escala validada hasta la fecha. Emplea algunos de 

los criterios expuestos con anterioridad, como la asociación temporal, los 

factores de riesgo o el potencial hepatotóxico de los fármacos candidatos para 

establecer una probabilidad de diagnóstico de DILI. No obstante, es una 

escala antigua que le da gran peso a la reaparición de alteraciones hepáticas 

tras la readministración del fármaco, un dato que no suele estar disponible 

dadas las graves implicaciones bioéticas de administrar una sustancia 

probablemente perniciosa para el paciente. Así, se están haciendo grandes 

esfuerzos en la identificación de nuevos biomarcadores que permitan 

establecer un diagnóstico claro y evaluar el pronóstico de la enfermedad, 

destacando los niveles séricos de miR-122, glutamato deshidrogenasa, 

osteopontina o la ratio citoqueratina-19 corta/citoqueratina-19 de longitud 

completa (131). Cabe destacar que los niveles séricos de ABs se han postulado 

como marcadores prometedores de DILI. En modelos animales se ha 

observado un incremento de ABs en suero consecuente a la administración de 

troglitazona, un fármaco con marcada hepatotoxicidad (132). Asimismo, 
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existe una correlación entre la aparición de toxicidad y el aumento de ABs en 

suero, principalmente CA y CDCA, en ratas ante la administración del tóxico 

metapirileno. De hecho, los cambios observados en los niveles de ABs 

presentan una mayor sensibilidad que las medidas bioquímicas habituales 

(133). En el caso de la especie humana, el análisis del perfil sérico de ABs 

muestra un incremento en la concentración de CA y CDCA en individuos 

intoxicados con paracetamol, en comparación con sujetos sanos y pacientes 

con diferentes hepatopatías (45). Además, el aumento de la concentración en 

suero de ácido glicodesoxicólico (GDCA) se ha postulado como marcador 

pronóstico en pacientes con intoxicación letal por paracetamol (134).  

2.3.4.- Enfermedades congénitas 

2.3.4.1.- Deficiencias en la biosíntesis de ABs 

La deficiencia de CYP7A1 fue descrita en tres pacientes de la misma familia 

que presentaban hipercolesterolemia resistente al tratamiento con estatinas. 

Dos de estos pacientes, que eran varones, también tenían hipertrigliceridemia 

e historia clínica de litiasis biliar. Esta deficiencia congénita no suele 

acompañarse de un menor nivel de ABs debido a un incremento 

compensatorio en la actividad de la ruta alternativa, aunque en uno de los 

varones identificados se observó en la biopsia hepática una acumulación de 

colesterol en el parénquima hepático, junto a una disminución de la excreción 

fecal de ABs y una mayor proporción de CDCA. Los individuos con este defecto 

en heterocigosis también presentan altos niveles de colesterol y mayor riesgo 

de aterosclerosis y litiasis biliar, lo que sugiere que se trata de una condición 

codominante (135). 

El defecto genético más frecuente que afecta a la biosíntesis de ABs es la 

deficiencia de HSD3B7, causada por varias mutaciones de herencia 

autosómica recesiva (136). En este trastorno aparece un déficit de ABs debido 

a la incapacidad para reducir el doble enlace de la posición Δ5, lo cual impide 

la epimerización del hidroxilo en 3β y provoca la acumulación de los ABs 

insaturados 3β,7α-dihidroxi-5-colenoico y 3β,7α,12α-trihidroxi-5-colenoico, los 

cuales suelen sulfatarse en la posición C3. Esta condición se caracteriza por 
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la aparición de colestasis neonatal, deficiencia de absorción de vitaminas 

liposolubles, esteatorrea y esplenomegalia, así como predisposición al 

desarrollo de ciertas patologías hepáticas como cirrosis (137). No obstante, en 

algunos casos se presenta de forma atípica (138) o incluso se mantiene 

asintomática (139). 

El déficit en AKR1D1 presenta una sintomatología similar a la deficiencia de 

HSD3B7, si bien en este caso se acumulan ABs 4-colenoicos que pueden o no 

presentar un grupo 3-oxo, junto con la aparición de “allo”-ABs (140). Distintas 

mutaciones, tanto en homocigosis como heterocigosis, se han asociado con el 

desarrollo de esta alteración, y parece que aquellos pacientes con un mayor 

tiempo de protrombina presentan un peor pronóstico y menor respuesta al 

tratamiento con ABs (141). Es importante destacar que, como consecuencia 

de algunas patologías hepáticas, puede aparecer de forma secundaria una 

deficiencia de AKR1D1, poniendo de manifiesto la necesidad de genotipar a 

algunos pacientes para determinar la etiología real de la enfermedad (142). 

Uno de los defectos en el metabolismo de ABs con menor prevalencia es la 

deficiencia en CYP7B1. La acumulación de ABs 3β-monohidroxilados y 

saturados en Δ5 provoca la aparición de severas alteraciones hepáticas 

neonatales como colestasis, fibrosis y cirrosis con consecuencias fatales (143), 

si bien en algunos casos el trasplante hepático (144) o el tratamiento con 

CDCA (145) resultan efectivos y permiten salvar la vida de algunos pacientes. 

Junto con el ácido 3β-hidroxi-Δ5-colenoico, que constituye el 90% del total de 

ABs plasmáticos, se acumulan diversos oxiesteroles como el 

25-hidroxicolesterol y el 26-hidroxicolesterol que ayudan a diferenciar esta 

alteración del déficit de AKR1D1 (146). Aunque se trata de un trastorno poco 

prevalente, un estudio reciente realizado en población asiática pone de 

manifiesto que es probable que en muchos casos pase desapercibida (147). 

Además, cabe destacar que otras mutaciones en este mismo gen se han 

encontrado en pacientes con paraplejia espástica de tipo 5A (SPG5A), con una 

acumulación de metabolitos en plasma similares a los descritos 

anteriormente.  
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La CTX aparece como consecuencia de un déficit en CYP27A1. Durante la 

infancia se manifiesta con la aparición de colestasis neonatal, diarrea, 

cataratas y retraso en el crecimiento, mientras que en la edad adulta empeora 

hasta la aparición de xantomas y síntomas neuropsiquiátricos como la ataxia 

y la demencia (148). Se caracteriza por el acúmulo de colesterol y colestanol 

en diferentes tejidos junto con un déficit de ABs. El bloqueo de la vía neutra 

de biosíntesis de ABs a este nivel genera una acumulación de 3α,7α,12α-

trihidroxi-5β-colestano, que se deriva hacia la ruta de 25-hidroxilación para 

su transformación en CA (29). Aunque esta ruta no es capaz de compensar la 

carencia de ABs, sí se generan diversos alcoholes biliares que tienen gran 

utilidad como biomarcadores plasmáticos (149).  

Finalmente, la deficiencia en la enzima BACS impide la formación de ABs 

conjugados con coenzima A, impidiendo así la conjugación de los ABs maduros 

con taurina o glicina. Las únicas pacientes descritas hasta la fecha con esta 

patología eran dos hermanas portadoras de una mutación en homocigosis 

para el gen codificante para BACS, de las que solamente una de ellas 

desarrolló una patología hepática, aunque ambas presentaban un 85% de ABs 

no conjugados tanto en suero como en plasma. Este fenotipo diferente se ha 

achacado a que esta paciente presentaba también una mutación deletérea en 

homocigosis para el gen del transportador BSEP, mientras que su hermana 

portaba esta mutación en heterocigosis (150).  

2.3.4.2.- Deficiencias peroxisomales 

Los peroxisomas son orgánulos celulares implicados en varios procesos, como 

son la β-oxidación de los ácidos grasos de cadena muy larga, ácido pipecólico 

y fitánico, la biosíntesis de plasmalógenos, colesterol y ABs y la regulación de 

estado de oxido-reducción. Así, la ausencia de peroxisomas o la alteración de 

alguna de las enzimas implicadas en estas vías conlleva la acumulación de 

diversos metabolitos en distintos tejidos, provocando alteraciones 

fisiopatológicas de diversa índole (151). A continuación se comentan las 

enfermedades peroxisomales en las que se vea afectado el metabolismo de los 

ABs.  
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Los trastornos del espectro del síndrome de Zellweger son un conjunto de 

trastornos peroxisomales que se caracterizan por la ausencia de peroxisomas 

funcionales. Esto se debe a diversas mutaciones en los genes PEX que impiden 

la formación de estos orgánulos al estar alterado el transporte de proteínas 

de membrana y matriz durante la formación inicial de los peroxisomas. 

Dentro de este grupo se encuentran el síndrome de Zellweger, la 

adrenoleucodistrofia neonatal y la enfermedad infantil de Refsum. Si bien 

tienen una clínica heterogénea tanto inter como intraindividualmente, todas 

mantienen en común la afectación hepática, el retraso en el desarrollo y las 

alteraciones neurológicas. En pacientes con estas patologías se ha observado 

la ausencia de ABs maduros, así como acumulación de sus precursores DHCA, 

THCA y de un compuesto llamado ácido dicarboxílico C29 (152) que 

probablemente se genera por elongación del THCA-CoA (153). 

Otras alteraciones peroxisomales ven alterado el transporte de sustratos 

hacia su matriz. Este es el caso de la deficiencia de ABCD3, gen codificante 

para el transportador del THCA-CoA y DHCA-CoA llamado PMP70. Esta 

patología ha sido descrita en un único paciente con hepatoesplenomegalia en 

el que se observó la acumulación plasmática de los intermediarios 

mencionados, así como del ácido dicarboxílico C29 (154). Por otra parte, a pesar 

de que la adrenoleucodistrofia asociada al cromosoma X debida a mutaciones 

en el gen ABCD1 nunca se ha asociado con alteraciones en el metabolismo de 

ABs, en un caso reciente se ha observado una disminución de los niveles de 

ABs maduros. No obstante, se debe confirmar la ausencia de mutaciones en 

las enzimas peroxisomales de la ruta biosintética (155). 

El déficit de la enzima AMACR es una enfermedad de herencia autosómica 

recesiva caracterizada por la acumulación plasmática de ácido pristánico y 

ABs C27. Cabe destacar que debido a la actividad racemasa de esta enzima 

únicamente se acumulan los isómeros 25R del THCA, DHCA y ácido 

pristánico, una característica que facilita el diagnóstico de esta patología. La 

clínica de esta enfermedad muestra una gran variabilidad en su 

sintomatología. Su forma de presentación infantil se caracteriza por la 



INTRODUCCIÓN  

46 

malabsorción de vitaminas liposolubles, trastornos en la coagulación debidos 

al déficit de vitamina K, colestasis y hepatitis, si bien los pacientes responden 

de forma favorable al tratamiento con ABs (156,157). Por su parte, la 

presentación en adultos se caracteriza por una neuropatía degenerativa a 

nivel sensorial y motor, con gran variabilidad interindividual. Así, puede 

aparecer neuropatía periférica, deficiencias cognitivas, retinosis pigmentaria 

y disartria cerebelar entre otras alteraciones (158,159). 

Debido a que la enzima DBP lleva a cabo dos reacciones secuenciales en el 

metabolismo peroxisomal de ABs, la deficiencia de esta proteína se clasifica 

en tres subtipos: el tipo I, caracterizado por la ausencia tanto de actividad 

hidratasa como deshidrogenasa; el tipo II, donde sólo está afectada la 

capacidad hidratasa; y el tipo III en el que únicamente existe deficiencia en 

la actividad deshidrogenasa. Independientemente de esta clasificación, los 

tres fenotipos de la enfermedad presentan una clínica grave, en la que la 

mayoría de los pacientes no sobreviven más allá de los dos años de edad. La 

clínica presenta elevada variabilidad interindividual. Las alteraciones más 

frecuentes son la hipotonía neonatal acompañada de convulsiones y la 

dismorfia craneal. Otros síntomas y signos destacables son el retraso en el 

crecimiento y desarrollo psicomotor, fallos del sistema visual y auditivo y 

hepatomegalia. En algunos casos la biopsia hepática post mortem mostró 

fibrosis, esteatosis, hemosiderosis, y colestasis con proliferación de los 

canalículos biliares. Los pocos pacientes con supervivencia mayor a los siete 

años muestran severo retraso motor, incapacidad para utilizar el lenguaje y 

alteraciones audiovisuales, junto con signos de desmielinización. Respecto a 

la bioquímica, cabe destacar la acumulación plasmática de ácidos grasos de 

cadena muy larga, así como THCA y DHCA. La acumulación de estos 

intermediarios de ABs no ocurre en todos los pacientes, si bien parece que 

existe una relación inversa entre los niveles plasmáticos de los mismos y la 

supervivencia de los pacientes (160). 

Únicamente se han descrito dos casos de pacientes con deficiencia de SCPx. 

El primero fue un varón con historia clínica de tortícolis espasmódica, temblor 
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distónico de la cabeza, disfemia, y alteraciones de la fertilidad como 

hipergonadismo gonadotrófico y azoospermia. El empeoramiento de los 

síntomas neurológicos reveló lesiones cerebrales hipotalámicas, pontinas y 

occipitales, así como hiposmia, leve hipoacusia, movimientos oculares 

sacádicos, reflejos disminuidos de la extremidad superior, ataxia cerebelar 

leve, y alteraciones de la marcha y el equilibrio. Los marcadores bioquímicos 

hepáticos fueron normales y apenas se encontraron trazas de THCA y DHCA 

en plasma. Sin embargo, se detectaron grandes cantidades de alcoholes 

biliares en orina, así como elevados niveles serológicos de ácido pristánico 

(161). El segundo paciente descrito portaba una mutación distinta al primero 

y en heterocigosis. Aun así, la clínica de la enfermedad era similar, con 

alteraciones motrices en las manos, problemas en el equilibrio y sordera. Los 

exámenes médicos posteriores revelaron alteraciones en la propiocepción, 

dismetría leve y disdiadococinesis. Además, la serología mostró un 

incremento de los marcadores plasmáticos de disfunción hepática como 

transaminasas, gamma glutamil transpeptidasa (GGT), y creatina kinasa, así 

como acumulación de ácido pristánico (162). En ambos casos, los síntomas 

mejoraron tras comenzar una dieta restrictiva en ácido fitánico, un precursor 

del ácido pristánico.  

Por último, la deficiencia de BAAT genera una malabsorción de vitaminas 

liposolubles y un incremento del tiempo de protrombina en los diez pacientes 

pediátricos en los que ha sido descrita. No obstante, la clínica de la patología 

presenta una alta variabilidad. Las distintas presentaciones de colestasis 

neonatal fueron desde leves hasta muy graves, siendo necesario el trasplante 

hepático para uno de los pacientes que desarrolló colangiopatía de los túbulos 

biliares que derivó en cirrosis y fallo hepático. Los datos obtenidos a través de 

biopsia hepática de varios pacientes mostraron hepatitis neonatal idiopática, 

con proliferación ductular y fibrosis. Asimismo, cuatro de los pacientes 

sufrieron raquitismo como consecuencia de la deficiencia de vitamina D. 

Bioquímicamente destaca la ausencia de ABs glicoconjugados y 

tauroconjugados en plasma, orina y bilis, donde el compuesto mayoritario es 

el CA. La similitud en el patrón de ABs con los pacientes con deficiencia de 
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BACS determina que la única forma de diagnosticar correctamente la 

enfermedad sea a través del genotipado o del inmunomarcaje de la biopsia 

hepática (16).  

2.3.4.3.- Deficiencias en el transporte de ABs 

Las alteraciones funcionales de los transportadores hepatocitarios de la 

membrana canalicular son enfermedades raras que se clasifican según la 

presencia de mutaciones en uno o ambos alelos, sus consecuencias funcionales 

y las manifestaciones clínicas derivadas (163). Las formas de presentación 

más graves de estas patologías se conocen como colestasis intrahepáticas 

familiares progresivas (Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis, PFICs) 

y se caracterizan por mutaciones en homocigosis con graves consecuencias en 

la expresión o la función de los transportadores, lo que genera una gran 

acumulación de ABs y/o fosfolípidos. La enfermedad de Byler o PFIC1 es 

provocada por mutaciones en el gen ATP8B1, codificante para la flipasa de 

aminofosfolípidos FIC1 que mantiene la distribución asimétrica de 

fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina en la membrana canalicular, 

necesaria para establecer una rigidez compatible con el anclaje y 

funcionamiento de otros transportadores como BSEP. Si bien el mecanismo 

patogénico no está completamente dilucidado, parece ser que en los pacientes 

con esta patología existe una menor funcionalidad de BSEP y una mayor 

biosíntesis de ABs consecuente a una disminución de la activación ileal de 

FXR, lo que provoca la acumulación tóxica de ABs en el hepatocito. Suele 

manifestarse durante la primera década de vida con la aparición de 

hipercolanemia, colestasis y prurito moderados, destacando por la fibrosis 

lobular leve y la ausencia de elevación plasmática de GGT. La aparición de 

manifestaciones extrahepáticas como diarrea, pancreatitis, trastornos del 

crecimiento y alteraciones neurosensoriales es un hecho diferencial de otras 

variantes de PFIC. 

La PFIC2 es provocada por mutaciones en el gen codificante para BSEP 

(ABCB11), de tal forma que su menor expresión o actividad impide la 

expulsión de los ABs hacia los canalículos biliares. Se manifiesta 
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habitualmente en los primeros años de vida como colestasis grave 

acompañada de ictericia persistente, marcada hipercolanemia y de un fuerte 

prurito que puede ser la causa de severas lesiones cutáneas autoinflingidas, 

pérdida de sueño e irritabilidad. Histológicamente se caracteriza por hepatitis 

de células gigantes, necrosis hepatocelular y fibrosis portal. La situación eleva 

la probabilidad de desarrollar carcinoma hepatocelular. En los casos más 

graves suele requerir el trasplante hepático en la primera década de vida.  

La PFIC3 aparece como consecuencia de alteraciones en el transportador de 

fosfatidilcolina MDR3 (ABCB4), y suele manifestarse de forma más tardía con 

colestasis, hipercolanemia y prurito más moderados, litiasis biliar, un 

incremento claro de la GGT plasmática, proliferación de los dúctulos biliares 

e infiltración inflamatoria.  

Algunas mutaciones en homocigosis de estos mismos genes conllevan 

consecuencias funcionales más leves y son la causa de colestasis benignas 

intrahepáticas recurrentes (Benign Recurrent Intrahepatic Cholestasis, 

BRIC) de aparición en la primera década de vida y con consecuencias 

patológicas menos graves, limitadas normalmente a crisis puntuales. 

Cuando estas mutaciones se encuentran en heterocigosis pueden provocar 

colestasis intrahepáticas del embarazo (Intrahepatic Cholestasis of 

Pregnancy, ICP) cuyas manifestaciones aparecen a partir de la segunda mitad 

de la gestación en forma de colestasis transitoria de resolución tras el parto. 

También puede aparecer ICP asociada a mutaciones en otros genes como 

FXR. Aunque a veces el prurito materno es muy incapacitante, las 

alteraciones de la embarazada no comprometen su vida. Sin embargo, pueden 

aparecer complicaciones fetales que en los peores casos desembocan en parto 

prematuro, sufrimiento fetal e incluso la muerte. 

La deficiencia en el transportador basolateral NTCP se caracteriza por una 

marcada hipercolanemia. El primer caso detectado fue un niño cuyos valores 

plasmáticos de ABs superaban el valor de 1.500 µM (valores normales: 1-10 

µM) y que presentaba un déficit cognitivo y del desarrollo motor, pero sin 

alteraciones hepáticas. La secuenciación del gen SLC10A1 reveló una 
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mutación en homocigosis que causa la ausencia de proteína NTCP en la 

membrana plasmática, impidiendo así su funcionamiento. Cabe destacar que 

los padres del paciente eran consanguíneos, por lo que podrían coexistir otras 

mutaciones desconocidas que explicaran las alteraciones motoras y cognitivas 

(164), ya que ninguno de los casos descritos posteriormente presentaba estas 

características (165,166).  

Finalmente, algunas mutaciones en el gen codificante para ASBT se han 

asociado con la aparición de malabsorción primaria de ABs, en la que el 

bloqueo de la circulación enterohepática a nivel intestinal causa diarrea 

esteatorreica, malabsorción de vitaminas liposolubles junto con sus 

complicaciones derivadas, y reducción de los niveles plasmáticos de colesterol 

(167). Recientemente se ha descrito la deficiencia en OSTβ en dos pacientes 

que presentaban una sintomatología similar a la de la deficiencia de ASBT, 

si bien en estos casos se observaron manifestaciones de colestasis a edades 

tempranas (168).  

2.3.5.- Los ABs como agentes farmacológicos 

Algunos ABs hidrófilos son utilizados en la terapéutica farmacológica actual 

debido tanto a su menor toxicidad, determinada por sus propiedades 

fisicoquímicas, como a otra serie de acciones farmacológicas propias de cada 

compuesto. El UDCA es un AB de propiedades coleréticas con un amplio 

abanico de mecanismos de acción, tales como el aumento de la cantidad de 

transportadores de ABs y de cloruro en la membrana canalicular de los 

hepatocitos (169,170), la capacidad de inhibición de las vías clásicas de 

apoptosis (171), la reducción de los niveles de estrés de retículo endoplásmico 

(172) e incluso la activación del receptor de glucocorticoides mediando así 

efectos antinflamatorios e inmunomoduladores (173).  

El UDCA es empleado en el tratamiento de la colangitis biliar primaria (CBP) 

por su capacidad para mejorar los parámetros hepáticos bioquímicos e 

histológicos. Además, un estudio reciente ha corroborado su eficacia en 

pacientes con CBP en términos de incremento del tiempo de supervivencia y 

de ausencia de necesidad de trasplante hepático. Empleando una cohorte de 
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casi 4.000 pacientes, se ha comprobado que el grupo tratado con UDCA 

presentaba mayores ratios de supervivencia y menor riesgo de aparición de 

morbilidades relacionadas con el hígado, incluso en aquellos pacientes que 

por criterios bioquímicos se consideraron como no respondedores (174). Otros 

usos posibles para este fármaco son la ICP, la fibrosis quística, la enfermedad 

de injerto contra huésped hepática, distintos síndromes de insuficiencia de las 

vías biliares y NASH, si bien se requieren más estudios para determinar el 

potencial terapéutico del UDCA en estas patologías, ya que la FDA (Food and 

Drug Administration) todavía no ha aprobado su uso para ninguna de ellas 

(175).  

El ácido obeticólico (OCA) o 6-etil-CDCA es un AB semisintético que ha 

demostrado su elevada potencia como agonista selectivo de FXR (176). 

Actualmente se encuentra aprobado por la FDA y la EMA (European Medical 

Agency) para el tratamiento de la CBP en combinación con UDCA. El ensayo 

clínico de fase III en el que se evaluó la utilidad de la combinación de OCA y 

UDCA frente a placebo en pacientes no respondedores a UDCA mostró su 

capacidad para reducir de forma estable los niveles de fosfatasa alcalina 

(ALP), transaminasas y bilirrubina sérica total a dosis de entre 5 y 10 mg/día 

en comparación con el grupo control (177). Además, en un ensayo clínico de 

fase II en el que se probó la capacidad de OCA en monoterapia sobre pacientes 

con CBP también se observó una disminución de los niveles de ALP (178). No 

obstante, se requiere de estudios con mayor recorrido temporal que 

demuestren los beneficios clínicos de esta intervención. En todos los estudios 

mencionados se observa que el principal efecto secundario es el prurito, que 

aparece de forma dosis-dependiente y provoca el abandono de la terapia de 

hasta el 38% de pacientes tratados con una dosis elevada (50 mg/día). Es 

importante destacar la aparición de alteraciones hepáticas graves con 

consecuencias fatales, que provocaron la muerte de 19 pacientes con CBP 

asociada a cirrosis hepática, tratados con OCA entre los años 2016 y 2018. 

Así, la FDA contraindica su uso en pacientes con CBP asociada a cirrosis 

hepática descompensada o con una clasificación B o C en el índice Child-Pugh 

(179). 
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Ante la ausencia de fármacos aprobados para el tratamiento de NASH, el 

OCA se ha postulado como posible terapia para evitar la progresión de esta 

patología hacia fibrosis y cirrosis. El ensayo clínico de fase III REGENERATE 

ha demostrado que el tratamiento con OCA a dosis de 25 mg/día consigue una 

mejora en los parámetros de fibrosis en comparación con placebo, junto con 

una caída en los niveles de transaminasas y de GGT. Si bien no se encuentran 

diferencias significativas entre el grupo de estudio y el control en la resolución 

de NASH, los pacientes tratados con 25 mg diarios de OCA mostraron una 

mejoría en el ballooning hepatocitario y la inflamación lobular como reveló su 

evaluación mediante biopsia hepática. El efecto adverso más frecuente en este 

estudio fue el prurito, que apareció en el 50% de los tratados con 25 mg/día de 

OCA, y obligó a la retirada del tratamiento en el 9% de los pacientes (180). 

2.4.- EL RATÓN COMO MODELO PARA EL ESTUDIO DEL 

METABOLISMO DE ABs 

2.4.1.- Metabolismo de los ABs en ratones. Principales diferencias con 

la especie humana 

De entre todas las especies animales disponibles para llevar a cabo estudios 

in vivo, el ratón se ha alzado como el principal modelo de estudio en lo que al 

metabolismo de ABs se refiere. Su fácil manejo, su pequeño tamaño, y su corto 

periodo de gestación y esperanza de vida permiten la rápida generación de 

gran cantidad de individuos que pueden ser estabulados y controlados de 

forma sencilla y eficaz. Estas características, sumadas a la similitud entre el 

genoma de esta especie con el del ser humano y el desarrollo de gran cantidad 

de herramientas destinadas a la investigación con ratones conduce a un 

extendido uso de este modelo para el estudio de las enfermedades humanas 

(181).  

No obstante, existe una serie de diferencias clave en la composición del pool 

de ABs entre ambas especies que hay que destacar (Figura I11). En los 

humanos, las especies mayoritarias de ABs son el CA, el CDCA y el DCA en 

una proporción aproximada de 40:40:20, mientras que en los ratones el pool 

se compone principalmente de CA y MCAs, con muy baja proporción de CDCA  
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Figura I11.- Composición relativa del pool de ácidos biliares en humanos y ratones. 

Adaptado de Li y Dawson, 2019 (186).  

 

y DCA. Estas diferencias ponen de manifiesto la existencia de peculiaridades 

propias de cada especie en cuanto a la biosíntesis de ABs. 

Así, existe una mayor cantidad de ABs hidrofílicos en el ratón, como 

consecuencia de la formación de especies 6β-hidroxiladas, tales como el 

α-MCA, β-MCA y ω-MCA, que llegan a constituir más de la mitad del total de 

ABs. Estas moléculas son mucho más solubles, tienen menor poder detergente 

(182), y su capacidad para interaccionar con FXR es muy diferente, hasta el 

punto de que se consideran antagonistas de dicho receptor nuclear (56). En la 

especie humana esta clase de ABs sólo aparece en ciertas condiciones 

patológicas (183,184). También es importante destacar la capacidad murina 

para sintetizar UDCA como AB primario (56), al contrario que en humanos 

en cuyo caso se trata de un AB secundario y minoritario.  

Recientemente se ha descrito la capacidad de una isoenzima CYP450 

específica de ratón, Cyp2c70, para llevar a cabo la 6β-hidroxilación de CDCA 

y UDCA para generar α-MCA y β-MCA, respectivamente. La enzima presenta 

mayor afinidad por CDCA como sustrato (185). Estos resultados sugerirían, 

Humano Ratón
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por lo tanto, que la producción de α-MCA es superior a la de β-MCA, lo que 

contrasta con la composición del pool de ABs en ratones wild type y germ free, 

donde el β-MCA y su forma tauroconjugada son las principales especies de 

ABs 6-hidroxilados en hígado y bilis (56). Esta cuestión queda aclarada por el 

trabajo de Freark de Boer et al. (187), en el que se demuestra la capacidad 

catalítica de Cyp2c70 para facilitar la formación de β-MCA por 

6β-hidroxilación y 7-epimerización del CDCA, obteniendo α-MCA o UDCA 

como intermediarios en función del orden en el que se lleven a cabo estas dos 

reacciones, aunque empleando preferentemente el α-MCA como sustrato in 

vivo. Otros autores sugieren la existencia de otra posible ruta, que podría 

pasar por la biotransformación de CDCA en ácido 7-oxolitocólico por acción de 

una 7α-deshidrogenasa de esteroides todavía sin identificar, seguido de una 

reducción a UDCA mediada por la 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 

(11βHSD1) (188,189), que llevaría a la consiguiente formación de β-MCA. 

Una parte esencial del metabolismo de ABs en mamíferos es la conjugación 

de la cadena lateral mediante N-acil amidación con glicina o taurina, un 

enlace que es resistente a la acción de las peptidasas pancreáticas (190). 

Generalmente los ABs conjugados con taurina son más solubles y tienen un 

pKa menor que sus conjugados con glicina correspondientes, lo que permite 

que se mantengan ionizados durante un mayor rango de pH y restringiendo 

su movilidad a través de las membranas celulares a mecanismos de 

transporte activo o facilitado (9). Además estos ABs conjugados con taurina 

parecen ser menos citotóxicos que sus formas libres o glicoconjugadas (191). 

En la especie humana la conjugación de ABs suele llevarse a cabo en una 

proporción 3:1 de glicina respecto a taurina (192). Sin embargo, el ortólogo de 

BAAT de ratón es especialmente ineficaz en el uso de glicina, lo cual 

determina que la mayor parte de las especies de ABs de su pool sean 

tauroconjugadas (193).  

Respecto a las diferencias en el metabolismo intestinal microbiano sufrido por 

los ABs, que ya fue tratado en el apartado 2.2.5, cabe destacar nuevamente la 

reacción de 7α-deshidroxilación, por la que se genera ácido muridesoxicólico 
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(MDCA) a partir de α y β-MCA en ratones (46). Además, su microbiota 

intestinal permite la epimerización entre α-MCA y β-MCA a través de 

enzimas 7-hidroxiesteroide deshidrogenasas (194). Otros ABs secundarios 

murinos obtenidos a partir del β-MCA son el ω-MCA, generado por 

6β-epimerización, el ácido hiodesoxicólico (HyoDCA) formado por 

6β-epimerización y 7β-deshidroxilación, y el ácido hiocólico (HyoCA) obtenido 

por 6β y 7β-epimerización (46).  

Otro aspecto que conviene destacar es la capacidad murina para llevar a cabo 

la 7α-rehidroxilación de los ABs secundarios DCA y LCA, generando CA y 

CDCA respectivamente. Estudios recientes han demostrado que la enzima 

implicada en dicha biotransformación es Cyp2a12, que carece de ortólogo en 

la especie humana (195). No obstante, es probable que esta reacción carezca 

de importancia para el LCA, ya que éste es sulfatado con elevada eficiencia 

(44).  

Finalmente, existe una serie de diferencias en la detoxificación de los ABs 

entre humanos y ratones. La reacción más frecuente en la especie humana es 

la de sulfatación en la posición C3, llevada a cabo por la enzima SULT2A1 y 

siendo de gran importancia en el metabolismo del LCA. Sin embargo, en 

roedores esta reacción es facilitada por Sult2a8 sobre la posición C7, y tiene 

poca importancia en estos animales, cuyas vías de detoxificación principales 

pasan por un metabolismo de fase I mediado por Cyp2b10 y Cyp3a11 (196).  

Una vez enunciadas estas disparidades, salta a la vista la problemática del 

uso del ratón como modelo in vivo para el estudio del metabolismo de ABs. La 

biosíntesis de especies 6-hidroxiladas, la clara predominancia de la 

tauroconjugación, la existencia de ABs polihidroxilados, las diferencias en el 

metabolismo de la microbiota intestinal y de los ABs generados, y su posible 

7-rehidroxilación tienen como consecuencia la generación de un pool de ABs 

más hidrofílico y con diferentes propiedades de señalización a través de 

receptores de ABs, indicando que debemos ser cautos en la extrapolación de 

los resultados obtenidos a la especie humana. 
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2.4.2.- Modelos genéticos murinos para el estudio de los defectos en 

la biosíntesis de ABs 

Las diferencias comentadas anteriormente entre la especie murina y humana 

no quedan patentes únicamente a nivel fisiológico, sino que los diferentes 

modelos desarrollados en ratón para el estudio de las alteraciones en la 

homeostasis de los ABs muestran también claras limitaciones.  

La primera camada de ratones knock-out para Cyp7a1 desarrollada presentó 

un fenotipo complejo, caracterizado por una elevada mortalidad postnatal con 

una disminución del tamaño del pool de ABs pero sin alteraciones en los 

niveles de colesterol y lipoproteínas plasmáticas (197,198), algo que difiere 

claramente de los pacientes con deficiencia en CYP7A1, los cuales 

presentaban hipercolesterolemia y una biosíntesis de ABs disminuida (135). 

No obstante, una colonia posterior de ratones con diferente background 

genético generada con embriones criopreservados de la primera colonia 

resultó en la obtención de individuos hipercolesterolémicos, con un pool de 

ABs reducido y menor mortalidad postnatal en comparación con la colonia 

original (199). Estas disparidades ponen de manifiesto la importancia del 

background genético de los ratones a la hora de desarrollar un modelo de 

enfermedad humana. 

Por otra parte, los ratones deficientes para Hsd3β7 presentan malabsorción 

de colesterol asociada a menores niveles de ABs, al igual que los pacientes 

afectados por esta patología. Cabe destacar sin embargo la salvedad de que 

en los ratones se acumulan ABs 3β-hidroxicolanoicos en vez de 

3β-hidroxicolenoicos (200). El modelo murino knock-out para AKR1D1 ha sido 

desarrollado recientemente, y si bien todavía no se tienen datos sobre ABs se 

ha visto que la ausencia de esta proteína se relaciona con la aparición de 

cirrosis y tumores hepáticos (201). La inactivación de Cyp7b1 únicamente 

modifica al alza los niveles de 25- y 26-hidroxicolesterol en comparación con 

ratones control, si bien el contenido de colesterol tisular no se ve afectado, ni 

tampoco la composición y el tamaño del pool de ABs, probablemente debido a 
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un incremento compensatorio de la vía neutra. Tampoco aparecen en este caso 

síntomas de enfermedad hepática ni neurológica (202).  

Uno de los casos más llamativos en lo que respecta a las diferencias 

fenotípicas entre la especie humana y los modelos murinos es el que se refiere 

a la CTX. Como se ha comentado, en esta patología existe una acumulación 

de alcoholes biliares junto con deficiencia de ABs primarios, a pesar de la 

posible activación compensatoria de CYP7A1 y de la vía de la 25-hidroxilasa 

microsomal, que resultaría ser insuficiente (28). Sin embargo, los ratones 

knock-out para Cyp27a1 presentan un fenotipo más leve de la enfermedad con 

ligeros incrementos de los niveles de oxiesteroles e intermediarios de ABs, 

debido probablemente a una vía de 25-hidroxilación mucho más activa y 

eficiente (203,204). 

2.4.3.- Modelos murinos con hígados “humanizados” 

Diferentes aproximaciones para el estudio de la capacidad metabólica 

hepática han permitido el desarrollo de modelos murinos con hígados 

quiméricos humanizados. Su obtención pasa por la ablación específica de los 

hepatocitos murinos junto con el implante de hepatocitos humanos sobre 

ratones con determinadas deficiencias en su sistema inmune, lo cual evita el 

rechazo hacia las células del donante. De esta forma, se han obtenido modelos 

que reproducen las características hepáticas del ser humano de forma 

completa, evitando así la problemática asociada a las diferencias entre 

especies en este contexto. Asimismo, la posibilidad de utilizar los mismos 

hepatocitos para los estudios in vitro e in vivo puede ayudar a reducir la 

variabilidad entre ambos tipos de ensayos. El uso de hepatocitos provenientes 

de distintos donantes permite la obtención de roedores con características 

hepáticas análogas a dichos donantes, facilitando la generación de modelos 

animales para el estudio de distintas patologías de origen genético. No 

obstante, su elevado coste de producción, la presencia residual de hepatocitos 

murinos y el compromiso del sistema inmune de los ratones, entre otras 

desventajas, limitan el uso de este tipo de modelos (205). 
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2.4.4.- Otros modelos murinos no genéticos 

Las enfermedades colestásicas son una de las causas más importantes de 

aparición de fibrosis y cirrosis en pacientes con enfermedad hepática crónica. 

En el estudio de estas patologías el modelo de ligadura del conducto biliar 

común, que consiste en la ligación en dos puntos y posterior sección de dicha 

estructura, ha demostrado sobradamente su capacidad para reproducir este 

tipo de patologías con elevada fiabilidad. Ratones a los que se les ha aplicado 

este protocolo muestran una ictericia de rápida aparición, junto con 

hepatoesplenomegalia, hipertransaminasemia sostenida e hiper-

bilirrubinemia que se manifiestan ya en la primera semana tras la cirugía. 

Aparecen nódulos fibróticos, edema hepático, y a las seis semanas la cirrosis 

comienza a ser clara. Histológicamente se puede observar una fibrosis 

perisinusoidal de aparición temprana, seguida de fibrosis periportal a los 20 

días, junto con activación de células estrelladas y miofibroblastos, e 

infiltración de linfocitos polimorfonucleares y macrófagos en los dúctulos 

periportales (206,207). 

Los modelos basados en la adición de suplementos de ABs en la dieta de los 

ratones se emplean para el estudio de la toxicidad de estas moléculas, de sus 

propiedades terapéuticas y como herramienta para desenmascarar una 

posible fragilidad hepática en otros modelos. La administración de CA 

provoca un aumento de las transaminasas y la regulación a la baja de la 

expresión de enzimas de la ruta de biosíntesis como son Cyp7a1, Cyp8b1 y 

Cyp27a1. Asimismo, el análisis del tejido hepático revela la aparición de 

lesiones necróticas y dilatación de los ductos biliares intralobulares (208,209). 

Para el caso del LCA, acompañando a las alteraciones bioquímicas descritas 

para el CA, se observan infartos biliares provocados, en parte, por la aparición 

de cristales en el interior de los ductos biliares interlobulares pequeños. 

También aparecen otras lesiones como colangitis destructiva y fibrosis 

periportal como consecuencia de alteración de las tight junctions y activación 

de los miofibroblastos, respectivamente (210). Una dieta suplementada con 

UDCA mejora la inflamación portal, la proliferación ductular y la fibrosis que 
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aparece en ratones con colangitis provocada por la ablación de la proteína 

Mdr2 (211). No obstante, su efecto colerético puede resultar nocivo tal y como 

se ha visto en modelos murinos de ligadura del conducto biliar, agravando la 

necrosis hepatocitaria y los infartos de los canalículos biliares (212). El 

tratamiento con resinas iónicas demuestra la capacidad de estas sustancias 

para disminuir los niveles hepáticos de ABs, con mayor efecto sobre los MCAs 

en el caso de los ratones (209). 

2.5.- ACOX2 

2.5.1.- Estructura y función de ACOX2 

El gen ACOX2, que codifica la acil-CoA oxidasa 2 está formado por 32.055 

pares de bases y se encuentra localizado en la posición 3p14.3 del genoma. 

Presenta un total de 15 exones que genera un ARNm de 2.297 nucleótidos de 

los cuales 2.046 constituyen la secuencia codificante (ORF). Los exones 1 y 2 

pertenecen a la región reguladora 5’ UTR. La proteína ACOX2 es una enzima 

peroxisomal que lleva a cabo el acortamiento de la cadena lateral ramificada 

del THCA-CoA y DHCA-CoA, participando en la biosíntesis de ABs así como 

en la de otros metabolitos como el ácido pristánico y ácidos grasos de cadena 

muy larga y ramificados (213). Si bien el mayor nivel de expresión de esta 

proteína se encuentra en hígado, también aparece en otros tejidos como riñón, 

corazón, músculo esquelético y páncreas. Algunas variantes de ACOX2 se han 

relacionado con patologías como la preeclampsia (214), tumores cardiacos 

(215) y carcinomas mamarios (216).  

La proteína ortóloga a ACOX2 en rata presenta una estructura secundaria 

con un dominio N-terminal, que llega hasta Ile132, formado por siete α-hélices 

de las cuales cinco son antiparalelas o con sentidos opuestos, se empaquetan 

juntas y en su conjunto forman una hendidura que acomoda la cadena lateral 

ramificada del sustrato; las dos α-hélices restantes se colocan sobre el dominio 

C-terminal para cubrir su superficie. A continuación presenta un dominio β 

(Tyr133-Leu269) en el que tres láminas antiparalelas se conectan con otras 

seis láminas para formar un pseudobarril, que participa en la formación del 

sitio activo y de la unión del cofactor FAD (flavín adenín dinucleótido). 
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Figura I12.- Estructura tridimensional de un monómero de la proteína Acox2 de rata, en la 

que se distingue el dominio N-terminal (verde), el dominio en barril β (azul), y los dos 

conjuntos de α-hélices que conforman el dominio C-terminal (rojo y amarillo). El cofactor FAD 

está representado usando el modelo de bolas y barras (217) (A). Mecanismo de reacción de 

deshidrogenación propuesto para la enzima Acox2 de rata (218) (B). 

 

Finalmente, el dominio C-terminal (Ser207) está formado por nueve α-hélices, 

de las cuales las cuatro primeras participan en la formación del sitio activo, 

las cuatro últimas contribuyen a la formación de un entorno de reacción 

adecuado, y la hélice restante funciona de bisagra entre ambas (Figura I12-A). 

En este último fragmento se encuentra el dominio de señalización 

peroxisomal SKL, que permite la internalización al peroxisoma de esta 

enzima a través de proteínas importadoras PEX5 (219). 

La formación de dímeros de ACOX2 es esencial para su actividad, debido a la 

particular interacción del cofactor FAD con la enzima. Dicha unión se produce 

al fondo de la hendidura formada por el dominio β y el primer conjunto de 

hélices del dominio C-terminal. El fragmento de adenosina del FAD se une a 

regiones distintas de estas hélices en ambos monómeros, determinando así la 

necesidad de mantener esta estructura cuaternaria para la funcionalidad de 

ACOX2. Por otra parte, el sustrato interactúa en la hendidura conformada 

por las hélices de los dominios N-terminal y C-terminal (219). 

El mecanismo enzimático se basa en una oxidación del sustrato conjugado con 

coenzima A, junto con la reducción del FAD. Inicialmente, el oxígeno del 

carboxilo presente en el sustrato interactúa mediante puentes de hidrógeno 

A BBA
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con el grupo ribitil-2’-hidroxilo del FAD y el hidrógeno de la amina del 

esqueleto proteico del aminoácido Glu421. Una vez posicionado el sustrato, la 

sustracción del protón en α es llevada a cabo por Glu421 que actúa como base 

catalítica, a la vez que se realiza la transferencia de un hidruro desde la 

posición β al N5 del FAD, formándose así el doble enlace en α del carboxilato 

(Figura I12-B). El cofactor se encuentra en una cavidad que permite el fácil 

acceso de oxígeno, favoreciendo así la regeneración del FADH2 a FAD, junto 

con la formación de H2O2 (218). 

2.5.2.- Deficiencia de ACOX2 

El primer caso de deficiencia de ACOX2 fue descrito a nivel mundial por 

nuestro grupo de investigación (220). El estudio de este caso se detalla en el 

trabajo de Tesis Doctoral de la Dra. Marta Alonso Peña (221) y se publicó 

como un artículo completo en el año 2017 (222). El paciente era un varón de 

16 años diagnosticado de hipertransaminasemia persistente no filiada, 

secundaria a la administración de diclofenaco e ibuprofeno tras una 

intervención quirúrgica. El hallazgo de la mutación c.673C>T (p.Arg225Trp) 

en homocigosis en el gen ACOX2 se asoció con una menor actividad de la 

enzima homónima, lo cual provocaba una acumulación en suero y orina de los 

intermediarios THCA y DHCA. La administración de colestiramina a este 

paciente permitió el control de los niveles de transaminasas.  

Tras la aparición de este caso, otros dos estudios han revelado la existencia 

de mutaciones en este mismo gen, asociadas a una clínica más severa. 

Vilarinho et al. (223) presentaron en 2016 el caso de un niño varón de ocho 

años de edad con historial de hipertransaminasemia y diversas alteraciones 

neurológicas como desarrollo tardío del habla, parálisis de la mirada vertical, 

dismetría leve y ataxia de la marcha. La consanguineidad de sus progenitores 

sugirió la realización de una secuenciación exómica del probando, la cual 

reveló la presencia de la mutación ACOX2 p.Tyr69* en homocigosis. El 

análisis de una biopsia hepática mostró la existencia de septos fibróticos, 

hepatocitos agrandados y transformación acinar focal. Además, los niveles de 

intermediarios C27 de los ABs se encontraron elevados en plasma y orina. Por 
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otro lado, Ferdinandusse et al. (213) describieron en 2018 el caso de una 

paciente con artrogriposis, neuropatía, miopatía, hiperbilirrubinemia y 

alteraciones de la mecánica ventilatoria incompatibles con la vida, 

provocando el fallecimiento de la niña a los cinco meses de edad. Sus niveles 

de ABs tanto C24 como C27 plasmáticos y urinarios eran elevados. El análisis 

genético reveló la presencia de la mutación ACOX2 p.Thr145fs, que provocaba 

la aparición de un codón stop prematuro y por lo tanto, de una proteína 

truncada. 

Estos hallazgos plantearon la cuestión de si las alteraciones en ACOX2 eran 

rarezas propias de casos aislados, cuál era el mecanismo patogénico del 

trastorno y si el tratamiento con UDCA en lugar de colestiramina podría ser 

beneficioso para estos pacientes. Estas incógnitas fueron la base para el 

desarrollo de los estudios contenidos en esta Tesis Doctoral.  
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3.1.- MATERIAL BIOLÓGICO 

3.1.1.- Muestras humanas 

Se utilizaron muestras de sangre y biopsias hepáticas de las que se disponía 

consentimiento informado firmado por los pacientes para su uso en 

investigación biomédica. Los protocolos fueron aprobados por los Comités 

Éticos de Investigación Clínica del área de Salud de los distintos hospitales 

de procedencia. Los datos de los sujetos participantes en el estudio se trataron 

con confidencialidad y seguridad, de acuerdo con la Ley 14/2007 de 

Investigación biomédica (BOE 159/28826-48, 2007) y la Ley Orgánica 3/2018 

de Protección de Datos Personales y garantía de los derechos digitales (BOE 

294/119788-857, 2018). 

3.1.2.- Animales 

Los ratones de la cepa C57BL/6J portadores de la mutación c.673C>T en el 

gen Acox2 murino, que produce la variante p.R225W de Acox2, así como los 

ratones knock-out para Acox2, fueron generados mediante manipulación 

genética de embriones de ratón a través de la tecnología CRISPR/Cas9. Este 

trabajo fue realizado en el Servicio de Transgénesis de la Universidad de 

Salamanca por el equipo que dirige el Dr. Manuel Sánchez Martín. 

Los animales tuvieron libre acceso tanto a pienso granulado comercial como 

a bebida, y se mantuvieron estabulados en habitaciones a temperatura (20-

25°C) y humedad relativa (40-70%) controladas, dotadas de un sistema de 

iluminación regulable que establecía un ciclo de luz/oscuridad (12 h/12 h) 

constante. 

Los animales fueron manipulados siguiendo las especificaciones de la 

Comunidad Europea (Directiva 63/2010/UE) y la legislación española para la 

protección y uso de animales de experimentación (RD 53/2013, BOE 34/11370-

421, 2013; y Ley 6/2013, BOE 140/44289-92, 2013). Los protocolos 

experimentales empleados durante la realización de esta Tesis Doctoral 

fueron aprobados por el Comité de Bioética para el uso de animales de 

laboratorio de la Universidad de Salamanca. 
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3.1.3.- Líneas celulares 

Se emplearon las siguientes líneas celulares de origen humano: 

HepG2 (HB-8065) de hepatoblastoma; HEK-293T (CRL-11268), derivadas de 

las células HEK-293 embrionarias de riñón; y CHO (CCL-61) de ovario de 

hámster chino, proporcionadas por la American Type Culture Collection 

(ATCC, LGC Standards, Barcelona). 

HuH-7, de carcinoma hepatocelular, obtenida del Japanese Collection of 

Research Bioresources Cell Bank (Tokio, Japón) (JCRB JCRB0403). 

HepaRG indiferenciadas, obtenidas de la casa comercial Gibco (Thermo 

Fisher, Madrid).  

Las líneas celulares HuH-7 modificadas genéticamente para sobreexpresar la 

proteína ACOX2 silvestre o la variante p.Arg225Trp así como las líneas 

celulares CHO con sobreexpresión de NTCP y OATP1B3 fueron obtenidas 

previamente en nuestro laboratorio. La línea celular CHO con sobreexpresión 

de OATP1B1 fue proporcionada por los Drs. Meier, Stieger, y Hagenbuch 

(Universidad de Zúrich, Suiza). Además se utilizó la línea celular hepática 

IHH, de hepatocitos humanos inmortalizados (224), proporcionada por el Dr. 

Andreas Geier (Hospital Universitario de Würzburg, Alemania). 

3.1.4.- Bacterias 

La cepa DH5α de Escherichia coli (ECO112) fue proporcionada por la casa 

comercial Thermo Fisher. 

3.2.- PRODUCTOS 

Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas 

comerciales: 

- Abbot Laboratorios (Madrid): pentobarbital sódico (Nembutal N.R.). 

- Abcam (Cambridge, Reino Unido): anticuerpo secundario anti-IgG de 

conejo (ab6721).  



MATERIALES Y MÉTODOS 

67 

- Addgene (Teddington, Reino Unido): plásmido con la ORF de Cas9 

humano optimizado para el codón derivado de Streptococcus pyogenes 

(#60599, pHL-EF1α-SphcCas9-iP-A). 

- Air Liquide (Valladolid): CO2 y N2. 

- AppliChem-Panreac (Madrid): ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetan 

sulfónico (HEPES), ácido morfolino propansulfónico (MOPS), acetato 

sódico anhidro, agar, β-mercaptoetanol, formamida, glicina, leche 

descremada liofilizada y solución de Eosina al 1%. 

- Applied Biosystems (Thermo Fisher): High Capacity Reverse 

Transcriptase kit, SYBR® Select Master Mix y AmpliTaq Gold DNA 

Polymerase. 

- Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, EE.UU.): ácido 

trihidroxicolestanoico (THCA) y 7α-hidroxi-4-colesten-3-ona (C4). 

- BD Biosciences (Madrid): fluido envolvente FACS Flow para citometría 

de flujo y colágeno tipo I de cola de rata. 

- Biomers.net (Donau, Alemania): oligonucleótidos o primers. 

- Bio-Rad (Madrid): acrilamida, membrana de nitrocelulosa, persulfato de 

amonio, rojo Ponceau, tampón Tris 0,5 M pH 6,8, tampón Tris 1,5 M pH 

8,8, tetrametiletilendiamina (TEMED) y el marcador de pesos 

moleculares para electroforesis de proteínas Precision Plus Protein Dual 

Color Standards. 

- BioTools (Madrid): ADN Taq polimerasa. 

- Cayman (Hamburgo, Alemania): U0126. 

- Cell Signaling Technology (Leiden, Países Bajos): anticuerpo anti-

CYP3A4 (13384). 

- Dako (Agilent, Barcelona): medio de montaje para fluorescencia. 

- Fermentas (Thermo Fisher): T4 polinucleótido kinasa. 

- Focus Biomolecules (Plymouth Meeting, EE.UU.): BI6015.  

- GE Healthcare (Barcelona): algunas enzimas de restricción, illustra 

RNAspin Mini RNA Isolation Kit, illustra GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit, illustra PlasmidPrep Mini Spin Kit y reactivos de 

detección ECL (Enhanced ChemioLuminiscence), que incluyen los 
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anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa y los reactivos de 

detección 1 y 2. 

- Gibco (Thermo Fisher): Oncostatina M recombinante (227 aa) humana, 

interleucina 6 recombinante humana, interleucina-1β recombinante 

humana, TNFα recombinante humano, medio de cultivo Williams’ E sin 

L-glutamina con bicarbonato y rojo fenol, mezcla de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina y penicilina/estreptomicina/amfotericina B) y 

suero bovino fetal (FBS). 

- Histogen (San Diego, California, EE.UU): formaldehido al 4%. 

- Invitrogen (Thermo Fisher): anticuerpo anti-ACOX2 (PA5-50297), 

anticuerpo anti-catalasa (LF-MA0004), anticuerpos secundarios 

fluorescentes anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo marcados con Alexa® 

594 o Alexa® 488, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), enzima Accuprime® 

Pfx ADN polimerasa, lipofectamina LTX y reactivo Plus, estándares de 

ADN (25, 100, 500 pb y 1 kb plus), proteinasa K, SYBR Green I (SYBR 

Safe), kit GeneArt Genomic Cleavage Detection y solución RNA later. 

- Merck (Barcelona): anticuerpo anti-ACOX2 (HPA064845) y anti-ACOX3 

(HPA035840), etanol (grado HPLC), isopropanol, tartrato disódico y Tris 

HCl. 

- Menarini Diagnostics (Barcelona): portaobjetos OptiplusTM, tiras 

reactivas de bioquímica seca. 

- Novus Biologicals (Biotechne, Madrid): anticuerpo anti-BAAT (NBP2-

92503). 

- Peprotech (Londres, Reino Unido): FGF19 recombinante humano. 

- Promega (Madison, EE.UU.): algunas enzimas de restricción, T4 ADN 

ligasa y plásmido pGEM-T Easy. 

- Pronadisa (Laboratorios Conda, Madrid): agarosa de uso habitual, 

agarosa de alta resolución MS-8, agarosa LM de bajo punto de fusión, 

extracto de levaduras y triptona. 

- Qiagen (Izasa, Barcelona): QIAamp DNA Blood Mini Kit. 

- Roche (Barcelona): fosfatasa alcalina. 
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- Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, EE.UU.): anticuerpo anti-

GAPDH (sc-32233), anticuerpo anti-Na+/K+-ATPasa (sc-28800), 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón (sc-516102), agonista de PPAR 

bezafibrato, agonista de FXR GW4064 y polibreno. 

- Sartorius (Goettingen, Alemania): filtros de nitrato de celulosa de 0,2 μm 

y 0,1 μm de tamaño de poro. 

- Selleckchem (Munich, Alemania): Ruxolitinib, rottlerina, fludarabina, 

STAT5-IN-1 y BIX02189. 

- Sigma-Aldrich (Madrid): acetato de amonio, formaldehído 37%, 

anticuerpo anti-α-Tubulina (T9026), polietilenimina (PEI), sal disódica 

del ácido etilendiaminotetraacético (AEDT), paracetamol, diclofenaco, 

albúmina bovina (fracción V, BSA), sal sódica de los ácidos cólico (CA), 

glicocólico (GCA), taurocólico (TCA), desoxicólico (DCA), glicodesoxicólico 

(GDCA), taurodesoxicólico (TDCA), quenodesoxicólico (CDCA), 

glicoquenodesoxicólico (GCDCA), tauroquenodesoxicólico (TCDCA) y 

litocólico (LCA), ácido ursodesoxicólico (UDCA), ácido fórmico, azul de 

bromofenol, azul de Tripán, bromuro de metiltiazolildifenil tetrazolio 

(MTT), ampicilina, mezcla de inhibidores de proteasas (4-(2-aminoetil) 

bencenosulfonilfluoruro 104 mM, pepstatina A 1,5 mM, E-64 1,64 mM, 

bestatina 4 mM, leupeptina 2 mM y aprotinina 80 μM), IGEPAL, 

dexametasona, hidrocortisona 21-hemisuccinato, dietilpirocarbonato 

(DEPC), dimetil sulfóxido (DMSO), dodecil sulfato sódico (SDS), 

D-glucosa, diclorodihidrofluoresceína diacetato (DCFDA), ioduro de 

propidio, puromicina, L-prolina, medios de cultivo Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM), Minimum Essential Medium Eagle (MEM), 

piruvato sódico, solución de insulina humana (I9278) y bovina (I6634), 

tripsina de páncreas porcino, sulfato de gentamicina y Tris base. 

- Takara (Laboratorios Conda, Madrid): algunas enzimas de restricción y 

solución de carga para electroforesis en gel. 

- TargetMol (Boston, Massachusetts, EE.UU.): agonista de LXR GW3965. 
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- Thermo Scientific (Madrid): marcador de pesos moleculares de proteínas 

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder y ARN total de hígado humano 

sano. 

- Toronto Research Chemicals (North York, Canadá): ácido nor-desoxicólico 

(norDCA). 

- Vector (Burlingame, EE.UU.): Solución de hematoxilina (H3401). 

- VWR Internacional (Barcelona): ácido acético glacial, ácido clorhídrico, 

ácido sulfúrico, bicarbonato sódico, carbonato sódico, cloruro potásico, 

cloruro sódico, dihidrógeno fosfato potásico, etanol (grado analítico), 

fosfato disódico, glicerol, hidróxido sódico, indicador universal de pH, 

metanol, reactivo de Folin Ciocalteu y Tween® 20. 

- Whatman (GE Healthcare): papel de cromatografía Whatman de 3 mm 

para la transferencia en Western blot (WB). 

- Waters (Milford, Massachusets, EE.UU.): cartuchos Sep-Pak Plus C18. 

Los plásmidos lentivirales pWPI, psPAX2 y pMD2.G, provenientes de 

Addgene (Teddington) fueron cedidos por el Dr. Ángel Hernández de la 

Universidad de Salamanca. 

Todos los reactivos utilizados fueron del grado requerido para cada caso. 

3.3.- MEDIOS INSTRUMENTALES 

El agua destilada y ultrapura se obtuvieron mediante un equipo de filtración 

MilliQ Integral 3 (Merck-Millipore, Madrid). 

Para la determinación de pH se utilizó un electrodo de marca Crison micro 

pH 2002 (Crison Instruments, Barcelona). 

Las filtraciones a vacío se realizaron con una bomba Millipore modelo 

XX5522050 (Merck-Millipore). Para la esterilización de sólidos y líquidos se 

empleó un autoclave modelo Tuttnaver 2340 M (Grupo Taper, Madrid). 

Las pesadas se realizaron en balanzas electrónicas digitales Precisa 125 A y 

Sartorious BL 150S (Grupo Taper). 



MATERIALES Y MÉTODOS 

71 

Las centrifugaciones se realizaron en centrífugas refrigeradas 5417R y 5810R 

marca Eppendorf (Hucoa-Erlöss, Madrid), Megafugue-1.0 R (Heraeus 

Spatach, Hanau, Alemania) y L8-M Ultracentrifuge, rotor 70.1 Ti (Beckman, 

Brea, EE.UU.). También se utilizó una picofuga Stratagene (VWR 

International, Radnorr, Pensilvania, EE.UU.). 

Todo el material de vidrio utilizado procedía de Afora (Madrid). Cuando era 

utilizado en biología molecular se trataba mediante calor seco, durante un 

mínimo de 4 h, en una estufa termostatizada a 180°C, modelo S-20 (Selecta, 

Barcelona). 

Para la PCR analítica y para la transcripción reversa (RT) se utilizó un 

termociclador Mastercycler Pro marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania). Los 

ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en un aparato 

QuantStudioTM 3 (Applied Biosystems, Thermo Fisher). 

La electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa se realizó en un 

sistema de geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen 

(Madrid), acoplados a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad). Para la 

visualización de las secuencias y diseño de estudios de restricción de los 

plásmidos se usó el programa Gene Construction kit 2.5.13 para MacOS X 

(Textco, New Hampshire, EE.UU.). 

La secuenciación de los fragmentos de ADN se realizó en el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca, utilizando un secuenciador 

automático capilar ABI PRISM3100-Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

Thermo Fisher). 

Para el manejo de las bacterias se utilizó una campana de flujo laminar 

Telstar AV 30/70. Para el crecimiento de bacterias se utilizó una estufa 

termostatizada a 37°C modelo S-20 (Selecta). 

El manejo de células se realizó en una campana de flujo laminar vertical 

modelo Telstar AV 30/70, mientras que el manejo de vectores lentivirales se 

realizó en una campana de flujo laminar Telstar Bio-IIA (Telstar Industrial, 

Barcelona). Las células se mantenían a 37°C en atmósfera del 5% de CO2 con 
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humedad relativa del 80%, en un incubador modelo Hepa Class 100 (Thermo 

Fisher). Para contar las células se utilizaron cámaras Neubauer que se 

observaban a través de un microscopio Leitz Fluovert FS (Leica 

Mycrosystems, Barcelona). 

Las incubaciones se llevaron a cabo en un baño termostatizado LAUDA 

Ecoline Staredition RE 106 (Hucoa-Erlöss) y en un bloque térmico QBA2 

Grant (Thermo Fisher). 

Para el cultivo de las líneas celulares se utilizaron placas de cultivo de 96 

pocillos (Prosisa, Salamanca), 24 y 6 pocillos, placas circulares de 10 cm de 

diámetro, así como frascos de cultivo de 25 y 75 cm2 de Corning (Thermo-

Fisher). La esterilización de las soluciones se hizo mediante filtros Sterivex 

de 0,1 μm (Merck-Millipore). 

Para visualizar las células se utilizó un microscopio de contraste de fases, que 

además tenía acoplado una lámpara para fluorescencia Nikon Eclipse TE 

2000-S (Nikon, DueroLab, Salamanca). 

Para las medidas por citometría de flujo se utilizó un citómetro modelo 

FACScalibur™ de la casa BD Biosciences. Este equipo permite la detección 

simultánea de cuatro fluorocromos gracias un sistema de doble láser (488 nm 

y 635 nm) y consta de 4 canales de emisión de fluorescencia: FL1 530/30 nm, 

FL2 585/42 nm, FL3 670/LP y FL4 661/16 nm. El citómetro se manejó desde 

un ordenador Macintosh (FACStation OSX5.2) utilizando el software CELL 

Quest V 3.1. 

Las homogeneizaciones se realizaron en un equipo Bullet Blender Storm de 

Next Advance (Nueva York, EE.UU.) o un sonicador tipo baño Ultrasonic 

Cleaner 400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona). 

La electroforesis de proteínas se llevó a cabo en un sistema de electroforesis 

modelo Mini-Protean II Cell con fuente de alimentación modelo PowerPac 

300. La transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizó 

en un sistema Trans-Blot Cell II, utilizando para ello la misma fuente de 

alimentación. Todo procedente de la casa comercial Bio-Rad. 
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Para la visualización de la fluorescencia de los geles de ácidos nucleicos y para 

la toma de medidas de quimioluminiscencia se utilizó un equipo de análisis 

de imagen LAS-4000 (FujiFilm, TDI, Madrid). Las imágenes se analizaron 

con el programa informático MultiGauge v3.0. 

Para observar el resultado de las inmunofluorescencias se utilizó un 

microscopio confocal modelo TCS SP5 (Leica, Barcelona) perteneciente al 

Centro de Investigación del Cáncer (Salamanca). 

Las muestras de ARN y proteínas se conservaron en un congelador -80°C 

marca Revco (Thermo Scientific). Los viales de almacenamiento de las 

distintas líneas celulares se conservaban en un contenedor de N2 líquido 

(Thermo Fisher). 

También se utilizó un sistema cromatográfico acoplado a un detector de 

masas, HPLC-MS-MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, 

EE.UU.). Este sistema se compone de un equipo de HPLC serie 1200 formado 

por: una bomba cuaternaria con desgasificador de vacío (modelo G12354A), 

un inyector de 20 μl de capacidad (modelo G1328B), un detector 

ultravioleta/visible (modelo G1314B) de longitud de onda variable y 

programable y una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18, 150 

mm x 4,6 mm, 5 μm de tamaño de poro, termostatizada a 35°C (Agilent 

Technologies). El Detector de Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6420A) está 

acoplado a una fuente de ionización a presión atmosférica (API) serie 6000 

(modelo G1948B). Todo el sistema se controló desde un ordenador modelo HP 

Slim 290-p0052ns, utilizando el paquete de software Mass Hunter 

Workstation LC/MS (Data Acquisition versión B.09.00, Qualitative Analysis 

versión 10.0, Quantitative Analysis, versión 10.0) (Agilent Technologies) que 

permite tanto el control del HPLC como del detector de masas. 

Para las medidas espectrofotométricas se emplearon los espectrofotómetros 

Hitachi U-2000 (Grupo Taper), Nanodrop 1000 (Thermo Fisher); y un lector 

de ELISA modelo Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific).  
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Las determinaciones bioquímicas en muestras de suero se realizaron en un 

detector automático de química seca Spotchem EZ SP-4430 (Arkray Factory, 

A. Menarini Diagnostics, Badalona). 

Para la realización de estudios histológicos, los tejidos se cortaron con un 

criostato Leica 1900UV (Leica Biosystems, Barcelona). 

Además, se contó con pequeño equipamiento como agitadores magnéticos 

calefactores Selecta (DueroLab), agitadores Vortex de Ika Works 

(Wilmington, EE.UU.) y micropipetas Wilson (Prosisa). 

3.4.- MÉTODOS GENERALES DE BIOLOGÍA MOLECULAR  

3.4.1.- PCR analítica de alta fidelidad  

La PCR de alta fidelidad se llevó a cabo utilizando el kit AccuPrime Pfx 

SuperMix (Thermo Fisher), que contiene la enzima ADN polimerasa Pfx de 

alta fidelidad, MgCl2, desoxirribonucleótidos trifosfato, solución tampón y 

estabilizadores. Se usó una concentración de 200 nM para los primers, junto 

con 5 ng de ADN molde y 45 μl de la mezcla de reactivos. Una vez preparada 

la mezcla de reacción, los tubos se incubaron en un termociclador con las 

siguientes condiciones:  

- Un ciclo de activación inicial de 95°C durante 5 min. 

- 40 ciclos de amplificación con las siguientes condiciones: 

 Desnaturalización: 95°C, 15 s. 

 Anillamiento: 30 s, usando un gradiente de temperatura (58°C, 60°C, 

62°C) para fijar las condiciones de mayor eficacia de la amplificación. 

 Extensión: 68°C durante un tiempo variable (1 min/kb del amplicón). 

- Un ciclo final de extensión a 68°C durante 10 min. 

3.4.2.- Electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizante  

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se visualizaron tras electroforesis 

en gel de agarosa no desnaturalizante. El gel se preparó mezclando tampón 

TAE (Tris base 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, AEDT 1 mM, pH 8,0) con 

agarosa en polvo en un porcentaje variable (0,8%-2,5%), calentando hasta 
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ebullición para disolver la agarosa y añadiendo SYBR Safe al 0,01% para teñir 

el ADN. Una vez polimerizado, el gel se colocó en la cubeta de electroforesis 

con tampón TAE. Se añadió una solución de carga en relación 1:10 (v/v) a las 

muestras antes de depositarlas en los pocillos del gel. Se usaron estándares 

de ADN de 100, 500 pb o 1 kb como patrón de tamaños moleculares. Una vez 

cargado el gel, se realizó la electroforesis a 120 V durante 1 h 

aproximadamente. El resultado se visualizó en un equipo de imagen LAS-

4000.  

3.4.3.- Purificación de ADN contenido en geles de agarosa y 

reacciones enzimáticas  

Para la purificación de ADN procedente de reacciones enzimáticas o de un 

fragmento de gel de agarosa de bajo punto de fusión se empleó el kit illustra 

GFX PCR DNA & Gel Band Purification, que utiliza columnas con membrana 

de gel de sílice para la retención del material genético. La elución del ADN se 

realizó usando agua ultrapura o tampón TE (Tris 10 mM, AEDT 1 mM, pH 

8,0), en función de la aplicación en la que se usaba posteriormente. 

La purificación desde un gel de agarosa necesitó de un paso previo en el que 

se recortó el fragmento de interés y se disolvió la agarosa mediante 

calentamiento a 60°C durante 15 min. 

3.4.4.- Transformación de bacterias por choque térmico  

Se mezclaron 50 µl de una suspensión de bacterias DH5α con 5-10 ng del 

plásmido de interés, y se incubaron durante 30 min en hielo. Posteriormente 

se llevó a cabo un shock térmico a 42°C durante 45 s seguido de un 

enfriamiento rápido durante 2 min en hielo, con el fin de facilitar la entrada 

y retención del plásmido en el interior de las bacterias. A continuación se 

añadieron 250 µl de medio SOC (20 g/l triptona, 5 g/l extracto de levaduras, 

10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 y 20 mM glucosa; 

pH 7,0) y se incubó en agitación a 37°C durante 1 h. Finalmente, se sembraron 

100 µl de la suspensión bacteriana en condiciones de esterilidad con un asa 

de vidrio sobre una placa con 15 g/l de agar y medio Luria-Bertani (LB; 10 g/l 
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triptona, 5 g/l extracto de levaduras y 10 g/l NaCl; pH 7,0) suplementado con 

ampicilina a 100 µg/ml como antibiótico de selección. Tras la siembra, las 

placas se incubaron a 37°C durante 16 h en una estufa.  

3.4.5.- Selección de colonias bacterianas y crecimiento en medio 

líquido  

Una vez comprobado el crecimiento bacteriano en las placas, se seleccionaron 

entre 4 y 8 colonias aisladas, bien definidas y sin colonias satélite. Se rasparon 

con una punta de pipeta estéril, las cuales se inocularon en 6 ml de medio LB 

suplementado con ampicilina a 100 µg/ml, y se incubaron a 37°C durante 16 h 

en agitación.  

3.4.6.- Purificación de ADN plasmídico de cultivos bacterianos 

La extracción y purificación del plásmido amplificado por las bacterias se 

realizó empleando el kit illustra plasmidPrep Mini Spin Kit, que utiliza 

columnas de gel de sílice que adsorben el ADN. La identidad de los plásmidos 

purificados se comprobó mediante un estudio de restricción (apartado 3.4.7) 

seguido de secuenciación (apartado 3.4.9).  

3.4.7.- Digestión con enzimas de restricción  

Las reacciones de restricción se llevaron a cabo preparando mezclas de 

reacción con el ADN de interés, la enzima de restricción (5 U/µg de ADN), el 

tampón adecuado, y agua ultrapura hasta un volumen final de 20-50 µl. Las 

reacciones se llevaron a cabo a 37°C durante 15 min. En algunos casos, la 

enzima de restricción se inactivó mediante incubación a 65-80°C durante 

5-20 min. Posteriormente se llevó a cabo la separación de los fragmentos de 

ADN mediante electroforesis en gel de agarosa (apartado 3.4.2); o se realizó 

una purificación de la mezcla de reacción (apartado 3.4.6).  

3.4.8.- Extracción de ADN genómico  

La purificación de ADN genómico (ADNg) a partir de muestras de paquete 

celular sanguíneo de los pacientes de estudio, así como de lisados celulares se 

consiguió utilizando el kit comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit. El ADN 
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se eluyó en agua libre de nucleasas y se almacenó a -20 °C hasta su uso para 

amplificar por PCR de alta fidelidad (apartado 3.4.1) y secuenciar (apartado 

3.4.9) las regiones de interés. 

3.4.9.- Secuenciación de ADN 

La secuenciación de material genético se realizó empleando la técnica de 

terminación de la cadena tipo Sanger en el Servicio de Secuenciación de la 

Universidad de Salamanca. Cada mezcla de reacción incluía 75-500 ng de 

ADN y 3,3 pmol de un primer específico (Tablas MM1 y MM2). Los resultados 

se visualizaron en el software FinchTV 1.4 (Geospiza, PerkinElmer, Seattle, 

EE.UU.), mientras que el análisis de secuencias de ADN se realizó con el 

programa Gene Construction Kit (Textco BioSoftware, Raleigh, EE.UU). 

Tabla MM1.- Localización, tamaño y secuencia de los primers forward (F) y reverse (R) 

utilizados para el análisis por secuenciación del gen ACOX2. 

Exón Amplicón Secuencia (5’ – 3’) Tipo 

1 208 GCTTCTGTGTTCCAGCCCCTATGT F 

  GCTGCGGACAGGGTCATCAT R 

2 431 GAGGTGGAGTGGCATTCAGGTACTTA F 

  GGAAGCAGAACTGCTAATGAAGGACTCT R 

3-5 1215 GAGAAGATTTCAAGGTGCCAGAAACCTCA F 

  AGTGCTACTCTGCCCTCCAACA R 

6-8 1475 CCAGGAGGCTGGGTTGGTT F 

  GTGGGACCAAGAGGCAGCA R 

9 368 GGCCTCATGTCAGTTCAAGTTTTGCAAT F 

  GCTCCCCAGTGAGTGGAACAATCTTA R 

10 328 GTGCACAGGGTTGGTCCCTA F 

  CTCCACCCAACAGAAGCTTGGT R 

11 324 CTCACAGAGTCTCTGCCCTCTCA F 

  CTGAATCCACGAATGTCCACCCAA R 

12 228 GGAAGCCCATCAGTTGTCTTTTCCACT F 

  GTAGCCTGCCTGGGAAGCAA R 

13 262 GCTTCCAGGGTGACTTCTGGAGTA F 

  TGGAGTTGGAAGTGACCTGTGAACAA R 

14 295 TCATGCAACCTCTAATTAGGTATTGTTATTCACCA F 

  GGTGTATTCACTGCCTGTTCTCTGCT R 

15 337 CCTGGCAGAAATGTACTGTGTTAATAATGCGT F 

  CTGCCCATTGACCAGCTTCAACAA R 
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3.5.- TÉCNICAS DE CLONACIÓN Y MUTAGÉNESIS DIRIGIDA  

3.5.1.- Modificación de plásmidos por mutagénesis dirigida 

Esta estrategia se empleó con el fin de introducir una mutación de uno o más 

pares de bases en una secuencia de ADN contenida en un plásmido (225). 

Para obtener las variantes de interés del gen ACOX2 se diseñaron cuatro 

primers que permitían la amplificación del plásmido por PCR en dos 

fragmentos (Figura MM1). Para la amplificación del fragmento AMP1 se 

utilizaba un primer que contenía la mutación deseada, junto con otro que 

introducía la secuencia de corte para la enzima ClaI en la región codificante 

para el gen de resistencia a la ampicilina (Tabla MM2). Esta secuencia para 

ClaI se introducía de igual manera en la amplificación del fragmento AMP2, 

de tal forma que la restricción de ambos amplicones y su posterior ligación 

permitía la reconstrucción del plásmido. La correcta introducción de la 

mutación se comprobó mediante secuenciación (apartado 3.4.9).  

 
Figura MM1.- Esquema simplificado de la técnica de modificación de plásmidos por 

mutagénesis dirigida, ejemplificado para el caso de la V15 (c.1719G>A). 

3.5.2.- Subclonación en plásmidos lentivirales 

Los insertos de interés se amplificaron por PCR analítica (apartado 3.4.1) y 

purificaron tras electroforesis en gel de agarosa (apartados 3.4.2 y 3.4.3). La 

subclonación se llevó a cabo en el plásmido pWPI-V5, obtenido previamente 

en nuestro laboratorio, el cual se linealizó y desfosforiló con una fosfatasa 

alcalina para impedir la circularización del mismo. El proceso de ligación final 

se realizó empleando una enzima T4 ligasa.  

 

pGemT-ACOX2

PCR

AMP2

AMP1

ClaI A

ClaI

Restricción

A

Ligación

pGem-ACOX2 c.1719 G>A

G
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ORF ACOX2 c.1719G>A

Gen de resistencia a ampicilina
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Tabla MM2.- Secuencias de primers forward (F) y reverse (R) utilizados en procesos de 

clonación 

Secuencia (5’ – 3’) Tipo Aplicación 

ATATGCATGCATCGATGGGAACCGGAGCTGAATGAAG F Mutagénesis 
dirigida (ClaI) ATATGCATGCATCGATCAAGGCGAGTTACATGATCCC R 

CACCTCTGTGACCTCCATGCCATAC F Mutagénesis 
dirigida V15 CTTGAGCACCTGCTGAATCGCT R 

CCAAGGTTACGCGTGCCACCATGGGCAGCCCAGTGCA F Mutagénesis 
dirigida V16 CCAAGGTTACTAGTTAGCTTGGATCTCCAACTTTGTAAAAGTGGT R 

GCCATGCGCTACTCGGTCAT F Secuenciación 
pGem-ACOX2 ATAACTGATGGCCAGCTGAGGAAAGA R 

CCCTAGGAATGCTCGTCAAGAAGACA F 

Secuenciación 
pWPI-V5 

GGATCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGA F 

TGCTATTATGTCTACTATTCTTTCCCCTGCACT R 

TGCTATTATGTCTACTATTCTTTCCCCTGCACT R 
Primer T7 
(Universal) 

GTAAAACGACGGCCAG F 
Primer M13 
(Universal) 

CAGGAAACAGCTATGAC R 
Primer M13 
(Universal) 

CCAAGGTTACGCGTGCCACCATGGGCAGCCCAGTGCA F Amplificación ORF 
ACOX2 CCAAGGTTACTAGTTAGCTTGGATCTCCAACTTTGTAAAAGTGGT R 

CAGCGGTGAGCCGTTCCACGTCAA - 
ARNcr 

AAACTTGACGTGGAACGCTCACC - 

 

 

3.5.3.- Clonación de guías para realizar la técnica de CRISPR-Cas9 

Con el fin de abolir selectivamente la expresión de ACOX2 mediante la técnica 

de CRISPR-Cas9, se diseñó, utilizando el software CRISPR-Cas9 RNA 

designer checker (Integrated DNA Technologies), un ARN CRISPR (ARNcr) 

dirigido a una secuencia perteneciente al exón 2 de ACOX2 

(5'-GGTGAGCCGTTCCACGTCAA-3'). Los oligonucleótidos (Tabla MM2) se 

hibridaron y se clonaron en un plásmido que contenía un casete formado por 

el promotor U6, el ARN transactivado (ARNtracr) y un terminador de ARN 

polimerasa III. La reacción de ligación se llevó a cabo empleando la enzima 

T4 ligasa.  
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3.6.- OBTENCIÓN DE VECTORES LENTIVIRALES  

3.6.1.- Producción de partículas lentivirales 

Se sembraron 1x107 células HEK-293T en placas de 10 cm de diámetro 

pretratadas con colágeno, y tras su adhesión al soporte se transfectaron con 

una mezcla de polietilenimina (PEI) (1 mg/ml PEI en 25 mM HEPES y 150 

mM NaCl; pH 7,5) disuelta en solución salina y los siguientes plásmidos 

(Figura MM2): 

- pWPI-hACOX2: contiene la ORF para las variantes de estudio de ACOX2, 

seguidas de una etiqueta V5 y de la secuencia para el gen reportero EGFP, 

ambas separadas por una secuencia IRES y controladas por el promotor 

constitutivo EF1α. La presencia de V5 permite la inmunodetección de la 

proteína de estudio con anticuerpos anti-V5, mientras que la fluorescencia 

proporcionada por EGFP permite el seguimiento de las células 

transducidas tanto por microscopía de fluorescencia como por citometría 

de flujo. Con el fin de obtener lentivirus control, se generó una producción 

de lentivirus “vacíos” usando el plásmido pWPI-V5, que contenía 

únicamente la secuencia para EGFP controlada por el promotor EF1α. 

- psPAX2: codifica para las proteínas estructurales y de replicación del 

virus. 

- pMD2.G: codifica la glicoproteína G de la envuelta del virus de la 

estomatitis vesicular. 

La mezcla de plásmidos y PEI se incubó a temperatura ambiente durante 

20 min y se añadió cuidadosamente sobre la placa de cultivo. Pasadas 24 h se 

sustituyó el medio de cultivo por medio fresco. El medio de cultivo con 

partículas lentivirales en suspensión se recogió a las 48, 56 y 72 h tras la 

transfección. Posteriormente todo el volumen de cultivo se filtró con filtros de 

0,45 µm para retirar los restos celulares y se ultracentrifugó a 20.000 rpm y 

16°C durante 130 min. Tras este proceso se retiró el medio de cultivo por 

decantación y se resuspendió el precipitado de partículas lentivirales en 200 

µl de medio DMEM base. Tras incubarla a 4°C durante 4 h, la suspensión de 

partículas se alicuotó y se congeló a -80°C para su almacenamiento.  
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Figura MM2.- Esquema del proceso de producción de lentivirus. 

 

3.6.2.- Determinación del título viral por citometría de flujo  

La concentración de virus se determinó mediante transducción de células 

HEK-293T con diluciones seriadas de la suspensión lentiviral y analizando, 

mediante citometría de flujo, el porcentaje de células EGFP positivas a los 

cuatro días de realizar la transducción.  

En una placa de 96 pocillos se sembraron 20.000 células/pocillo. Pasadas 24 h 

se añadieron a la placa diluciones crecientes de la solución viral, en medio de 

cultivo con hexadimetrina (polibreno) a 8 μg/ml. A continuación la placa se 

centrifugó a 1.800 xg durante 90 min a 32°C, con el fin de facilitar el proceso 

de infección. Tras 16 h de incubación, se realizó un cambio del medio de 

cultivo. Pasados 4 días de la transducción se determinó el porcentaje de 

células fluorescentes con expresión de EGFP mediante citometría de flujo. El 
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valor de la concentración de partículas virales, en unidades transformantes 

por ml (TU/ml), se obtuvo de aplicar la siguiente fórmula:  

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 (𝑇𝑈/𝑚𝑙)  =  
𝐸𝐷50 × 2 × 𝑁

𝑉
 

Donde: 

- TU: Unidades transformantes (partículas virales infectivas). 

- ED50: dilución de la suspensión viral que consiguió el 50% de la 

transducción. 

- N: número de células. 

- V: volumen de medio de cultivo (ml). 

3.6.3.- Transducción de células diana 

Se sembraron 50.000 células HepG2 por pocillo en placas de 24 pocillos, y 

pasadas 24 h se sustituyó el medio de cultivo por una mezcla de medio con 

polibreno y partículas lentivirales empleando una MOI (multiplicidad de 

infección) de 25. La transducción se facilitó mediante spin-inoculación 

centrifugando las células a 1.800 xg y 32°C durante 90 min. Posteriormente 

las células se incubaron en la estufa a 37°C durante 16 h. A continuación se 

sustituyó el medio de cultivo por medio fresco. El porcentaje de células EGFP+ 

se determinó por citometría de flujo a partir del cuarto día tras la 

transducción.  

3.7.- EXPERIMENTOS CON CULTIVOS CELULARES 

3.7.1.- Medios de cultivo 

Para el cultivo de las líneas celulares se emplearon los siguientes medios 

estériles: 

- MEM suplementado con 1 mM de piruvato sódico, 26,2 mM de 

bicarbonato sódico, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml y 

amfotericina B 0,25 μg/ml para la línea celular HepG2. 

- DMEM suplementado con 2 mM de L-glutamina, penicilina 100 U/ml y 

estreptomicina 0,1 mg/ml para las líneas celulares HuH-7, CHO y HEK-
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293T. Además, para la línea HuH-7 se añadió gentamicina 50 μg/ml; y 

para la línea CHO el medio se suplementó con L-prolina 50 mg/l. 

- Williams’ E suplementado con penicilina 100 U/ml, estreptomicina 

0,1 mg/ml y 2 mM de L-glutamina para las líneas celulares IHH y 

HepaRG. Para las células IHH se añadió 50 nM de dexametasona y 

20 mU/ml de insulina humana; mientras que para las HepaRG se 

suplementó con 50 μM de hidrocortisona, 5 μg/ml de insulina, y a partir 

de la segunda semana en cultivo se añadió un 2% (v/v) de DMSO para 

inducir la diferenciación. 

Todos los medios se completaron con 10% de FBS inactivado a 56°C durante 

30 min, excepto el medio para la línea celular IHH, en la que se utilizó un 

10% de FBS no inactivado. 

Los criotubos que contenían las células se descongelaron suavemente en un 

baño húmedo termostatizado a 37°C. A continuación, se añadieron sobre el 

medio de cultivo correspondiente y se centrifugaron a 300 xg durante 5 min. 

El precipitado celular se resuspendió en medio de cultivo y se sembró en 

frascos de cultivo celular, los cuales se mantuvieron en una estufa 

termostatizada a 37°C, con atmósfera de CO2 del 5% y humedad relativa del 

80%. Las células HEK-293T e IHH fueron cultivadas sobre frascos tratados 

con colágeno de tipo I.  

Tras una etapa de adhesión al soporte, los cultivos celulares se mantuvieron 

en incubación para permitir su crecimiento. Una vez alcanzada la confluencia, 

las células se retiraron de su soporte utilizando una solución de tripsina 

0,25% y 20 mM de AEDT en PBS. La suspensión celular se diluyó en el medio 

de cultivo correspondiente y se centrifugó a 300 xg durante 5 min, y el 

precipitado celular se resuspendió en medio de cultivo y se contaron las 

células empleando una cámara de recuento Neubauer. Con el fin de 

determinar el número de células vivas, una alícuota de la suspensión celular 

se mezclaba con azul de Tripán (0,4% en PBS) en proporción 1:1. Finalmente 

las células se sembraron a la confluencia deseada en los soportes necesarios 

para llevar a cabo los experimentos, o bien se congelaron en una solución de 
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FBS con DMSO al 10% para su posterior almacenamiento en nitrógeno 

líquido.  

3.7.2.- Obtención de una línea celular deficiente en ACOX2 

A fin de obtener un modelo in vitro con deficiencia peroxisomal en la 

biosíntesis de ABs de forma selectiva sobre ACOX2, se utilizó la línea celular 

de hepatoblastoma HepG2, que presenta una elevada biosíntesis basal de ABs 

C24 (221). Estas células se co-transfectaron con el plásmido descrito en el 

apartado 3.5.3, junto con otro que contenía la ORF de Cas9 humana 

optimizado para el codón derivado de Streptococcus pyogenes utilizando 

Lipofectamina LTX. Se utilizó 1 µg/ml de puromicina como agente de selección 

(Figura MM3). La eficacia de la escisión del ADNg mediada por CRISPR-Cas9 

se comprobó utilizando el kit comercial GeneArt Genomic Cleavage Detection.  

Para obtener una población monoclonal con ausencia total de proteína 

ACOX2, se sembraron 2.500 células en una placa de 10 cm de diámetro. 

Cuando las colonias de células, supuestamente provenientes de una única 

célula y por lo tanto con características homogéneas, podían observarse a 

simple vista, se rasparon con una punta de pipeta estéril y se sembraron en 

placas de 96 pocillos para permitir su crecimiento independiente. Las 

distintas poblaciones se crecieron y se caracterizaron mediante extracción de 

ADNg y secuenciación de la región diana de las guías diseñadas para 

CRISPR-Cas9, localizadas en el exón 2 del gen ACOX2 (apartados 3.4.8 y 

3.4.9).  

 
Figura MM3.- Representación esquemática de la obtención de poblaciones monoclonales de 

células HepG2 deficientes en ACOX2 
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3.7.3.- Estudios de modulación de la expresión génica 

Con el fin de estudiar el papel de distintos compuestos en la regulación de la 

expresión de varios genes relacionados con el metabolismo de ABs, las células 

HepG2 o IHH se sembraron en placas de 24 o 6 pocillos a una densidad de 

140.000 o 650.000 células/pocillo, respectivamente, y se incubaron durante 

16 h en la estufa a 37°C. Para el caso de las HepaRG, se sembraron 350.000 

o 980.000 células/pocillo en placas 12 o 6 pocillos, respectivamente, y se 

mantuvieron en cultivo durante cuatro semanas para conseguir su 

diferenciación (226). Posteriormente se retiró el medio de cultivo y se añadió 

medio de cultivo fresco que contenía las proteínas recombinantes o los 

compuestos correspondientes y se incubaron durante el tiempo estipulado en 

la estufa a 37°C. Finalmente, las células se procesaron para la extracción de 

ARN (apartado 3.9.1) y cuantificación de la expresión génica por RT-qPCR 

(apartado 3.9.4) o extracción de proteínas e inmunodetección mediante 

Western Blot (apartado 3.10). 

3.7.4.- Determinación de la activación de la apoptosis 

Para estudiar el papel del THCA sobre la apoptosis celular y el posible efecto 

protector del UDCA, se sembraron células HuH-7 a una densidad de 50.000 

células/pocillo en placas de 24 pocillos, y se mantuvieron en incubación 

durante 24 h a 37°C. A continuación se retiró el medio de cultivo y se añadió 

medio fresco que contenía los diferentes ABs a una concentración de 250 µM, 

y se incubaron durante 24 h a 37°C. Finalmente se procesaron para extracción 

de ARN (apartado 3.9.1). La activación de la apoptosis se valoró mediante la 

determinación de los niveles de ARNm de BAXα y BCL-2 mediante RT-qPCR 

(apartado 3.9.4). 

3.7.5.- Experimentos de metabolismo de ABs 

Con el fin de estudiar la capacidad de biotransformación de los ABs 

intermediarios C27 o de ABs maduros C24, las células HepG2 y HepaRG se 

sembraron a una densidad de 650.000 células/pocillo y 980.000 células/pocillo, 

respectivamente, en 3 ml de medio de cultivo y placas de 6 pocillos. Las células 
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HepG2 se incubaron durante 16 h en estufa a 37°C, mientras que las células 

HepaRG se mantuvieron en cultivo durante cuatro semanas para conseguir 

su diferenciación (226). Finalizado ese tiempo se cambió el medio de cultivo 

por uno fresco que contuviese el AB sustrato (THCA 10 µM o CA 5 µM) y se 

incubaron durante 48 o 72 h a 37°C. En aquellos experimentos realizados con 

compuestos moduladores de expresión génica, éstos fueron añadidos 6 h antes 

de la adición del AB. Finalizado el tiempo de incubación, el medio de cultivo 

se recogió determinando su volumen exacto por pesada, cada pocillo se lavó 

con PBS y se preparó un lisado celular mediante incubación con agua 

ultrapura durante 4 h a 4°C. Posteriormente se raspó la superficie del pocillo, 

se recogió el lisado determinando su volumen por pesada y se sonicó en un 

baño de ultrasonidos durante 1 min a 4°C empleando una potencia de 400 W. 

Finalmente, se reservaron 50 µl del lisado para valoración del contenido total 

de proteínas (apartado 3.14.2) y el resto se mezcló con el medio de cultivo para 

la posterior extracción de ABs y determinación de su concentración mediante 

HPLC-MS/MS (apartado 3.13.2). 

3.7.6.- Estudios de captación de ABs 

Con el fin de determinar el mecanismo de transporte del THCA a través de la 

membrana celular, se sembraron células HuH-7 y células CHO silvestres o 

con expresión estable de NTCP, OATP1B1 y OATP1B3 a una densidad de 

6.000 células/cm2 en placas de 12 pocillos, y los experimentos se llevaron a 

cabo cuatro días tras la siembra. Las células CHO-OATP1B1 y sus respectivos 

controles fueron tratadas con butirato sódico 5 mM durante las 24 h previas 

al experimento. Pasado este tiempo, se retiró el medio de cultivo y las células 

se preincubaron con medio de captación (96 mM NaCl, 5,3 mM KCl, 1,1 mM 

KH2PO4, 0,8 mM MgSO4, 1,8 mM CaCl2, 11 mM glucosa, y 50 mM HEPES, 

pH 7,4) a 37°C durante 30 min, y a continuación se incubaron durante 60 min 

y a 37°C con medio de captación fresco que contenía THCA, GCA o CA 50 µM 

como sustratos, con o sin TCA 250 µM como inhibidor de los transportadores 

de ABs. A continuación las células se lisaron durante 3 h en agitación con 

agua ultrapura que contenía 5 µM de TCDCA, utilizado como estándar 
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interno. El lisado celular se centrifugó durante 20 min a 16.000 xg y 4°C, y se 

determinó la concentración de ABs mediante HPLC-MS/MS (apartado 

3.13.2). 

3.7.7.- Determinación del estrés oxidativo 

Con el fin de determinar la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

por el THCA y el posible efecto protector del UDCA, las células HuH-7 se 

sembraron a una densidad de 50.000 células/pocillo en placas de 24 pocillos, 

y se mantuvieron en incubación en la estufa durante 24 h a 37°C. A 

continuación se retiró el medio de cultivo y se añadió medio de cultivo fresco 

que contenía los diferentes ABs a una concentración de 250 µM, y se 

incubaron durante 16 h en la estufa a 37°C. Posteriormente se cambió el 

medio de cultivo y se sustituyó por medio de cultivo sin suplementar que 

contenía diclorodihidrofluoresceína diacetato (DCFDA) 2 µM, con el que las 

células se incubaron durante 30 min. Finalmente las células se tripsinizaron, 

se lavaron con PBS, se resuspendieron en medio de cultivo sin suplementar y 

se determinó la intensidad de fluorescencia de la población celular mediante 

citometría de flujo en el canal FL1.  

3.7.8.- Estudios de viabilidad celular 

Para evaluar la toxicidad del THCA y el posible papel protector del UDCA, se 

sembraron células HuH-7 modificadas genéticamente para sobreexpresar la 

proteína ACOX2 en su forma silvestre o con la mutación p.Arg225Trp a una 

densidad de 15.000 células/cm2 y se incubaron a 37°C durante 16 h. 

Posteriormente se retiró el medio de cultivo y se sustituyó por medio con los 

ABs mencionados a 250 µM, solos o en combinación, y se incubaron a 37°C 

durante 72 h. Transcurrido ese tiempo se determinó la viabilidad celular 

mediante el ensayo de MTT (apartado 3.14.4). 

3.8.- EXPERIMENTOS IN VIVO 

3.8.1.- Administración de fármacos en ratones  

Se utilizaron hembras y machos de ratones silvestres o modificados 

genéticamente (apartado 3.1.2) de entre 2 y 4 meses de edad. Los animales se 



MATERIALES Y MÉTODOS  

88 

mantuvieron en ayunas 6 h antes de ser tratados con vehículo (solución 

salina), paracetamol (100, 200 o 300 mg/kg), o diclofenaco (50 mg/kg) por vía 

intraperitoneal. Tras 24 o 48 h respectivamente, los ratones fueron 

anestesiados con pentobarbital sódico (50 mg/kg) por vía intraperitoneal y se 

llevó a cabo la toma de muestras: 

- Hígado: el órgano se extrajo mediante disección y se determinó su masa 

mediante pesada. Se tomaron fragmentos del órgano los cuales se 

conservaron en RNA Later® para la posterior extracción de ARN; o se 

congelaron rápidamente por inmersión en nitrógeno líquido para la 

realización de estudios histológicos, medida de ABs y determinación de 

proteínas por WB. En ambos casos estas muestras se conservaron a -80°C. 

- Bilis: se obtuvo por punción de la vesícula biliar y se determinó el volumen 

exacto por pesada. Se conservó a -20°C hasta realizar la determinación de 

ABs.  

- Sangre: mediante punción en la vena cava inferior. Posteriormente se 

centrifugó durante 5 min a 18.000 xg para la obtención de suero, el cual 

se conservó a -20°C para la determinación de la bioquímica hepática y el 

análisis de ABs y de C4.  

3.9.- ANÁLISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-qPCR  

3.9.1.- Extracción del ARN total  

El ARN de los homogenados de células o de tejidos se obtuvo empleando el kit 

comercial ilustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit, basado en la purificación 

del ARN adsorbido a membranas de sílice. Se procesaron un máximo de 5 

millones de células o 30 mg de tejido por columna. 

3.9.2.- Transcripción reversa  

La reacción de retro-transcripción (RT) que permitía la obtención del ADNc 

empleado como molde para la PCR se realizó utilizando el kit High Capacity 

Reverse Transcriptase kit. Se preparó una mezcla de reactivos y 0,5-2 µg de 

ARN siguiendo las instrucciones de la casa comercial, y la reacción se 

programó en un termociclador con las siguientes condiciones: 25°C durante 
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10 min, 37°C durante 120 min; 65°C durante 5 min. El producto final se diluyó 

con agua ultrapura hasta obtener una concentración del ARN de partida de 

20 µg/µl, y se conservó a -20°C hasta su uso.  

3.9.3.- Diseño de primers  

Para realizar las medidas por qPCR se diseñaron primers (Tabla MM3) 

utilizando como molde la secuencia de ARNm publicada en la base de datos 

GenBank (227). Al menos uno de los dos primers de cada pareja se dispuso en 

la región de empalme de dos exones codificantes, con el fin de evitar la 

amplificación de ADNg o ARN inmaduro. Como herramientas informáticas se 

utilizaron el software OligoAnalizer 3.1 (Integrated DNA Technologies, 

Coralville, EE.UU.), y el programa BLAST para asegurar la especificidad de 

las secuencias diseñadas (227,228).  

Tabla MM3.- Secuencias de primers forward (F) y reverse (R) empleados para la 

cuantificación de los niveles de expresión de los genes de interés. 

ARNm Proteína N° de acceso Secuencia (5’ – 3’) Tipo 

Homo sapiens 

ABCB11 BSEP NM_003742 GTGAAGGAATGGTGACCGTGGA F 

   TCCTTGGCAGCTTGGACTATGTCT R 

ABCC2 MRP2 NM_000392 TGAAGAGGAAGCCACAGTCCATGA F 

   TTCAGATGCCTGCCATTGGACCTA R 

ABCD3 PMP70 NM_002858.4 CGGCCTGCACGGTAAGAAAAGT F 

   CTTGTCCACCACAGCTCGCT R 

ACOX1 ACOX1 NM_004035.7 CCTGGTGGGCTTGGAAAGACTT F 

   GTCACCAACGGTAATTCCTGGCA R 

ACOX2 ACOX2 NM_003500.4 CACCCCACTGCCAGGAATCAT F 

   GCAAGACCTGTGCAAAGCGACT R 

ACOX3 ACOX3 NM_003501.3 CCAAGTACCTCCTCCATAGCTTGGT F 

   CGTGGCTTAATTCGGTCAGAGCAAA R 

ALB ALB NM_000477.5 GTGTGTTTCGTCGAGATGCACACAA F 

   AAAGGCAATCAACACCAAGGCTTTGAA R 

AMACR AMACR NM_001701 GGGCAGGTTCTCTTGCTAGGTTTT F 

   CTGGCTCATCAACAAGTGCACTCA R 

BAAT BAAT NM_001701 GGGCAGGTTCTCTTGCTAGGTTTT F 

   CTGGCTCATCAACAAGTGCACTCA R 

BAX BAX NM_138761 ATGGAGCTGCAGAGGATGATTGC F 

   GTTCTGATCAGTTCCGGCACCTT R 
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BCL2 BCL2 NM_000633 GGAGGCTGGGATGCCTTTGT F 

   AGGCATGTTGACTTCACTTGTGGC R 

CYP7A1 CYP7A1 NM_000780.2 CCATAAGGTGTTGTGCCACGGAAA F 

   GCCCAAATGCCTTCGCAGAAG R 

NR1H4 FXR NM_005123 
GCAATTGTTATCCTGTCTCCAGATAGACAAT

ACATA 
F 

   GAGCTAGACCCCTCCCCTGTAA R 

HPRT1 HPRT1 NM_000194 ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT F 

   TGAGCACACAGAGGGCTACAATGT R 

HSD17B4 DBP NM_001292027.1 TGTTTCAATGAATGATTTGGGAGGGGACT F 

   TCTTCCACTGAATCATAGTTGGCCACT R 

NR0B2 SHP NM_021969 GGCTTCAATGCTGTCTGGAGT F 

   CTGGCACATCGGGGTTGAAGA R 

SCP2 SCPx NM_002979.5 GGGTTGGCATGACCAAGTTTGTGA F 

   GCTAAAGCCTTCTTGCCTGCTTCTT R 

SLC10A1 NTCP NM_003049 AATGGACGGTGCAGACGCA F 

   GGTGGAAAGGCCACATTGAGGA R 

SLC01B1 OATP1B1 NM_006446 GCATCACCTGAGATAGTGGGAAAAGGTT F 

   GGAGTCTCCCCTATTCCACGAAGCATAT R 

Mus musculus 

Acox1 Acox1 NM_015729.3 CAGACAGAGATGGGTCATGGAACTCA F 

   GTCACAGTTGGGCTGTTGAGAATGAA R 

Acox2 Acox2 NM_001161667.1 CCACTTGATGGAAGTCATTGTAGGGCT F 

   TACGACCAAATCCGTTGACTCC R 

Acox3 Acox3 NM_030721.3 CAAATGCGTCCTCCACATGTTGGTT F 

   GCAAAACAGCCAAAAATCTCCAGGCTA R 

Akr1d1 Akr1d1 NM_145364.2 TACTCAGATCCTAGACCGGTCCCT F 

   TCTCTGATGGCCTCACCGACT R 

Cyp3a11 Cyp3a11 NM_007818.3 GTGCTCCTCTACCGATATGGGACT F 

   ACTCCATGTCGAATTTCCATAAACCCTTGTA R 

Cyp7a1 Cyp7a1 NM_007824.3 CTGCGAAGGCATTTGGACACAGA F 

   AGAGCATCTCCCTGGAGGGTT R 

Cyp8b1 Cyp8b1 NM_010012.3 TGGGATGCCTGTGTCTGTCCTT F 

   TCTTCCGGAAAGCCATGGAGTGA R 

Cyp27a1 Cyp27a1 NM_024264 CTATGGGATCTTCATCGCACAAGGAGA F 

   ACCTCGTTTAAGGCATCCGTGTAGA R 

Hprt1 Hprt1 NM_013556.2 CCCAGCGTCGTGATTAGCGAT F 

   CGAGCAAGTCTTTCAGTCCTGTCCATA R 
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3.9.4.- PCR cuantitativa (qPCR) 

La cuantificación de los niveles de expresión génica se realizó mediante PCR 

cuantitativa (qPCR) a tiempo real. En esta Tesis Doctoral se empleó el 

reactivo SYBR® Select Master Mix, que contiene el fluorocromo SYBR 

Green I.  

Las condiciones de tiempo y temperatura para la PCR fueron: 

- Un ciclo de 2 min a 50°C. 

- Un ciclo de 10 min a 95°C. 

- 40 ciclos de 15 s a 95 °C y de 1 min a 60 °C. 

En algunos casos fue necesario añadir un ciclo de disociación (15 s a 95°C y 1 

min a 60°C) con el fin de comprobar la especificidad de los primers empleados. 

Los datos obtenidos se analizaron empleando el software QuantStudio™ 

Design & Analysis Software (Thermo Fisher). 

La cuantificación se realizó de forma relativa utilizando el ciclo umbral (Ct) 

de cada gen. De esta forma, se compara el Ct del gen diana con el de un control 

interno empleado como elemento normalizador. Así, la expresión del gen 

diana normalizada frente al control interno se calcula como: 

ΔCt = Ct diana - Ct control interno 

También se empleó un calibrador, una muestra a la cual se asigna valor 1 de 

expresión y que se utiliza como patrón externo para la comparación de 

resultados. De esta forma, la expresión del gen diana, normalizada y relativa 

al calibrador/muestra control, viene dada por: 

2-ΔΔCt 

Donde ΔΔCt = ΔCt muestra problema – ΔCt del calibrador. 

Todas las determinaciones se realizaron siempre por duplicado. La 

abundancia del ADN problema se corrigió por la del normalizador HPRT1 o 

Hprt1, determinado paralelamente en cada muestra. 

3.10.- DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT (WB)  
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3.10.1.- Obtención de homogenados de cultivos celulares o tejido  

Los lisados proteicos a partir de cultivos celulares se obtuvieron por 

tripsinización o bien raspando la superficie de las placas con una espátula. 

Las células se lavaron posteriormente con tampón fosfato salino (PBS; NaCl 

137 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 0,5 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,4) y se 

resuspendieron en buffer RIPA (PBS, IGEPAL 1%, desoxicolato sódico 0,5%, 

SDS 0,1%) en presencia de inhibidores de proteínas (IP) al 1% (v/v).  

Los homogenados proteicos a partir de tejido se obtuvieron pesando 50 mg de 

muestra, que se homogeneizó en esta mezcla de RIPA + 1% IP utilizando un 

Bullet Blender Storm siguiendo las condiciones de tiempo especificadas por 

la casa comercial.  

Para ambos tipos de muestra, los homogenados se mantuvieron durante 

20 min sobre hielo, con agitación en vórtex cada 5 min. Posteriormente se 

centrifugaron a 20.000 xg a 4°C durante 20 min, y tras ello, el sobrenadante 

se retiró y se congeló a -80°C hasta su uso.  

3.10.2.- Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida  

Se prepararon geles separadores de poliacrilamida (SDS-PAGE) del 7,5% 

(p/v) en tampón Tris-HCl usando un sistema de soporte Mini-Protean II Cell, 

dejando polimerizar a temperatura ambiente. A continuación, encima de los 

mismos se depositaron geles concentradores de poliacrilamida al 4% en Tris-

HCl junto con un peine para dar forma a los pocillos, polimerizando 

nuevamente a temperatura ambiente.  

Se tomaron alícuotas de 50-200 µg de homogenado de proteínas, que se 

mezclaron con la solución de carga Laemmli 4x (0,250 M Tris-HCl pH 6,8, 8% 

SDS, 40% glicerol, 0,008% azul de bromofenol) y 5% β-mercaptoetanol para 

obtener condiciones reductoras. Las muestras se desnaturalizaron mediante 

calentamiento a 100°C durante 5 min, según las instrucciones de uso de 

algunos anticuerpos para la detección de las proteínas de interés. Las 

muestras así preparadas se cargaron en los pocillos del gel junto con un 

marcador de pesos moleculares (Precision Plus Protein Dual Color Standards 



MATERIALES Y MÉTODOS 

93 

o PageRuler Plus Prestained Protein Ladder) y se desencadenó la 

electroforesis vertical en una cubeta con solución de migración (25 mM Tris, 

192 mM L-glicina y 1% SDS) a un potencial constante de 200 V, durante el 

tiempo suficiente para la correcta resolución de la proteína de interés.  

3.10.3.- Transferencia  

Finalizado el proceso de electroforesis, se recuperaron los geles y se procedió 

a realizar una transferencia húmeda de las proteínas desde el gel de 

poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa, colocando ambos 

componentes entre papel whatman y esponjas impregnadas con tampón de 

transferencia (25 mM Tris, 192 mM L-glicina y 20% metanol). Este casette se 

introdujo en una cubeta llena de tampón de transferencia frío y en agitación, 

que se conectó a una fuente de alimentación con una corriente constante de 

250 mA durante 2 h.  

3.10.4.- Inmunodetección  

Se recuperó la membrana y se realizó un bloqueo de los lugares de unión 

inespecíficos para los anticuerpos empleando albúmina sérica bovina (BSA) o 

leche desnatada al 5% (p/v) diluida en tampón Tris salino-Tween (TBS-T; 2,42 

g/l Tris base, 8 g/l NaCl, pH 7,6; suplementado con Tween20 al 0,1% v/v) 

durante una hora a temperatura ambiente.  

A continuación se retiró la solución de bloqueo y se añadieron los anticuerpos 

primarios, convenientemente diluidos en leche al 0-5% (p/v) en TBS-T según 

las indicaciones de la casa comercial (Tabla MM4), manteniendo en agitación 

a 4°C durante aproximadamente 16 h.  

Finalmente se realizaron tres lavados de la membrana con TBS-T durante 15 

min, y se incubó durante una hora a temperatura ambiente con los 

anticuerpos secundarios correspondientes convenientemente diluidos en 

leche al 5% (p/v) en TBS-T. Los anticuerpos secundarios marcados con 

peroxidasa se escogieron en función de la especie en la que se había producido 

el anticuerpo primario. Después de realizar tres lavados más con TBS-T 
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durante 15 min para eliminar el exceso de anticuerpo, se procedió al revelado 

de la membrana. 

Tabla MM4.- Anticuerpos primarios y condiciones utilizadas para la detección de proteínas 

mediante Western blot. 

Antígeno Especie de origen Dilución Proteína de bloqueo 

ACOX2 Oryctolagus cuniculus 1:300 Sin bloqueo 

BAAT Oryctolagus cuniculus 1:1000 Leche 5% 

CYP3A4 Oryctolagus cuniculus 1:1000 Leche 5% 

GAPDH Mus musculus 1:1000 Leche 5% 

TUB1A Mus musculus 1:1000 Leche 5% 

 

3.10.5.- Revelado 

El revelado de la inmunodetección se realizó con un método 

quimioluminiscente, incubando las membranas en oscuridad con los reactivos 

ECL (Enhanced ChemioLuminiscence) y observando la quimioluminiscencia 

generada por la peroxidasa que marca los anticuerpos secundarios mediante 

el equipo de análisis de imagen LAS-4000. Los tiempos de exposición se 

modificaron para cada anticuerpo en función de la intensidad de señal 

obtenida. 

3.11.-DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOFLUORESCENCIA 

Las células se sembraron en placa de 24 pocillos sobre cubreobjetos circulares. 

Una vez alcanzado el 60-90% de confluencia, se llevó a cabo la fijación con 

paraformaldehído al 4% (p/v) a temperatura ambiente durante 20 min. 

Posteriormente se incubó con Triton X-100 al 0,5% (v/v) a temperatura 

ambiente durante 4 min para permeabilizar las membranas plasmática y 

peroxisomal y permitir el acceso de los anticuerpos a este orgánulo. Tras cada 

paso se realizaron 3 lavados con PBS. 

Para realizar el marcaje de las proteínas de interés, los cubreobjetos se 

incubaron con FBS al 5% disuelto en PBS a temperatura ambiente durante 

30 min, con el fin de bloquear los sitios de unión inespecíficos de los 

anticuerpos. Posteriormente los cubreobjetos se incubaron a temperatura 

ambiente durante 1 h con los anticuerpos primarios deseados preparados en 
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PBS (Tabla MM5). A continuación se realizaron tres lavados de 10 min con 

PBS para retirar el exceso de anticuerpo primario, y se llevó a cabo la 

incubación con los anticuerpos secundarios correspondientes (anti-IgG de 

ratón o conejo conjugado con Alexa Fluor-488® o Alexa Fluor-594®; dilución 

1:1000), así como con DAPI (dilución 1:5000) para teñir los núcleos, durante 

1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizaron nuevamente tres 

lavados de 10 min con PBS, y se colocaron los cubres sobre portaobjetos de 

cristal con medio de montaje, de tal forma que la superficie con las células 

fijadas quede en contacto con el portaobjetos y el medio de montaje. Se 

sellaron las uniones con esmalte de uñas, que se dejó secar durante 1 h en 

oscuridad, y los portaobjetos se conservaron a 4°C hasta que se realizaron las 

fotografías de fluorescencia en un microscopio confocal.  

Tabla MM5.- Anticuerpos primarios y condiciones utilizadas para la detección de proteínas 

mediante inmunofluorescencia. 

Antígeno Especie de origen Dilución 

ACOX2 Oryctolagus cuniculus 1:50 

Catalasa Mus musculus 1:500 

Na+/K+ ATPasa Mus musculus 1:100 

Na+/K+ ATPasa Oryctolagus cuniculus 1:100 

 

3.12.- DETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR INMUNOHISTOQUÍMICA 

La inmunotinción de ACOX2 y ACOX3 en secciones de 4 µm de biopsias de 

hígado embebidas en parafina (apartado 3.14.5) se realizó en un dispositivo 

automático Dako Omnis empleando el kit EnVisionTM FLEX, High pH del 

Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario Marqués de 

Valdecilla (Santander). La recuperación inicial del epítopo en las muestras se 

logró mediante incubación a pH 9 durante 30 min a 97°C. A continuación las 

preparaciones se incubaron durante 30 min con el anticuerpo primario (Tabla 

MM6), y se bloqueó la actividad peroxidasa endógena de forma previa a la 

incubación durante 20 min con anticuerpo secundario marcado con 

peroxidasa. Finalmente, se realizó una contratinción con hematoxilina.  
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Tabla MM6.- Anticuerpos primarios empleados para la detección de proteínas por 

inmunohistoquímica. 

Antígeno Especie de origen Dilución 

ACOX2 Oryctolagus cuniculus 1:100 

ACOX3 Oryctolagus cuniculus 1:75 

 

3.13.- DETERMINACIONES POR HPLC-MS/MS 

3.13.1.- Procesado de las muestras 

A todas las muestras se les añadió, previamente a su procesamiento, una 

cantidad conocida de ácido nor-desoxicólico (norDCA) en solución metanólica, 

que se utilizó como estándar interno para calcular la eficacia del 

procedimiento de extracción. Una vez obtenidos, los extractos en fase orgánica 

se llevaron a sequedad bajo corriente de aire y se resuspendieron en metanol 

para su inyección en el HPLC-MS/MS.  

3.13.1.1.- Tejido hepático 

Se pesaron 20-50 mg de hígado, que se homogeneizaron en agua ultrapura 

mediante un Bullet Blender Storm. Este homogenado se mezcló (1:3, v:v) con 

etanol absoluto y se incubó a 65°C durante 2 h, tras las cuales se centrifugó a 

3.500 rpm durante 15 min a 4°C, se decantó el sobrenadante, y se repitió el 

proceso con el precipitado. Ambos sobrenadantes se mezclaron y se 

evaporaron bajo corriente de aire hasta obtener un volumen de 1 ml, se añadió 

NaOH 0,1 N (1:4, v:v) y se purificó mediante cartuchos Sep-Pak con relleno 

de octadecilsilano (C18), extrayendo finalmente los ABs con metanol y 

llevando a sequedad. 

3.13.1.2.- Bilis 

Debido a su alto contenido en ABs y bajo en proteínas, la bilis no precisa un 

procesamiento de extracción previo al análisis. Las muestras se diluyeron 100 

veces en metanol y se inyectaron en el HPLC-MS/MS. 
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3.13.1.3.- Suero 

El procesado del suero puede realizarse siguiendo dos protocolos: 

- Empleando cartuchos C18: se mezclaron 2 ml de suero con NH4HCO3 

0,4 M (1:4, v:v) y se calentaron a 65°C durante 2 h. Posteriormente se 

centrifugó la mezcla a 3.500 rpm durante 10 min, y el sobrenadante se 

purificó mediante cartuchos Sep-Pak C18, eluyendo finalmente los ABs 

con metanol. 

- Empleando acetonitrilo: un volumen determinado de suero (200 µl para 

roedores, 400 µl para humanos) se mezcló con acetonitrilo (1:3, v:v), se 

agitó vigorosamente en vórtex durante 1 min y se centrifugó a 13.000 xg 

durante 15 min a 4°C. Tras decantar el sobrenadante, se repitió este 

proceso con el precipitado. Finalmente ambos sobrenadantes se 

mezclaron y se evaporaron hasta sequedad.  

3.13.1.4.- Medios de cultivo 

El medio de cultivo celular se mezcló (1:1, v:v con NH4HCO3 0,4 M y se calentó 

a 65°C para separar los ABs de su unión a proteínas, y se procesaron con 

cartuchos Sep-Pak C18, extrayendo finalmente con metanol. 

3.13.2.- Determinación de ABs 

La separación cromatográfica de los ABs se llevó a cabo en una columna de 

fase reversa de 15 cm de longitud, empleando como fase móvil una mezcla de 

agua con acetato de amonio 5 mM y ácido fórmico 0,01%; y metanol con 

acetato de amonio 5 mM y ácido fórmico 0,01%, a un flujo de 0,5 ml/min. Se 

trabajó utilizado un método de elución en gradiente, de tal forma que la 

proporción inicial era 73:27 de metanol:agua, incrementando la concentración 

de metanol de forma lineal durante 10 min hasta alcanzar el 93% de metanol, 

para retornar a las condiciones iniciales en 1 min y mantenerlas durante los 

5 min finales.  

La determinación de los ABs en el espectrómetro de masas de triple 

cuadrupolo se llevó a cabo utilizando ionización negativa, con el fin de obtener 

los aniones moleculares de cada uno de los analitos. Las condiciones de 
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trabajo para la fuente iónica fueron: temperatura del gas (N2) 350°C, flujo del 

gas 11 ml/min, presión del nebulizador 45 psi, voltaje 2.500 V. Se empleó el 

método de trabajo MRM, el cual utiliza el modo SIM, por el que se selecciona 

una relación m/z específica en ambos cuadrupolos y se sigue la transición de 

cada ion precursor (ion molecular - H+) a los respectivos iones producto. 

Debido a que se dispone de patrones comerciales de los ABs conocidos, este 

método permite la identificación y cuantificación de los mismos, ya que se 

conoce su tiempo de retención en el HPLC en las condiciones descritas, así 

como las relaciones m/z que presenta y sus transiciones. En el caso de los ABs 

glicoconjugados se monitorizó el ion producto 74 m/z, correspondiente a la 

glicina, mientras que para los tauroconjugados se siguió el ion producto 

80,2 m/z, correspondiente al grupo SO3
- de la taurina. Para los ABs libres, los 

cuales no presentan fragmentación del ion molecular, se sigue la transición 

de ion molecular a ion molecular, por ejemplo, de 407,1 m/z a 407,1 m/z en el 

caso del CA. La cuantificación de estas especies se llevó a cabo construyendo 

rectas patrón de cada analito usando un patrón comercial, en soluciones 

metanólicas con concentraciones entre 0,1 µM y 25 µM (229). 

3.13.3.- Determinación de 7α-hidroxi-4-colesten-3-ona (C4)  

Las muestras de suero para la determinación del intermediario de biosíntesis 

de ABs 7α-hidroxi-4-colesten-3-ona (C4) se procesaron utilizando una 

precipitación con acetonitrilo como se describe en el apartado 3.13.1.3.  

La separación cromatográfica se llevó a cabo en la misma columna en fase 

reversa y con las mismas fases móviles y flujo de trabajo empleados para la 

separación de ABs (apartado 3.13.2). Se utilizó un método de elución en 

gradiente con proporción inicial 80:20 de metanol:agua incrementando la 

proporción de forma lineal durante 4 min hasta alcanzar el 97% de metanol, 

que se mantenía hasta los 10 min. Posteriormente se incrementaba de nuevo 

la proporción de metanol hasta el 100% hasta el minuto 12, a partir del cual 

se vuelve a las condiciones iniciales para mantenerlas los 5 min finales.  

La determinación del C4 en el espectrómetro de masas de triple cuadrupolo 

se llevó a cabo utilizando ionización positiva. Las condiciones de trabajo para 
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la fuente iónica fueron: temperatura del gas (N2) 350°C, flujo del gas 

11 ml/min, presión del nebulizador 45 psi, voltaje 2.500 V. Se empleó el 

método de trabajo MRM, siguiendo las transiciones del ion molecular 401,3 

m/z a los iones producto 383,4 m/z, 177 m/z y 97,1 m/z La cuantificación se 

llevó a cabo construyendo una recta patrón con concentraciones entre 4 y 80 

mg/ml (230). 

3.14.- OTROS MÉTODOS ANALÍTICOS 

3.14.1.- Valoración de ácidos nucleicos 

La concentración de ácidos nucleicos se valoró espectrofotométricamente 

determinando la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en un 

NanoDrop 1000. El coeficiente de extinción se modificó en función del tipo de 

muestra. Para evaluar la posible contaminación con proteínas, solventes 

orgánicos, AEDT y otros compuestos, se determinó la relación de absorbancias 

a 260 nm y 280 nm (260/280), y 260 y 230 nm (260/230), respectivamente. 

3.14.2.- Valoración de proteínas totales 

La concentración total de proteínas en las diversas muestras se determinó 

empleando una modificación del método de Lowry realizada por Markwell 

(231), basado en la reducción de las proteínas con cobre en medio alcalino y la 

posterior reducción del ácido fosfomolíbdico fosfotúngstico, generando un 

producto de reacción que puede seguirse por espectrofotometría. Como patrón 

se utilizó BSA. 

3.14.3.- Determinación de marcadores bioquímicos hepáticos 

La determinación de parámetros bioquímicos hepáticos en las muestras de 

suero murino se realizó mediante un analizador automático de química seca 

Spotchem EZ SP-4430. 

3.14.4.- Determinación de la viabilidad celular  

Se utilizó el test de formazán. Esta técnica se fundamenta en la generación 

de formazán, un compuesto cuantificable por espectrofotometría, a partir de 

una sal de tetrazolio por acción de las deshidrogenasas mitocondriales. La 
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cantidad de formazán es directamente proporcional al número de células 

vivas en un cultivo. 

Así, en una placa de 96 pocillos se añadieron 110 µl de MTT a 0,5 mg/ml en 

medio de cultivo y se incubó la placa a 37°C durante 4 h. Posteriormente se 

añadieron 100 µl de SDS al 10% en HCl 0,01 M y se mantuvo en incubación a 

37°C durante 16 h. Finalmente se llevó a cabo la determinación de la 

absorbancia del formazán a 595 nm por espectrofotometría en un lector de 

ELISA. 

3.14.5.- Estudios histológicos 

Las biopsias hepáticas de pacientes se procesaron de forma rutinaria (232) en 

el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario Marqués de 

Valdecilla. Se fijaron con formalina neutra al 10% y se incrustaron en 

parafina. Se tiñeron secciones seriadas (4 µm) o secciones en espejo con 

hematoxilina y eosina o tricrómico de Masson. Los hallazgos histopatológicos 

y el estadio de la fibrosis fueron calificados por un patólogo experto utilizando 

los índices de Knodell y Scheuer.  

Los cortes de hígado de ratón (5 µm) se realizaron en un criostato, se fijaron 

a un cubreobjetos mediante presión y se conservaron a -80°C hasta su uso. Se 

llevó a cabo una fijación con paraformaldehído al 4% previa a la tinción con 

hematoxilina-eosina. Seguidamente se deshidrataron por incubación en 

soluciones de alcohol-xilol de porcentaje creciente, y se montaron con entellán 

para su estudio mediante microscopio óptico. 

3.15.- ESTUDIOS IN SILICO 

Estos estudios se realizaron en el contexto de una colaboración con el 

Dr. Matías Ávila. Los datos transcriptómicos de alto rendimiento se 

descargaron de las siguientes bases de datos: GSE105127, GSE115193, 

GSE126848 (233) y GSE130970 (234) en formato fastq utilizando el software 

SRAToolkit versión 2.11.0 (235). Las secuencias se filtraron utilizando 

TrimGalore versión 0.6.0 con Cutadapt versión 1.18 (236). El mapeo se llevó 

a cabo utilizando el software STAR versión 020201 (237) sobre la versión 
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GRCh38.p14 del genoma humano (238). El recuento de lecturas se realizó con 

HTseq versión 0.11.0 (239) y se normalizó con EdgeR versión 3.28.1 (240) en 

R versión 3.6.3 (241). Como método de normalización se seleccionó la media 

recortada de los valores M (Trimmed mean of M-values, TMM), junto con el 

filtrado de genes de baja expresión para el análisis de la expresión génica 

diferencial.  

3.16.- ESTUDIO DE VALIDACIÓN 

Mediante una colaboración con los Drs. Josepmaría Argemí y Ramón 

Bataller, se llevó a cabo un estudio de validación de los resultados obtenidos 

en el estudio in silico empleando los datos de una cohorte de pacientes 

analizada recientemente por ellos (242). Se incluyeron muestras de hígado 

humano de los siguientes grupos de pacientes: individuos no enfermos control 

(n=10); pacientes con enfermedad de hígado graso no alcohólico (NAFLD) 

(n=9); pacientes con infección por virus de hepatitis C (VHC) no cirrótica 

(n=10); pacientes con cirrosis compensada asociada a infección por VHC (n=9); 

pacientes con esteatohepatitis alcohólica (ASH) temprana, que no eran obesos 

y presentaban una elevada ingesta de alcohol, leve elevación de las 

transaminasas y criterios histológicos de esteatohepatitis (n=12); pacientes 

con hepatitis alcohólica (AH) confirmada histológicamente que padecían un 

estado leve (n=11) o severo (n=18), a los que se les realizó una biopsia previa 

a cualquier tratamiento; pacientes con AH que se sometieron a un trasplante 

precoz, de los que se recogieron muestras de los explantes hepáticos (n=11). 

Los pacientes con enfermedades malignas se excluyeron de este estudio.  

La extracción de ARN total de tejido hepático congelado se llevó a cabo 

mediante la separación por fenol/cloroformo. La pureza y la calidad del ARN 

se evaluaron mediante electroforesis automatizada (Bioanalyzer, Agilent). La 

secuenciación fue de extremo emparejado (2 Å~ 100 pb) y multiplexada, y se 

realizó utilizando la plataforma Illumina HiSeq2000. Las bibliotecas de datos 

se construyeron utilizando TruSeq Stranded Total RNA Ribo-Zero GOLD 

(Illumina). Noventa y cuatro muestras secuenciadas por pares obtuvieron una 

media de 36,9 millones de lecturas totales, con 32,5 millones (88%) mapeadas 
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en base a la referencia GRCh37/hg19 (243). La alineación de las lecturas 

cortas se realizó mediante el algoritmo de alineación STAR utilizando los 

parámetros por defecto (237). Para cuantificar la expresión a partir de los 

mapeos del transcriptoma se empleó el software RSEM (244). 
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La hipertransaminasemia es una condición frecuente en muchas patologías 

hepáticas. No obstante, en un 15% de los casos no se llega a diagnosticar su 

causa (273). Además, la identificación de la etiología en pacientes pediátricos 

con niveles elevados de transaminasas es especialmente difícil debido a la 

habitual falta de otras manifestaciones clínicas frecuentes. Dado que en 

nuestro grupo de investigación habíamos descrito la presencia de la mutación 

p.Arg225Trp en ACOX2 como la causa de hipertransaminasemia idiopática 

persistente en un adolescente, nos planteamos que las alteraciones en esta 

enzima peroxisomal podían estar implicadas en la aparición de otros casos de 

hipertransaminasemia no filiada. Así, establecimos colaboraciones con 

investigadores clínicos de distintos hospitales nacionales e internacionales 

con el fin de llevar a cabo una búsqueda activa de posibles candidatos a 

padecer HADA.  

5.1.1.- Identificación de nuevos casos de HADA 

En este estudio reclutamos un total de 33 pacientes con 

hipertransaminasemia persistente de origen desconocido (Figura R31), tras 

descartar las causas más frecuentes de hipertransaminasemia (hepatitis viral 

o alcohólica, daño metabólico hepático, hepatitis autoinmune, 

hemocromatosis, enfermedad de Wilson, déficit de α1-antitripsina y colestasis 

obstructiva). Catorce de estos sujetos presentaban hipercolanemia (ABs 

totales ≥10 µM), lo que sugiere la existencia de un cierto grado de colestasis. 

Entre el resto de individuos normocolanémicos, encontramos una relación 

ABs C27/ABs C24 >1 en cuatro sujetos, los cuales consideramos como posibles 

casos de HADA (Tabla R1; Figura R32). Posteriormente analizamos el perfil 

de ABs en trece familiares de estos pacientes. Entre ellos encontramos otros 

tres individuos con elevados niveles de ABs C27 junto con alteraciones 

genéticas asociadas a defectos funcionales en ACOX2 (Tabla R1; Figura R32). 

No observamos alteraciones en los niveles séricos de C4, un marcador sérico 

de la tasa de biosíntesis de ABs a través de la vía clásica o neutra, en aquellos 

casos en los que se pudo determinar este valor (Tabla R1). 
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Figura R31.- Origen geográfico de las muestras de pacientes con hipertransaminasemia 

idiopática (A). Valores de transaminasas de los pacientes incluidos en el estudio (B). ALT: 

alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa. 

 

5.1.1.1.- Caso 1 

Se trataba de un varón de 17 años que fue atendido en la Unidad de 

Hepatología del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander) en 

2010 aquejado de astenia moderada y persistente de causa desconocida, con 

un historial de hipertransaminasemia inexplicable (Tabla Anexo 1). La 

exploración mediante ecografía abdominal mostró una morfología y tamaño 

del hígado y el árbol biliar normales. En la biopsia hepática se observó la 

presencia de un engrosamiento fibroso portal con fibrosis focal en puentes 

porto-portales y un mínimo componente inflamatorio portal, por lo que el 

paciente fue diagnosticado de hepatitis autoinmune seronegativa. Se le 

prescribió terapia inmunosupresora que se continuó durante 10 años, a lo 

largo de los cuales el tratamiento fue modificado en varias ocasiones. Sin 

embargo, la hipertransaminasemia no desapareció durante este periodo, 

poniendo de manifiesto la necesidad de una nueva evaluación clínica, que se 

llevó a cabo en 2019. 
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Se volvieron a descartar todas las causas comunes de daño hepático y 

alteraciones biliares, y se realizó una nueva biopsia hepática que no aportó 

información adicional (Figura R33-A, B). El análisis de la historia clínica 

mostró que la aparición de la hipertransaminasemia había sido posterior y 

cercana en el tiempo al tratamiento de una torsión testicular con 

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), lo cual guardaba cierta similitud 

con el primer caso descrito de deficiencia de ACOX2 (220), por lo que el clínico 

especialista que llevaba el caso sospechó de una posible alteración en la 

biosíntesis de los ABs e inició una terapia con UDCA, que ha mostrado su 

utilidad en patologías hepatobiliares (156). Tras tres semanas de tratamiento, 

los niveles de transaminasas volvieron a rangos normales y la astenia mejoró.  

Tras este hallazgo, realizamos un análisis de especies moleculares de ABs en 

el suero del paciente que mostró una elevada proporción de ABs C27 

(Tabla R1). Mediante el análisis genético de la ORF completa de ACOX2 

encontramos la presencia en homocigosis de la variante c.673C>T 

(p.Arg225Trp) previamente descrita (222). Posteriormente estudiamos la 

familia del paciente, y determinamos que tanto su hermano como su madre y 

uno de sus tíos maternos presentaban acumulación de ABs C27 en suero y 

eran portadores homocigotos de la misma variante de ACOX2 (Tabla R1, 

Figura R32, Tabla Anexo 2). Cabe destacar que a estos tres pacientes se les 

había extirpado la vesícula biliar en el pasado debido a la aparición de 

colelitiasis complicadas. Los análisis séricos de bioquímica hepática del tío 

mostraron una marcada hipertransaminasemia (ALT: 131 UI/l; AST: 68 UI/l), 

por lo que se le prescribió el tratamiento con UDCA. Esta intervención 

devolvió las transaminasas a niveles normales pasadas tres semanas (ALT: 

27 UI/l; AST: 19 UI/l), valores que se mantenían a los 6 meses de tratamiento 

(ALT: 17 UI/l; AST: 20 UI/l) a pesar de que la proporción de ABs C27 respecto 

de los ABs endógenos totales seguía elevada (Tabla R1, Figura R32). Por el 

contrario, el padre del paciente resultó ser portador heterocigoto de la 

mutación de ACOX2, y su tía no portaba ninguna variante para esta enzima. 

En ninguno de estos dos individuos encontramos acumulación de 

intermediarios C27 en suero (Figura R32, Tabla Anexo 2).  
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Figura R32.- Árbol genealógico de los pacientes con hipertransaminasemia asociada a 

deficiencia de ACOX2 (HADA) (columna izquierda) y proporción de las concentraciones 

plasmáticas de ácidos biliares maduros (ABs C24) e inmaduros (ABs C27) (columna derecha). 

En los pacientes tratados con ácido ursodesoxicólico (UDCA, 12 o 15 mg/kg/día), esta especie 

molecular y sus conjugados no se consideraron en el cálculo de las concentraciones. 
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5.1.1.2.- Caso 2 

Se trataba de un varón de 17 años con historial clínico de 

hipetransaminasemia desde el primer año de vida (Tabla Anexo 3). Había sido 

diagnosticado de déficit de hormona del crecimiento y tratado con 

somatotropina, y su seguimiento fue realizado por su pediatra hasta que fue 

derivado en 2020 a la Unidad de Hepatología del Hospital Universitario 

Marqués de Valdecilla. Tras descartar otras causas frecuentes de 

hipertransaminasemia, y otras condiciones más raras como la deficiencia de 

lipasa lisosomal ácida, se realizó una ecografía abdominal junto con una 

colangiopancreatografía por resonancia magnética nuclear, las cuales no 

mostraron hallazgos relevantes. El estudio de la arquitectura hepática en la 

biopsia únicamente reveló una ligera dilatación sinusoidal y una mínima 

fibrosis venosa central (Figura R33-C, D). 

El análisis del perfil sérico de ABs del paciente reveló una proporción elevada 

de ABs C27 (Tabla R1, Figura R32). Además, este individuo resultó ser 

homocigoto para la variante c.673C>T (p.Arg225Trp) de ACOX2 (Figura R32).  

Dada la efectividad del UDCA observada en el caso 1, este paciente comenzó 

a recibir el mismo tratamiento, consiguiendo que las transaminasas 

alcanzaran niveles normales a las tres semanas (Tabla Anexo 3) junto con 

una menor proporción de ABs C27 respecto del total de ABs endógenos 

(Figura R32). No obstante, a pesar de que los niveles de transaminasas se 

mantenían dentro del rango normal a los seis meses desde el inicio del 

tratamiento, los niveles de intermediarios C27 se mantuvieron elevados, 

incluso mayores que antes de iniciar el mismo. 

Los perfiles séricos de ABs de los familiares de este paciente eran normales. 

Los niveles plasmáticos de ABs C24 de la madre y el hermano se encontraban 

también dentro de los rangos normales. Sin embargo, el padre presentaba 

hipercolanemia (22 µM), con un incremento en los niveles de todas las 

especies moleculares de ABs pero sin una proporción elevada de 

intermediarios C27 respecto de ABs C24 maduros (Figura R32, Tabla Anexo 4). 
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Figura R33.- Tinción con hematoxilina-eosina (A, C, E, G) y tricrómico de Mason (B, D, F, 

H) en biopsias hepáticas de los pacientes 1 (A, B), 2 (C, D), 3 (E, F) y 4 (G, H). Las imágenes 

fueron obtenidas por microscopía óptica con un objetivo de 20X. La barra de escala indica 

50 µm. 
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Este varón de 15 años había sido mantenido en seguimiento por el Hospital 

Santa Creu i Sant Pau (Barcelona) por hipertransaminasemia asociada a 
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d’Hebron (Barcelona). Inicialmente se descartaron todas las causas 

frecuentes de hipertransaminasemia, así como las alteraciones en el 

metabolismo de ABs con mayor prevalencia. La exploración abdominal 

mediante ecografía mostró una discreta hiperecogenicidad hepática, y en el 

análisis de la biopsia hepática se observó una fibrosis leve (Figura R33-E, F). 

Por decisión de su médico, el paciente comenzó un tratamiento empírico con 

UDCA antes de que se diagnosticara HADA, el cual provocó la normalización 

de los niveles de transaminasas séricas junto con la desaparición de los 

síntomas (Tabla Anexo 5).  

El primer análisis del perfil de especies moleculares de ABs en suero, 

realizado 41 meses después de iniciado el tratamiento con UDCA, reveló una 

proporción elevada de ABs C27 respecto del total (Figura R32). Además, en el 

análisis genético de la ORF de ACOX2 se encontraron dos variantes en 

heterocigosis, cada una presumiblemente en un alelo diferente ya que no se 

detectó ningún alelo normal: la variante c.673C>T y la deleción de 

4 nucleótidos c.456_459del (Figura R32), que genera el mismo cambio a nivel 

proteico (p.Thr154fs) que la variante de ACOX2 c.461_464del, descrita 

previamente por Ferdinandusse et al. (213). En los estudios de funcionalidad 

hepática y de perfil de ABs realizados seis meses más tarde observamos que 

se mantenían los niveles normales de transaminasas mientras que el perfil 

de ABs permanecía alterado (Tabla R1, Figura R32 y Tabla Anexo 5). 

El estudio genético de la familia del paciente mostró que el hermano 

presentaba la secuencia silvestre de ACOX2 en homocigosis, mientras que el 

padre era portador heterocigoto de c.456_459del (p.Thr154fs) y la madre 

portaba la variante c.673C>T (p.Arg225Trp) en heterocigosis (Figura R32). 

Su perfil plasmático de ABs era normal (Figura R32, Tabla Anexo 6), con 

valores de ABs maduros e intermediarios C27 dentro de los rangos habituales.  

5.1.1.4.- Caso 4 

Se trataba de un varón de 7 años de edad con estenosis mitral moderada e 

insuficiencia aórtica moderada-severa, junto con un leve retraso del 

desarrollo e hipetransaminasemia intermitente (Tabla Anexo 7). Su 



CAPÍTULO II: RESULTADOS 

121 

seguimiento fue realizado en la Unidad de Hepatología Pediátrica y 

Trasplante Hepático del Hospital Vall d’Hebron, donde se descartaron otras 

posibles causas de enfermedad hepática. La ecografía mostró una leve 

hiperecogenicidad hepática, mientras que en la biopsia de tejido hepático se 

observó una morfología hepatocitaria levemente poligonal, sin otras 

alteraciones destacables (Figura R33-G, H). Debido a la afectación 

multiorgánica, se realizó un estudio de secuenciación del exoma completo, el 

cual mostró la presencia en heterocigosis de las dos variantes de ACOX2 

descritas en el caso 3, a saber c.673C>T (p.Arg225Trp) y c.456_459del 

(p.Thr154fs) (Figura R32). El análisis del perfil de ABs en suero confirmó la 

alteración en ACOX2 por la acumulación elevada de ABs C27. Tras el 

diagnóstico de HADA, el paciente comenzó un tratamiento con UDCA que 

condujo a la normalización de los niveles de transaminasas (Tabla Anexo 7) y 

una reducción parcial de la proporción de los niveles de ABs C27 plasmáticos 

(Figura R32).  

El estudio genético de los familiares directos del paciente mostró que su padre 

era portador de la variante c.456_459del (p.Thr154fs) en heterocigosis, 

mientras que la madre era heterocigota para c.673C>T (p.Arg225Trp). 

Además, mediante el análisis del perfil sérico de ABs mostró que los niveles 

de ABs C24 y C27 se encontraban en ambos dentro de los rangos normales 

(Tabla Anexo 8).  

5.1.1.5.- Caso 5 

Esta paciente era una adolescente de 14 años cuyo caso fue seguido en el 

Hospital de los Valles (Quito, Ecuador). Presentaba historial clínico de 6 años 

de evolución de vasculitis en las extremidades, comunicación auricular y 

esplenomegalia con un volumen de 80 cm3. Además, se observó una 

hipertransaminasemia fluctuante que alcanzó valores de 500 UI/l para ALT 

y 2000 UI/l para AST, con valores de 2,3 mg/dl de bilirrubina total y 1,6 mg/dl 

de bilirrubina directa. En su historial no figuran sospechas de otras posibles 

causas de hepatopatías como hepatitis vírica. Mediante análisis exómico 

completo se determinó la ausencia de cualquier modificación genómica 
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destacable, salvo por la presencia de una variante poco frecuente y en 

homocigosis de ACOX2, c.1719G>A (p.Arg574Hys), que es muy similar a otra 

variante de ACOX2 para la que se habría predicho una posible repercusión 

funcional (221). Los padres negaron consanguineidad, y los datos obtenidos 

en el exoma parecen corroborarlo. En los meses posteriores a la realización 

del análisis del exoma, la paciente desarrolló pancitopenia severa con fallo 

renal agudo con desenlace fatal. Una biopsia post mortem de brazo reveló un 

posible diagnóstico de poliarteritis nodosa. Debido a la imposibilidad de 

recibir en nuestro laboratorio una muestra de suero, no se pudo confirmar si 

la paciente presentaba niveles séricos elevados de ABs C27. Aunque la 

presencia de la mutación p.Arg574Hys en ACOX2 sugiere un posible 

diagnóstico de HADA, la presentación clínica tan agresiva apunta hacia la 

existencia de otras patologías concomitantes no diagnosticadas.  

5.1.1.6.- Estudios de inmunohistoquímica 

El acceso a biopsias de alguno de estos pacientes permitió evaluar la 

expresión de la proteína ACOX2 en su tejido hepático. Mediante análisis por 

inmunohistoquímica pudimos comprobar que, a diferencia de las muestras de 

tejido obtenidas de pacientes con otras hepatopatías, como enfermedad de 

hígado graso metabólica (MAFLD) y cirrosis alcohólica, donde se observaba 

una expresión de ACOX2 abundante en los hepatocitos y localizada 

principalmente en estructuras vesiculares (Figura R34-A, B), el hígado de los 

pacientes con HADA presentaba ausencia total de tinción para ACOX2 

(Figura R34-C a F). Como control positivo analizamos la expresión de ACOX3, 

otra acil-CoA oxidasa de la misma familia que también se expresa en los 

peroxisomas. En todos los pacientes diagnosticados de HADA detectamos la 

presencia de esta acil-CoA oxidasa (Figura R35) que sin embargo carece de 

capacidad para metabolizar ABs C27 (213).  
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Figura R34.- Expresión de ACOX2 mediante análisis por inmunohistoquímica de biopsias 

hepáticas de pacientes con MAFLD F1 (A) y cirrosis alcohólica (B) utilizadas como control; y 

en biopsias hepáticas del paciente 1 (C), paciente 2 (D), paciente 3 (E) y paciente 4 (F) 

diagnosticados de hipertransaminasemia asociada a deficiencia de ACOX2 (HADA). Las 

imágenes fueron obtenidas por microscopía óptica con un objetivo de 20x. La barra de escala 

indica 50 µm. 
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Figura R35.- Expresión de ACOX3 mediante análisis por inmunohistoquímica de biopsias 

hepáticas de pacientes con MAFLD F1 (A) y cirrosis alcohólica (B) utilizadas como control; y 

en biopsias hepáticas del paciente 1 (C), paciente 2 (D), paciente 3 (E) y paciente 4 (F) 

diagnosticados de hipertransaminasemia asociada a deficiencia de ACOX2 (HADA). Las 

imágenes fueron obtenidas por microscopía óptica con un objetivo de 20x. La barra de escala 

indica 50 µm.  

 

5.1.2.- Papel del UDCA sobre la toxicidad mediada por el THCA 

Dado que el UDCA ha resultado ser un tratamiento eficaz para la disminución 

de los niveles de transaminasas de los pacientes diagnosticados de HADA, nos 

planteamos estudiar su mecanismo de acción farmacológica frente al daño 

hepático inducido por la acumulación de ABs C27 en esta patología.  

Antes de abordar el estudio in vitro del efecto del UDCA sobre la toxicidad 

inducida por ABs C27, decidimos investigar el mecanismo por el que uno de 

estos ABs, el THCA, penetra en las células hepáticas. Para ello, estudiamos 

la captación de THCA y otros ABs por células hepáticas HuH-7 en ausencia o 
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Figura R36.- Captación de ácido glicocólico (GCA) (A), cólico (CA) (B), trihidroxicolestanoico 

(THCA) (C) y taurocólico (TCA) por células HuH-7 silvestres. Las células se incubaron con 

GCA, CA o THCA 50 µM, en presencia o ausencia de TCA 250 µM durante 1 hora. La 

concentración de ácidos biliares (ABs) en los lisados celulares se determinó por 

HPLC-MS/MS. Los valores representan la media±SD de 8 determinaciones realizadas en 

cuatro cultivos diferentes. *, p<0,05 comparando la captación en presencia y ausencia de TCA 

mediante el test de t de Student para valores apareados.  

 

ABs (274,275). Como muestra la Figura R36, las células fueron capaces de 

captar tanto los ABs C24 GCA y CA como el THCA. Sin embargo, mientras que 

el transporte de GCA y CA era inhibido por el TCA, que también se captaba 

por las células HuH-7, la captación de THCA, que era mayor en comparación 

con la de los otros ABs, no se vio afectada por la presencia de TCA 

(Figura R36-C), lo que sugería que ésta no estaba mediada por los 

transportadores habituales de entrada de ABs en las células hepáticas. Para 

confirmar esta hipótesis, realizamos ensayos de captación análogos a los 

anteriores empleando sublíneas celulares derivadas de células CHO pero con 

expresión estable de los transportadores humanos NTCP, OATP1B1 y 
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líneas celulares empleadas se observó una captación sustancial de THCA, que 

sólo se incrementó ligeramente en las células con expresión de NTCP, aunque 

la presencia de TCA no consiguió inhibir la entrada de THCA en estas células.  
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Figura R37.- Captación de ácido glicocólico (GCA), taurocólico (TCA), cólico (CA) y 

trihidroxicolestanoico (THCA) por células de ovario de hámster chino (CHO) silvestres o con 

expresión estable de NTCP (A), OATP1B1 (B) o OATP1B3 (C). Las células se incubaron con 

GCA, CA o THCA 50 µM, en presencia o ausencia de TCA 250 µM durante 1 hora. La 

concentración de ácidos biliares (ABs) en los lisados celulares se determinó por 

HPLC-MS/MS. Los valores representan la media±SD de 8 determinaciones realizadas en 

cuatro cultivos diferentes. *, p<0,05 comparando las células con o sin expresión de 

transportadores mediante el test de t de Student para valores apareados; †, p<0,05 

comparando la captación en presencia y ausencia de TCA mediante el test de t de Student 

para valores apareados.  
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La generación de estrés oxidativo es uno de los mecanismos de toxicidad 

descritos para los intermediarios C27 de la biosíntesis de ABs (276). Puesto 

que el UDCA es un conocido antioxidante (277) decidimos estudiar su efecto 

sobre la producción de ROS mediada por THCA en la línea celular HuH-7, 

sensible a este compuesto (221). Los niveles de estrés oxidativo se 

incrementaron en estas células en presencia de THCA, un efecto que no 

disminuyó por la presencia en el medio de cultivo de UDCA (Figura R38). 

Asimismo, estudiamos el posible efecto protector del UDCA sobre la apoptosis 

inducida por THCA (276) en las células HuH-7 mediante el análisis de la 

expresión de ARNm de los marcadores de activación de la apoptosis BAXα y 

BCL2. El tratamiento con THCA provocó un aumento significativo de los 

niveles de ARNm de BAXα, el cual no se redujo en presencia de UDCA 

(Figura R39-A). Por otro lado, BCL2 apenas se expresaba en estas células, por 

lo que los efectos del tratamiento sobre este factor apenas fueron perceptibles 

(Figura R39-B). 

 

Figura R38.- Efecto del ácido ursodesoxicólico (UDCA) sobre el incremento del estrés 

oxidativo provocado por el ácido trihidroxicolestanoico (THCA) en células HuH-7. Las células 

se incubaron durante 16 h con 250 µM de los distintos ABs. El incremento de la fluorescencia 

celular se determinó por citometría de flujo tras incubar las células con 

diclorodihidrofluoresceína diacetato. Los valores representan la media±SD de 6 

determinaciones realizadas en tres cultivos diferentes. *, p<0,05, comparado con el Control 

mediante el test de t de Student para valores apareados.  
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Figura R39.- Efecto del ácido ursodesoxicólico (UDCA) sobre el incremento de los niveles de 

ARNm de BAXα (A) y BCL2 (B) provocado por el ácido trihidroxicolestanoico (THCA) en 

células HuH-7. Las células se incubaron durante 24 h con 250 µM de los distintos ABs. Los 

valores representan la media±SD de 4 determinaciones realizadas en dos cultivos diferentes. 

*, p<0,05, comparado con el Control mediante el test de t de Student para valores apareados.  

 

Finalmente, decidimos evaluar si el UDCA tenía efecto sobre la disminución 

de la viabilidad celular provocada por el THCA. Para ello, empleamos 

poblaciones monoclonales de células HuH-7 con sobreexpresión de la variante 

silvestre (WT) o la variante p.Arg225Trp (V1) de ACOX2 generadas en 

estudios previos de nuestro grupo de investigación (221). La exposición de 

estas líneas celulares al THCA mostró que la sobreexpresión de ACOX2-WT 

protegía de la citotoxicidad provocada por este AB C27, el cuál en las células 

con ACOX2-V1 provocaba una caída de la viabilidad similar a la que inducía 

en las células control (Mock). Nuevamente, la incubación con UDCA no tuvo 

efecto sobre la muerte celular inducida por el THCA (Figura R40).  
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Figura R40.- Efecto del ácido ursodesoxicólico (UDCA) sobre la disminución de la viabilidad 

celular provocada por el ácido trihidroxicolestanoico (THCA) en células HuH-7 con 

sobreexpresión de ACOX2 silvestre (ACOX2-WT), la variante p.Arg225Trp de ACOX2 

(ACOX2-V1) o transducidas con lentivirus control (Mock). Las células se incubaron con 

250 µM de los distintos ABs, y la viabilidad celular tras 72 h se determinó por el test MTT-

formazán. Los valores representan la media±SD de 9 determinaciones realizadas en tres 

cultivos diferentes. *, p<0,05, comparado con las células Mock sin tratar (Control Mock) 

mediante el test de t de Student para valores apareados.  
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CONCLUSIÓN PRIMERA: 

En un estudio multicéntrico, llevado a cabo en 12 hospitales, en los que se han 

reclutado 33 pacientes con elevación idiopática de transaminasas y 13 de sus 

familiares directos, hemos detectado 7 nuevos casos del cuadro que 

denominamos HADA (hipertransaminasemia asociada a deficiencia de 

ACOX2). Los pacientes con HADA presentan acumulación plasmática de 

intermediarios C27 de la biosíntesis de los ABs, que predominan sobre las 

especies moleculares de ABs maduros C24. La clínica de esta condición 

patológica es muy heterogénea, habiéndose encontrado desde pacientes 

asintomáticos hasta alteraciones gastrointestinales, cardíacas y posible daño 

hepático inducido por fármacos. 

CONCLUSIÓN SEGUNDA: 

En los pacientes con HADA, la presencia de la variante p.Arg225Trp de 

ACOX2 en homocigosis, o en heterocigosis combinada con la variante 

p.Thr154fs, se asocia con una marcada disminución de la expresión de ACOX2 

en tejido hepático. Sin embargo, la mutación p.Arg574Hys no altera la 

capacidad metabólica de ACOX2, por lo que es probable que su presencia no 

cause HADA. 

CONCLUSIÓN TERCERA: 

El tratamiento con UDCA de los pacientes con HADA consigue normalizar 

sus niveles plasmáticos de transaminasas. El efecto beneficioso del UDCA no 

se debe a una acción antioxidante ni antiapoptótica directa sobre los 

hepatocitos, ni a la inhibición de la biosíntesis endógena de intermediarios 

C27 por parte de las células hepáticas. 

CONCLUSIÓN CUARTA: 

En varias hepatopatías frecuentes de tipo inflamatorio existe una correlación 

inversa entre los niveles hepáticos de ARNm de OSM y de los genes 

codificantes para las enzimas ACOX2 y BAAT, pero no de CYP7A1. Las 

variaciones en la expresión de ACOX2 o BAAT no se relacionan con los 

cambios en la expresión de CYP7A1, lo que sugiere la existencia de una 
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regulación diferencial in vivo entre estas enzimas implicadas en la biosíntesis 

de ABs. 

CONCLUSIÓN QUINTA: 

Los estudios realizados in vitro revelan la existencia de interconexiones en la 

regulación de la expresión de estas enzimas. Así, en células hepáticas en 

cultivo, la OSM reprime la expresión de ACOX2 y BAAT. Además, el factor 

de transcripción hepático HNF4α, que promueve la actividad transcripcional 

del promotor de CYP7A1, también parece estar implicado en la regulación de 

la expresión de ACOX2 y BAAT. Mientras que el mediador FGF19, que juega 

un papel clave en la regulación de la tasa de síntesis de los ABs a través de 

su acción represora de CYP7A1, también inhibe la expresión y actividad de 

ACOX2, pero no la de BAAT. 

CONCLUSIÓN SEXTA: 

Mediante tecnología CRISPR/Cas9 se han desarrollado modelos animales de 

déficit de Acox2. Los ratones homocigotos para la mutación p.Arg225Trp 

Acox2 y los knock-out para Acox2 carecen de expresión de Acox2 en hígado y 

acumulan ABs C27 en plasma, hígado y bilis aunque, a diferencia de lo que 

ocurre en los pacientes con HADA, los ABs C24 siguen predominando sobre los 

precursores C27, lo que indica que la función de acortamiento de la cadena 

lateral en los peroxisomas a través de ACOX2 es cuantitativamente más 

relevante en humanos que en ratones. 

CONCLUSIÓN SÉPTIMA: 

Los ratones con déficit de Acox2 no presentan alteraciones en la bioquímica 

ni en la histología hepáticas en condiciones basales, ni tampoco un mayor 

daño hepático inducido por fármacos, en comparación con los animales 

silvestres, lo que puede deberse a que los niveles de intermediarios C27 no son 

lo suficientemente elevados en este modelo como para causar un aumento de 

la vulnerabilidad hepática frente a diferentes noxas. Además, el pool de ABs 

C24 se encuentra a niveles elevados, próximos a los normales, y en el ratón 

contiene especies muy hidrofílicas que podrían ejercer una acción 

hepatoprotectora.
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