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RESUMEN

La enfermedad del higado graso no alcohdlico es una enferme-
dad inflamatoria hepética de caracter crénico de gran relevancia
en la actualidad por su fuerte asociacién con enfermedades de in-
cidencia creciente como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2.
En este trabajo se recoge buena parte del conocimiento existente
sobre los mecanismos moleculares implicados en el establecimien-
to de la esteatosis hepatica, el primer estadio de la enfermedad, y
en su progreso a esteatohepatitis. Se ha prestado una atencion es-
pecial al higado graso asociado a la obesidad, clinica y experimen-
tal. En este caso, se valora la rata fa/fa, un modelo animal de obe-
sidad con rasgos fenotipicos similares a los de la obesidad
humana, incluyendo la resistencia a la insulina y la dislipemia. La
esteatosis hepética se revela como una situacion compleja, emi-
nentemente metabdlica, en la que se simultanean procesos meta-
bélicos aparentemente contradictorios, asi como estrés oxidativo,
estrés de reticulo endoplasmatico, disfuncion mitocondrial y des-
censo en la expresion de genes de supervivencia. En buena medi-
da, en su base se sitlian sefiales extrahepéticas, como las produci-
das en una situacion de resistencia periférica a la insulina asociada
a un aumento de la masa adiposa y de acidos grasos libres sistémi-
cos, e internas, causantes de un desajuste de las funciones glucos-
tatica v lipidostética del higado y de una mayor vulnerabilidad a
otras agresiones.

Palabras clave: Lipogénesis. Resistencia a la insulina. Desregu-
lacién metabolica. Higado graso no alcohdlico.

ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease is a chronic inflammation liver
condition that is currently highly relevant because of its strong as-
sociation with increasingly incident diseases such as obesity and
type-2 diabetes mellitus. The primary purpose of this paper is to
discuss the best part of current knowledge on the molecular mech-
anisms involved in hepatic steatosis development, the condition’s
initial stage, and on progression to steatohepatitis. Special atten-
tion has been paid to clinical and experimental obesity-related fat-
ty liver. In the latter, the fa/fa rat is assessed, which constitutes an
animal model for obesity with phenotype features similar to hu-
man obesity, including insulin resistance and dyslipemia. Hepatic
steatosis is a complex, mainly metabolic condition where appar-
ently non-compatible metabolic processes concur, in addition to
oxidative stress, endoplasmic reticulum stress, mitochondrial dys-
function, and decreased expression of survival genes. Extrahepatic
signals underlie the disorder, such as those arising from peripheral
insulin resistance associated with an increase in adipose mass and
systemic free fatty acids, together with intrahepatic signals leading
to derangement of liver glycostatic and lipidostatic functions, as
well as to greater vulnerability to other aggressions.

Key words: Lipogenesis. Insulin resistance. Metabolic deregula-
tion. Non-alcoholic fatty liver.
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INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHG-
NA) (1-6) es una enfermedad inflamatoria hepdtica de
cardcter crénico que engloba un espectro de patologias
que van desde la acumulacion simple de grasa o esteato-
sis hepatica, hasta fases finales de la enfermedad como la
cirrosis, pasando por la esteatohepatitis no alcohdlica
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(EHNA) y la fibrosis (7-12). La esteatosis hepdtica se ha
considerado histéricamente una condicién benigna, re-
versible, asintomdtica y con pocas complicaciones clini-
cas asociadas (11,13,14). Sin embargo, es una condicién
obligada para el desarrollo de la EHGNA que se caracte-
riza por un depd6sito de lipidos en el citoplasma del hepa-
tocito en forma de vacuolas lipidicas de tipo microvesi-
cular (Fig. 1A) o macrovesicular (Fig. 1B) (7,15,16). Este
ultimo, en el que una gran vacuola grasa desplaza al nu-
cleo hacia la periferia celular (6), es el tipo de esteatosis
que con mayor frecuencia se encuentra en individuos con
EHGNA (3,7). Los cuerpos lipidicos no son almacenes
estdticos de grasa, sino que tienen un metabolismo muy
activo y una composicion en lipidos similar a la de una li-
poproteina: un nicleo formado por lipidos hidrofébicos,
principalmente triglicéridos (15,17,18) y colesterol este-
rificado, y una monocapa de lipidos polares, fosfolipidos
y colesterol libre, a la cual se asocian una serie de protei-
nas constitutivas y facultativas (6,19-21). La EHNA es
una complicacion necroinflamatoria de una esteatosis he-
pética crénica cuyas principales caracteristicas histologi-
cas son la esteatosis macrovesicular y los infiltrados in-
flamatorios de leucocitos polimorfonucleares y/o
neutréfilos (Fig. 1C). También se pueden encontrar cuer-
pos de Mallory, nicleos glucogenados, degeneracion he-
patocitaria balonizante y aumento de la muerte celular
(20,22,23). Esta inflamacidn crénica del higado provoca
el desarrollo de distintos grados de fibrosis, principal-
mente, en zonas perivenosas y perisinusoidales de la zona
3 del acino hepatico (24), distorsionando la arquitectura
hepética. En las etapas finales de EHGNA la fibrosis pue-
de degenerar en cirrosis (25), y hepatocarcinoma (26,27).

La EHGNA se ha convertido en una de las causas mds
frecuentes de hepatopatia cronica y de funcién hepatica
alterada en paises industrializados (11,13,18,28-30), don-
de se estima que entre un 10 y un 23% de la poblacion
adulta la presenta (3,29,31,32), siendo unas 3 veces mas
comun que la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y unas

Hialina de
Mallory

Esteatosis
macrovesicular

Inflamacion

intralobulillar Nucleo

glucogenado

Fig. 1. Imagenes histoldgicas representativas de esteatosis hepatica (A)
microvesicular y (B) macrovesicular y (C) de esteatohepatitis. En (C) se
sefialan las principales caracteristicas histologicas.
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5-10 veces mds que la hepatitis C. Aunque es dificil co-
nocer la prevalencia real de la enfermedad, por la caren-
cia de andlisis seriados de biopsias hepdticas y de un
diagnéstico histolégico consensuado (33,34), el incre-
mento de su prevalencia discurre paralelo al de otras en-
fermedades con las que se encuentra fuertemente asocia-
da, como son la obesidad, la DMT2 y el sindrome
metabdlico (35-40). Estudios epidemiolégicos han mos-
trado que la incidencia de una EHGNA entre individuos
con estas patologias es mucho mayor que en la poblacion
general (35,39,41-49). Tal es asi que hoy dia se considera
a la esteatosis la manifestacién hepdtica del sindrome
metabdlico (37-40,50), definido este como la asociacidén
de al menos 3 de las siguientes alteraciones: resistencia a
la insulina, obesidad central, hipertension arterial y disli-
pemias, sea hipertrigliceridemia o bajos niveles de coles-
terol en HDL (31,50).

Sélo un porcentaje de los individuos con esteatosis
hepdtica evolucionan a formas mds avanzadas de la en-
fermedad (51-53). Cerca del 53% de los individuos a los
que se les diagnostica esteatosis simple mantiene una
histologia estable, mientras que un 43% evolucionan a
esteatohepatitis (54,55), de los que entre un 7'y 16% de-
sarrollan cirrosis (56), llegando a necesitar, en algunos
casos, trasplante hepatico (31,57,58). La teoria del doble
impacto es la mas aceptada entre la comunidad cientifica
para explicar la individualidad en la respuesta y cdmo,
seglin avanza la enfermedad, se potencia la predisposi-
cién del individuo a una progresion de EHGNA
(11,59,60) (Fig. 2). Esta teoria postula que un primer im-
pacto provoca la acumulacién de grasa en el higado y
esta situacion hace al hepatocito mds sensible a que un
segundo impacto desarrolle una respuesta inflamatoria
conducente a esteatohepatitis (51,61). La investigacion
actual apunta a que una combinacion de agentes medio-
ambientales, genéticos y metabdlicos provocan el esta-
blecimiento y el avance de la enfermedad (2). La resis-
tencia a la insulina se considera el factor fisiopatoldgico
individual mds importante en el desarrollo de la esteato-
sis (62-64). De no adaptarse a €él, el hepatocito se vuelve
disfuncional pudiendo producirse muerte celular por ne-
crosis y apoptosis y el subsiguiente fallo hepatico
(59,60). Si se adapta, el hepatocito preserva su viabilidad
funcional pero se vuelve mds vulnerable ante aquellos
estimulos que desencadenan una respuesta inflamatoria.
De la intensidad y duracién en el tiempo de estos estimu-
los va a depender el grado de la respuesta inflamatoria y
de muerte celular (51). En este segundo impacto pueden
verse implicados factores autocrinos, paracrinos y endo-
crinos capaces de desencadenar estrés oxidativo, peroxi-
dacion lipidica (64), produccién anormal de citocinas, o
de inducir disfuncién mitocondrial y desérdenes en el
metabolismo de dcidos grasos (60). La inflamacién cro-
nica del tejido hepético puede provocar, ademds, un au-
mento de la concentracién de mediadores proinflamato-
rios, que activan de forma paracrina la fibrogénesis en
las células estrelladas (12,34).
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Primera agresion

Fig. 2. Teoria del “doble impacto” en el progreso de EHGNA.

PATOGENIA

El hecho de que la esteatosis hepdtica sea una situa-
cion reversible mientras que la esteatohepatitis no lo sea
(65) convierte a este transito en un punto sin retorno para
el progreso de la enfermedad. Es, por tanto, importante
conocer cudles son los mecanismos implicados en la ins-
tauracion del higado graso y cudles son los procesos y
agentes defensivos que se ven afectados por la acumula-
cion grasa que hacen al hepatocito vulnerable. Estudios
epidemioldgicos revelan que entre el 30 y el 97% de los
individuos con EHGNA son obesos (49) y, viceversa, el
60-90% de los pacientes con obesidad mdrbida presentan
alguna de las caracteristicas histologicas de la EHGNA
(66). Un estudio encuentra que un 80% de los individuos
obesos presentan higado graso, un 33% inflamacion por-
tal, un 24% fibrosis y un 3% cirrosis (16). En este trabajo
se revisan las bases moleculares de la EHGNA en la obe-
sidad y, dada la escasez de estudios en pacientes, buena
parte del conocimiento procede de estudios en animales
con obesidad, de origen dietético o genético. En este ulti-
mo caso, los modelos mds habituales son los que presen-
tan una disfuncion del sistema hipotaldmico regulador
del apetito, ya sea por deficiencia de la leptina (ratén
ob/ob) o de su receptor (rata fa/fa) (67,68). También se
presentardn algunos resultados obtenidos en nuestro la-
boratorio en la rata fa/fa, que ademas del fenotipo de
obesidad con una esteatosis hepdtica que no progresa es-
pontaneamente a EHNA, presenta varias de las manifes-
taciones clinicas asociadas, como la resistencia a la insu-
lina, la hipertrigliceridemia y la colestasis (69-71).
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La resistencia periférica a la insulina en la base de la
esteatosis hepatica asociada a la obesidad

La resistencia a la insulina —un desajuste en la capaci-
dad de la insulina para regular el metabolismo de glucosa
y lipidos— es un defecto temprano y crucial asociado con
la obesidad y la DMT2 (72-74), asi como con otros de-
sordenes del metabolismo (36-40). La etiologia de la re-
sistencia a la insulina no se conoce completamente, pero
estd demostrado que hay una fuerte asociacion entre re-
sistencia a la insulina y un excesivo acumulo de lipidos
ectopico, fuera del tejido adiposo, particularmente en la
musculatura y en el higado (73,75,76).

En una situacién postprandial, con una carga energética
celular y glucemia elevadas, domina la accion de la insuli-
na. En el tejido adiposo, la insulina frena la lipdlisis de los
triglicéridos almacenados al provocar la inactivacion de la
lipasa sensible a hormonas (HSL) (77), aumenta la entrada
de glucosa y su oxidacién glucolitica —que proporciona gli-
cerol-3-fosfato, el esqueleto de 3 carbonos necesario para
la sintesis del triglicérido—, activa a la lipoproteina lipasa
(LPL) (77) del endotelio vascular —que rompe los triglicé-
ridos de los quilomicrones (QM) y las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) liberando los dcidos grasos
que entran por difusién al adipocito—. En el musculo es-
quelético y cardiaco, la insulina incrementa la entrada de
glucosa al hacerlo la expresion de los transportadores
GLUT#4 en la membrana plasmadtica (7), activandose tam-
bién su oxidacion mediante la glucdlisis y su almacena-
miento en forma de glucégeno, al tiempo que se frenan la
[-oxidacién de dcidos grasos y la glucogenolisis. En esen-
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cia, la insulina es un paradigma de hormona anabolizante
en estos tejidos y, por diversas vias, aumenta el contenido
de grasa y la masa del tejido adiposo y el almacén de glu-
cosa y dcidos grasos en el tejido muscular, a costa de redu-
cir la glucemia y la lipemia postprandial. Por el contrario,
ante una hipoglucemia, el glucagén trata de contrarrestar la
baja carga energética y revierte los efectos anteriormente
citados, poniendo en marcha los procesos que movilizan
las reservas energéticas al tiempo que promueve la utiliza-
cién de 4cidos grasos por los tejidos en detrimento de la
glucosa. El glucagén via proteina quinasa A (PKA) activa
la HSL en el tejido adiposo (77), generando cantidades sig-
nificativas de glicerol, que serd utilizado por el higado para
la sintesis de glucosa, y de dcidos grasos libres (AGL), que
servirdn de combustibles para la mayoria de tejidos. A ni-
vel molecular, la baja carga energética de las células activa
al sensor energético por excelencia, la proteina quinasa ac-
tivada por AMP o AMPK (78), quien inactiva la lipogéne-
sis.

La insulina actda poniendo en marcha rutas de sefali-
zacion especificas (Fig. 3). Su unién provoca la fosforila-
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cion cruzada en residuos de tirosina de las cadenas del in-
terior celular de su receptor que actian como puntos de
anclaje para sustratos del receptor de la insulina tales
como IRS-1 e IRS-2 o para Grb-2. Desde las proteinas
IRS, la senal se transmite a través de una serie de molécu-
las ancladas a la membrana (como la fosfoinositido-3-
quinasa PLLK) a una proteina quinasa que finalmente deja
la membrana. La Akt es la quinasa que se mueve a través
de la célula para fosforilar dianas que incluyen compo-
nentes que controlan el trafico del receptor de glucosa
GLUT#4 asi como enzimas que regulan la sintesis de glu-
cogeno y de proteinas y otros procesos metabolicos. Des-
de Grb-2, la sefial se transmite a través de una serie de
proteinas G de pequefio tamafio a la proteina quinasa ac-
tivada por mitégeno MAPK, que, actuando sobre factores
de transcripcidn, media procesos de proliferacion y creci-
miento celular (7).

El tejido adiposo es una fuente importante de sefiales
moleculares que van a regular la accion de la insulina (49);
a destacar el TNF-a (12,49), la IL-6 (79), la resistina (80),
los dcidos grasos (11), la leptina (81), la adiponectina (81) y
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Fig. 3. Resistencia periférica a la insulina provocada por TNF-c.. (B) Principales acciones de la insulina. (A) La unién de la insulina a su receptor frena a la
lipasa sensible a hormonas (HSL) y detiene la lipdlisis en el tejido adiposo. El TNF-a impide la fosforilacién de residuos de tirosina del receptor de insuli-
na, el reclutamiento de sustratos IRS y la accién antilipolitica de la insulina; al liberarse acidos grasos al torrente sanguineo en periodos postprandiales,
aumenta la secrecion de insulina por las células B pancreaticas y se bloquea la accion de la lipoproteina lipasa (LPL) en musculo y tejido adiposo, cau-
sando hipertrigliceridemia asociada a quilomicrones y VLDL. SREBP, proteina de unién a elementos regulados por esteroles; PDK, proteina quinasa de-
pendiente de PIP,; PKC, proteina quinasa C; AKT, protefna quinasa B; MAPK, proteina quinasa activada por mitégeno.
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el inhibidor del activador del plasmindgeno (80). Numero-
sas evidencias seflalan que el TNF-a., la IL-6 en menor me-
dida (82), es la adipocitocina responsable del desarrollo de
la resistencia a la insulina al desajustar de alguna forma la
fosforilacion cruzada del receptor (12). Habida cuenta de la
elevada produccién de TNF-a en individuos obesos y que
el tejido adiposo visceral tiene una producciéon de TNF-o
mayor que el tejido adiposo subdérmico (12), cabe esperar
mayor resistencia a la insulina y hepatoesteatosis en indivi-
duos con obesidad troncal (83). También se ha encontrado
en pacientes con EHGNA un polimorfismo en el promotor
del TNF-a asociado con resistencia a la insulina (84-86) y
una mayor cantidad del transcrito de esta citocina en higado
y tejido adiposo (87).

En la resistencia periférica a la insulina, la insulina no
es capaz de revertir la activacion de HSL provocada por
la hipoglucemia (88), liberandose AGL desde el tejido
adiposo al torrente sanguineo de forma desregulada (7)
(Fig. 3A). Concentraciones séricas elevadas de acidos
grasos y glicerol de origen adiposo (12) se han observado
en pacientes obesos en situacion postprandial (8) o con
EHGNA (16,48). Los AGL bloquean la sefal intracelular
de la insulina en el propio tejido adiposo (11), pero ade-
mds estimulan junto con la hiperglucemia la secrecién de
insulina por las células  del pancreas (89) provocando
hiperinsulinemia (7) y, si el pancreas se agota, DMT2. Es
frecuente que pacientes con DMT?2 presenten elevados
niveles séricos de AGL (16), resistencia a la insulina ¢ hi-
perinsulinemia causados por TNF-a. (12).

Un nivel sérico de AGL elevado también puede afectar
al metabolismo de lipidos en otros tejidos (16), como por
ejemplo, evitando la activacién de la LPL de mdsculo es-
quelético (16), lo que al impedir la metabolizacién de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos -QM y VLDL-,
aumenta su tiempo de permanencia en la circulacion y
con ello los niveles de triglicéridos asociados. La hiper-
trigliceridemia es uno de los factores mds cominmente
asociados a la resistencia periférica a la insulina y a
EHGNA, que se puede agravar si ademds aumenta la pro-
duccién hepdtica de VLDL, como se ha descrito en algu-
nos casos (16).

El metabolismo energético en el higado y la
resistencia hepatica a la insulina

La insulina es lipogénica y antigluconeogénica en el
hepatocito. En una situacién fisioldgica, la insulina
aumenta la entrada de glucosa, al activar su fosforilacién
a glucosa 6-fosfato, y su uso en el hepatocito, derivdndo-
la a la formacion de glucégeno, primero, y a la oxidacién
por la glucélisis y la ruta de las pentosas fosfato, después
(90). De esta manera la glucosa proporciona el acetil-
CoA y el NADPH necesarios para la sintesis de novo de
los 4cidos grasos (91) (Fig. 4). A ello se une una activa-
cién transcripcional (92) mediada por el SREBP-Ic
(93,94) de ciertos genes lipogénicos, ya que enzimas
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como la ATP-citrato liasa, la acetil-CoA carboxilasa, la
dcido graso sintasa y las elongasas y estearil-CoA desa-
turasas implicadas en esta via biosintética estdn regula-
dos por este factor de transcripcion (95,96). Por tanto,
los hepatocitos presentardn concentraciones elevadas de
los intermediarios lipogénicos, que a su vez frenaran co-
ordinadamente la lipdlisis, la f-oxidacion, la glucogeno-
lisis y la gluconeogénesis, entre otras rutas. Por citar un
caso, el malonil-CoA —el primer metabolito producido
en la lipogénesis— frena la entrada de los dcidos grasos a
la matriz mitocondrial para su oxidacién actuando sobre
la proteina que los transporta, la carnitina palmitiltrans-
ferasa IT (CPT-1I).

En un individuo obeso con resistencia periférica a la in-
sulina es de esperar una elevada concentracién de AGL en
el hepatocito (97), al encontrarse inducidas las tres princi-
pales fuentes de 4cidos grasos, la dieta, el tejido adiposo y
la sintesis de novo hepética (Fig. 4). Ademads de una activa
lipogénesis y entrada de los AGL procedentes del tejido
adiposo, es superior la entrada de los 4cidos grasos que se
generan en los sinusoides hepaticos por la accién de la li-
pasa hepdtica (HL) sobre los TG de remanentes de quilo-
micrones e IDL (98). La HL es un equivalente hepdtico a la
LPL que se activa de forma crénica por una hiperinsuline-
mia (99,100). Como la acumulacion de AGL es citotoxica,
los hepatocitos los procesan incorpordndolos en lipidos
complejos y oxiddndolos en mitocondrias y peroxisomas
(B-oxidacidén) y en el reticulo endoplasmatico (w-oxida-
cion) (101,102). En ausencia de resistencia hepatica a la
insulina, la principal via oxidativa de 4dcidos grasos (3), la
mitocondrial, estard bloqueada —por el malonil-CoA-y ha-
brd un flujo elevado de é4cidos grasos hacia su incorpora-
cién en triglicéridos, ésteres de colesterol y fosfolipidos. El
destino de los lipidos complejos es especifico del tipo celu-
lar en cuestion. En los hepatocitos, o bien se empaquetan
en VLDL si la célula dispone de apolipoproteina B100
(apoB100) suficiente y se secretan al torrente sanguineo; o
se almacenan en el citoplasma celular en forma de vacuo-
las lipidicas, en donde sufren continuos ciclos de hidrélisis
y resintesis; o en el caso de los fosfolipidos, se secretan en
la bilis junto con los é4cidos biliares formados a partir de
colesterol. En esencia, la esteatosis hepdtica se genera
siempre que la formacidn de triglicéridos supere a su tasa
de recambio y secrecién en VLDL, lo cual no excluye que
todos los procesos operen a ritmos frenéticos.

El ensamblaje de las VLDL tiene lugar en la ruta se-
cretora del hepatocito. La apoB100 es la proteina estruc-
tural obligada y su sintesis es constitutiva (103); de modo
que a medida que el polipéptido se sintetiza se trasloca al
lumen del reticulo endoplasmdtico (RE), secretindose
solo la apoB100 que se lipida en grado suficiente (104).
La MTP, proteina trasferidora de triglicéridos microso-
mal, es esencial para la formacion de la lipoproteina al
ser responsable de la adicién progresiva de triglicéridos,
fosfolipidos y ésteres de colesterol a la particula naciente
(105,106). El higado secreta, por tanto, un espectro de
particulas de VLDL con un grado de maduracion, tamafio
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microsomal; apoB100: apolipoproteina B100.

y contenido en triglicéridos muy variable. La produccién
de VLDL esta regulada principalmente a nivel postraduc-
cional mediante mecanismos que implican a la ubiquitina
y al proteasoma, de modo que se degrada la apoB100 que
no recluta un minimo de lipidos. Se admite hoy dia, que
si la disponibilidad de lipido intracelular es elevada,
aumenta la probabilidad de que una elevada proporcién
de apoB100 pueda alcanzar una forma de particula com-
petente para su secrecion (107). A pesar de ello, sin em-
bargo, y siendo la insulina una hormona lipogénica, su
papel en la regulacion de la produccion de VLDL es con-
trovertido. Se ha descrito que concentraciones elevadas
de insulina promueven la degradacion de apoB y una me-
nor secrecion de VLDL en cultivos primarios de hepato-
citos humanos y murinos (108). En esta linea, también se
ha registrado una menor secreciéon de VLDL-apoB100 en
pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica (52). Sin em-
bargo, otros estudios relacionan hiperinsulinemia y resis-
tencia a la insulina con un aumento en la sintesis y secre-

cion de apoB100 (109,110). La medida en nuestro labora-
torio de la produccién de VLDL in vivo en ratas fa/fa con
hepatoesteatosis corrobora esta ultima situacion. Puede
ayudar a conciliar esta aparente discrepancia recientes
hallazgos que demuestran que el estrés del RE puede cau-
sar esteatosis y resistencia hepdtica a la insulina y que, re-
ciprocamente, la esteatosis puede causar estrés del RE,
cuyos efectos sobre la secreciéon de triglicéridos son
opuestos segtin su grado (111). La exposicion prolongada
a oleato, sea del higado o de células hepaticas McA-
RH7777, produce estrés de RE y esteatosis; pero mien-
tras que dosis bajas incrementan la secrecion de
apoB100, dosis elevadas la reducen al promover la
proteolisis de la apoB100 como parte de la respuesta al
excesivo estrés del RE inducido por el lipido, exacerban-
do atn mas la esteatosis al limitar la secrecion de triglicé-
ridos. En el estrés de RE se ven implicados mecanismos
de proteolisis dependientes e independientes del protea-
soma (111).

REV Esp ENFERM DIG 2008; 100 (9): 565-578
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Existen evidencias que apuntan a una resistencia hepa-
tica a la insulina en ciertas fases de una EHGNA, coexis-
tiendo activa gluconeogénesis, P-oxidacion de 4cidos
grasos y menor coeficiente respiratorio con niveles altos
de insulina. Las adipocitocinas, los AGL y la hipergluce-
mia, ademds del mencionado estrés de RE, pueden con-
tribuir al desarrollo de dicha resistencia hepdtica a insuli-
na, al modular la respuesta a la insulina, el metabolismo
de lipidos o la respuesta inflamatoria e inmune en el higa-
do (112-114). Al igual que en el tejido adiposo (93), el
TNF-a es capaz de alterar la sefializacion intracelular de
la insulina en el higado y el perfil de expresién de otras
citocinas que también distorsionan la sefial de la hormona
en el hepatocito (112,115). Los principales AGL en pa-
cientes con EHNA son el palmitico (C16:0) y el oleico
(C18:1) (116,117). Mientras que el segundo promueve la
esteatosis, el palmitico, al igual que otros dcidos grasos
saturados, favorece la lipoapoptosis del hepatocito me-
diada por JNK (Jun N-terminal kinase). Los 4cidos gra-
sos poliinsaturados (PUFA) pueden provocar resistencia
hepdtica a la insulina directa e indirectamente. Indirecta-
mente, al modificar la composicion y fluidez de las mem-
branas plasmadtica y mitocondrial y, en consecuencia, la
actividad de los receptores, el reclutamiento de proteinas
asociadas y su sensibilidad a los reguladores (93,118). En
este sentido, se han descrito modificaciones en la CPT
via AMPK (119), que la hacen resistente a los efectos in-
hibidores del malonil-CoA. Los PUFA también inhiben la
actividad y expresion del SREBP-1c hepético (120) y
compiten con la insulina por el control de la expresion de
genes del metabolismo de glucosa y de la sintesis de novo
de 4cidos grasos (118). Los 4cidos grasos saturados y
monoinsaturados, en cambio, no parecen actuar sobre
SREBP-1c ni ejercer efecto alguno sobre la expresion de
genes lipogénicos (121). Sin embargo, incluso en condi-
ciones de resistencia hepdtica a la insulina severa, este
factor de transcripcion, que se activa por proteolisis indu-
cida por deficiencia de esteroles, se mantiene activo, ha-
ciendo que siga funcionando la sintesis de novo de dcidos
grasos, con una contribucién de hasta el 50% del total del
triglicérido en modelos animales (32).

Como modelo de obesidad con esteatosis que no pro-
gresa espontdneamente a esteatohepatitis, la rata fa/fa no
presenta niveles séricos apreciables de TNF-a y, en con-
tra de lo registrado en pacientes, es elevada la concentra-
cion de adiponectina, una hormona con efectos antiinfla-
matorios que mejora la sensibilidad del higado a la
insulina (122). Cabria esperar, por tanto, una respuesta
normal del higado a los elevados niveles de insulina cir-
culante. Sin embargo, el andlisis trascriptémico en hepa-
tocitos aislados (Tabla I) revela una sobreexpresion de
genes implicados en la oxidacion de dcidos grasos como
la acil-CoA oxidasa peroxisomal, la acetil-CoA aciltrans-
ferasa, la enoil-CoA hidratasa, numerosos componentes
de la cadena respiratoria y de la proteina desacoplante
2 (UCP-2), sugiriendo un cierto grado de resistencia he-
pética a la insulina y la puesta en marcha de mecanismos
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compensatorios. Estos animales, con una notable hiperin-
sulinemia y niveles elevados de AGL séricos (123), so-
breexpresion de genes del programa lipogénico y de ge-
nes formadores de lipidos complejos, tienen una
exacerbada secrecién de VLDL ricas en triglicéridos, re-
flejo de un estrés de RE moderado (111). Sus hepatocitos,
con mayor expresion de la dcido graso translocasa CD36
en la membrana basolateral, es previsible que tengan una
mayor entrada de dcidos grasos al citoplasma celular. El
andlisis transcriptomico, estadistico, y funcional de este
modelo pone de manifiesto dos evidencias: a) que la
esteatosis hepatocitaria se produce porque la entrada y
sintesis endégena de AGL y lipidos complejos supera a la
también incrementada capacidad del hepatocito para su
manejo y secrecion en forma de VLDL; y b) que en una
esteatosis establecida hay alteracion no s6lo de procesos
biolégicos implicados en el metabolismo energético —to-
dos activados—, sino de inmunidad y defensa —coagula-
cidn, destoxificacidn y respuesta al estrés, todos reprimi-
dos—. También hay que destacar la paralela activacion del
ciclo celular, el metabolismo de dcidos nucleicos y de la
transcripcién y su regulacion, mientras que se reduce la
remodelacién de la cromatina, sugiriendo qué factores
epigenéticos también pueden tener un papel en la etiopa-
togenia de la esteatosis.

Al filo de la esteatohepatitis: una combinacion de
disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo

En un hepatocito con los procesos de oxidacién activa-
dos, la pB-oxidacion mitocondrial es la principal ruta de
oxidacion de dcidos grasos (3). Los coenzimas reducidos
FADH, y NADH, generados en el propio proceso y en la
oxidacioén del acetil-CoA mediante el ciclo de los dcidos
tricarboxilicos (TAC), donan sus electrones a la cadena
respiratoria, produciéndose ATP por la fosforilacion del
ADP mediada por la ATP sintasa (Fo y F1) propulsada
por el retorno a la matriz de los protones que los comple-
jos respiratorios habian bombeado al espacio intermem-
branal (Fig. 5). Sin embargo, las mitocondrias son tam-
bién la principal fuente de especies reactivas del oxigeno
(ROS) (32). Es inevitable que un pequeiio porcentaje de
electrones reaccione directamente con el oxigeno mole-
cular para dar aniones superéxido (O,), H,O, y otros pro-
ductos de ellos derivados, que se incluyen bajo el término
ROS (Fig. 5). Los ROS producidos en este y otros proce-
sos son neutralizados por sistemas enzimaticos, sobresa-
liendo la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation
peroxidasa, y por defensas celulares vitaminicas, princi-
palmente, la vitamina E y la C. En pacientes con EHNA
se ha encontrado disfuncién mitocondrial, anomalias ul-
traestructurales (11,64), actividad reducida de los com-
plejos de la cadena respiratoria (5,32), fosforilacién oxi-
dativa deficiente, una menor capacidad para sintetizar
ATP, un descenso en la concentracion de ATP intracelular
(124) —lo que compromete la respuesta de la célula ante
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Tabla I. Procesos biolégicos significativamente alterados en la esteatosis hepatocelular en ratas obesas. Se muestra el analisis
bioinformatico, segun PANTHER (129,130), incluyendo el significado estadistico de la diferencia entre el niumero de secuencias
esperado para cada proceso segun la distribucion normal de la matriz RGU34A de Affymetrix y el obtenido experimentalmente

Proceso bioldgico Secuencias P-valor P-valor
analizadas secuencias secuencias
reprimidas sobreexpresadas
Metabolismo de lipidos, acidos grasos y esteroides 337 9,11E-04 5,42E-06
— Metabolismo de &cidos grasos 94 8,76E-03 2,97E-05
— Transporte de lipidos y acidos grasos 39 2,87E-01 4,86E-02
— Unioén a lipidos y acidos grasos 13 1,06E-01 3,05E-02
— Metabolismo de esteroides 130 1,43E-05 2,87E-01
Metabolismo de colesterol 33 2,49E-01 1,51E-01
Metabolismo de hormonas esteroideas 41 4,41E-04 4,24E-01
Metabolismo de carbohidratos 226 1,16E-01 3,14E-08
— Glucolisis 28 7,85E-01 3,23E-04
— Ruta de las pentosas fosfato 2 9,83E-01 8,37E-04
— Ciclo del 4cido tricarboxilico 12 9,02E-01 2,63E-02
— Otros metabolismos de carbohidratos 14 8,86E-01 3,49E-02
— Metabolismo de monosacaridos 23 8,20E-01 1,44E-03
Metabolismo de nucledtidos, nucledsidos y acidos nucleicos 694 3,15E-01 2,73E-04
— Transcripcion de mRNA 373 2,18E-01 2,98E-03
Regulacién de la transcripcion de mRNA 296 1,10E-01 1,33E-02
— Empaquetamiento y remodelacion de la cromatina 46 5,00E-02 3,82E-01
Metabolismo de coenzimas y grupos prostéticos 72 1,45E-01 1,27E-03
— Metabolismo de coenzimas 23 1,80E-01 1,26E-02
Metabolismo aminoacidos 96 5,95E-01 6,60E-03
Otros metabolismos 160 6,13E-02 3,35E-03
— Otros metabolismos del carbono 30 2,29E-01 4,41E-04
Transporte de electrones 132 2,08E-04 3,04E-03
— Fosforilacion oxidativa 33 7,51E-01 5,20E-03
Transporte 530 5,58E-01 2,36E-02
— Exportacion e importacion extracelular 39 4,48E-02 4,43E-01
— Transporte iones 291 2,76E-01 1,46E-02
Transporte de cationes 231 1,30E-01 4,41E-02
Transduccion de sehales 1236 4,81E-03 9,88E-04
— Transduccién de sefiales mediada por receptores
de superficie celular 612 2,55E-02 5,12E-02
— Comunicacioén celular 471 2,15E-01 2,77E-02
Inmunidad y defensa 514 4,52E-02 1,72E-01
— Coagulacién sanguinea 39 4,48E-02 4,43E-01
— Destoxificacion 41 4,90E-02 5,76E-01
— Respuesta a estrés 96 9,41E-03 4,04E-01
Ciclo celular 280 4,88E-01 1,18E-02
Procesos de desarrollo 677 3,91E-02 2,51E-02
Oncogénesis 135 3,59E-01 1,90E-02
— Oncogenes 35 3,69E-02 4,81E-01

cualquier tipo de dafio celular (34)- y dafio en el DNA
mitocondrial (7). Las anomalias ultraestructurales no se
han observado en pacientes con esteatosis simple (7). De
forma simplista, se puede considerar que las causas de
una menor capacidad de producir ATP son dos: a) la inte-

rrupcién o bloqueo de la cadena respiratoria en cualquier
punto, lo que provoca una reduccién en el transporte de
electrones de todos los complejos anteriores, que se veran
forzados a donar los electrones a la molécula de oxigeno;
y b) la disipacion del gradiente de protones a ambos lados

REV Esp ENFERM DIG 2008; 100 (9): 565-578
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Fig. 5. Disfuncién mitocondrial en la esteatosis. En la esteatosis, un transporte de electrones mitocondrial defectuoso produce una elevada génesis de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y baja de ATP. La incorporacién de protones a la matriz mitocondrial por exceso de &cidos grasos (FFA), ROS y pro-
teina desacoplante UCP-2 (4) "puentea” a la ATP sintasa (Fo y F1), decayendo el potencial electroquimico de membrana y la sintesis de ATP. Los ROS
dafan ademas los complejos de la cadena respiratoria, la proteina transportadora de nucleétidos de adenina ANT y el DNA mitocondrial (2). La forma-
cion de poros por Bax/Bcl2 permite la salida del citocromo ¢ (Cyt ¢) (3). Todo ello ocasiona el deterioro de la cadena respiratoria y la generacién de mas
ROS, en un ciclo de autoperpetuacion, y una reducida produccion de ATP. CPT: carnitina palmitiltransferasa; TAC: ciclo de los &cidos tricarboxilicos.

de la membrana mitocondrial interna que impulsa a la
ATP sintasa. Al igual que otros tipos celulares, los hepa-
tocitos pueden desarrollar mecanismos adaptativos para
mantener un flujo de electrones similar al de un tejido
normal. Unos mecanismos implican el aumento del tama-
flo de las mitocondrias y de las crestas mitocondriales, lo
que conlleva un aumento en la sintesis de las proteinas de
los complejos respiratorios y en la disponibilidad de la
coenzima Q, mientras que otros implican la activacién
del proceso de biogénesis mitocondrial (124).

En un hepatocito esteatdtico con mitocondrias disfun-
cionales, una parte sustancial de los dcidos grasos se pro-
cesarén por los sistemas oxidativos peroxisomal y micro-
somal. Los peroxisomas realizan varios ciclos de la
[-oxidacion para acortar (Fig. 4) la longitud de acidos
grasos de cadena larga y muy larga, dcidos dicarboxilicos
de cadena larga, eicosanoides y ésteres de CoA de inter-
mediarios de los 4cidos biliares, produciendo acetil-CoA
y H,0, (101,102,125). La oxidacién microsomal estd
controlada por el sistema de citocromos P450, mds con-
cretamente por CYP2E1 y miembros de la familia de los
CYP4A (126). En la accién de estos citocromos también
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se reduce el oxigeno molecular (12) produciendo ROS
(127). CYP2ELI parece ser la principal fuente microsomal
de H,0, y de peroxidacion lipidica (126) y, ademads, pre-
senta mayor expresion y/o actividad en individuos obe-
sos, con grasa central, con DMT2 o hiperlipidémicos
(126), en situaciones de resistencia a la insulina y tam-
bién en pacientes y modelos animales de EHNA (2); to-
das ellas situaciones en las que coexiste estrés oxidativo
y dafio mitocondrial. Ademds, CYP2E1 muestra una ma-
yor expresion en la zona 3 o perivenosa del acino hepati-
co, que es la zona con mayor dafio hepatocelular en la es-
teatohepatitis (126). Existen indicios que sefialan a una
complementariedad y/o redundancia en la funcién de
CYP2E1 y CYP4A en la oxidacion de lipidos, ya que en
ratas fa/fa y ratones ob/ob se observa un descenso en la
expresion de CYP2EI y un aumento de CYP4A compen-
satorio (126).

Inherente a la activacién de los sistemas celulares para
la oxidacion de dcidos grasos es, por tanto, la produccion
de ROS. También la oxidacion masiva de glucosa que
acontece en la diabetes mellitus es una fuente importante
de ROS. Se trata de sustancias de vida media corta, que
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ejercen un efecto local (32), pero que pueden provocar
una situacién de estrés oxidativo en la célula si los siste-
mas defensivos celulares no los contrarrestan adecuada-
mente. Se ha descrito dafio oxidativo causado por ROS
en pacientes con esteatosis, EHNA o esteatohepatitis al-
cohdlica y en modelos animales de EHNA (126). Los
ROS pueden provocar una multitud de efectos, como son
el aumento de la sintesis de TNF-a —que, a su vez, puede
causar resistencia a la insulina, necrosis y apoptosis—, el
agotamiento de sustancias antioxidantes naturales y de
ATP y NAD", dafio al DNA, alteracién de la estabilidad
de proteinas, distorsiéon de membranas y secrecion de ci-
tocinas proinflamatorias (32).

Un efecto de ROS importante es la peroxidacion de li-
pidos (124), que se evidencia sobre todo en PUFA. La pe-
roxidacidn lipidica genera como productos finales aldehi-
dos reactivos (12), compuestos de vida media superior a
la de ROS que tienen facilidad para difundir a través de
las membranas celulares, pudiendo alcanzar dianas extra-
celulares y extender al tejido los efectos del dafio oxidati-
vo. La peroxidacidn lipidica parece desempefiar un papel
crucial en el dafio hepatocelular que ocurre en la EHNA
(11). Existe una fuerte asociacion entre la severidad de la
esteatosis y el riesgo de desarrollo de EHNA (60) correla-
cionada con el grado de peroxidacién lipidica. El hecho
no es sorprendente, la gran cantidad de lipidos almacena-
dos en un hepatocito esteatdtico, ademds de ser una fuen-
te de ROS a través de los sistemas oxidativos, son un sus-
trato idéneo para la generacién de aldehidos reactivos
(12). Estos productos tienen capacidad para bloquear la
sintesis de nucledtidos y proteinas y aumentar el factor de
crecimieno tumoral 1, que promueve la formacién de
cuerpos de Mallory (124). Ademds, resultan ser potentes
quimioatrayentes de células inflamatorias y activadores
de células estrelladas (2), pudiendo perpetuar la respuesta
inflamatoria al activar la secrecién de citocinas proinfla-
matorias y quimiocinas (12) y de moléculas de adhesién
como ICAM-I, E-selectina y P-selectina (2). Todos estos
fenémenos pueden producir muerte celular por apoptosis
y necrosis, inflamacidn y fibrosis, todas ellas huellas his-
tologicas de EHNA. El conjunto de evidencias es tal que
se percibe indiscutible la afirmacion que el dafio oxidati-
vo masivo causado por aldehidos reactivos estd en la base
del trdnsito a esteatohepatitis. El mecanismo por el cual
el estrés oxidativo genera dafio celular parece ser la acti-
vacion cronica de NF-xB, que también es activado por
factores de crecimiento, 6xido nitrico y ciertas citocinas.

Esta situacion va a entrar, ademds, en un ciclo autoper-
petuante en el que dificilmente se puede encontrar un res-
quicio para la mejora. En la mitocondria, los aldehidos
reactivos pueden interactuar con fosfolipidos de la mem-
brana, con proteinas como el transportador de nucle6ti-
dos de adenina ANT (124) —que exporta el ATP recién
sintetizado—, y con los complejos de la cadena respirato-
ria a los que cambian sus propiedades, comprometiendo
el transporte de electrones y el bombeo de protones al es-
pacio intermembranal (Fig. 5). Una consecuencia del blo-
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queo de la 3-oxidacion mitocondrial es el procesamiento
de una proporcién superior de dcidos grasos en los micro-
somas, cuyos productos, los 4cidos dicarboxilicos, agra-
van el dafio mitocondrial (32). La incorporacion de proto-
nes a la matriz mitocondrial promovida por los propios
dcidos grasos y por el exceso de ROS y de UCP-2 puen-
tea a la ATP sintasa, decayendo la fuerza impulsora que
promueve la sintesis de ATP y, por tanto, tanto su sintesis
como su posterior exportaciéon via ANT, se ven compro-
metidas. Un transporte de electrones defectuoso exacerba
la produccién de ROS que va a incentivar la peroxidacién
lipidica y la disfuncién mitocondrial. La paradoja en el
metabolismo orgénico de un individuo diabético se repro-
duce en la mitocondria dafiada por ROS. La eficiencia
energética, y el cociente respiratorio, que se obtiene de la
oxidacién mitocondrial de los abundantes nutrientes es
baja y el hepatocito percibe de continuo sefiales de ham-
bre que llegan a saturar el sistema.

Para no incurrir en un estrés oxidativo, la célula debe
compensar la produccién de agentes oxidantes con una
mayor expresién de genes implicados en la defensa antio-
xidante, aumentando los niveles de glutatién reducido de-
bido a la mayor actividad y-glutamilcisteina sintetasa y a
la sobreexpresion de glutation S-transferasa y catalasa
(126). Las defensas vitaminicas pueden llegar a deplecio-
narse. En una situacion de estrés oxidativo cronico, como
en el higado graso y otras condiciones asociadas a EHG-
NA, se han encontrado niveles reducidos de antioxidan-
tes vitaminicos como el oa-tocoferol y el B-caroteno debi-
do al agotamiento de los mismos (12). Las lipoproteinas
juegan un papel critico en la distribucion de vitaminas
antioxidantes entre tejidos. En el caso de los hepatocitos
de la rata fa/fa, se ha encontrado reprimida la expresién
de numerosos genes implicados en la destoxificacion y la
respuesta al estrés, incluyendo los de la catalasa, sulfo-
transferasas, carboxilesterasas, glutamina sintasa —elimi-
na el amonio— y una gran variedad de miembros de la fa-
milia de los citocromos P450 con actividad
monooxigenasa. En esta situacién, aunque no hay dafio
celular aparente ni respuesta inmune en el tejido, cual-
quier estimulo, como el cambio a una dieta rica en grasa
(128), actiia como un segundo impacto desencadenando
la esteatohepatitis.

Otros factores, como endotoxinas, isquemia-reperfu-
sidn, tratamiento agudo con etanol o el hierro potencian
la situacién de estrés oxidativo. Un 40% de los pacientes
con EHGNA presentan un leve depésito de hierro en las
células, un metal que cataliza la formacién de ROS, ade-
mads de activar las células de Kupffer y la produccién de
NF-kB, por lo que pacientes con mayor cantidad de hie-
rro intracelular tienen un mayor riesgo de desarrollar fi-
brosis (12). Por su parte, el etanol provoca el aumento de
ROS de dos formas, como resultado de su metabolismo
aumenta la proporcién NADH:NAD* y con ello el paso
de Fe** a Fe**, que a su vez provoca la formacién directa e
indirecta de ROS, al activar a CYP2E]1. Existen formas
secundarias de EHNA producidas por farmacos, bypass
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yeyunoileal o nutricién parenteral total, en los que la es-
teatohepatitis es mds severa y presenta implicaciones cli-
nicas mds graves (124). La tabla II recoge algunas de las
causas mds importantes de desarrollo de EHNA y los
principales factores que contribuyen al avance de la en-
fermedad (34). Todo parece indicar que se trata de una
combinacién multifactorial, con la generacion de espe-
cies de oxigeno reactivas y productos de peroxidacién li-
pidica en su eje central. Sin embargo, la variabilidad en-
tre individuos en el desarrollo de EHGNA hace sospechar
de la existencia de factores genéticos, como ciertos poli-
morfismos descritos CYP2E1 y TNF-a (2), epigenéticos
y/o ambientales que predisponen al individuo para el de-
sarrollo de la enfermedad.

Tabla Il. Factores implicados en el desarrollo de la
esteatohepatitis. Basado en Harrison y cols. (34)

Factor

1 impacto
Esteatosis hepatocitaria 1 Insulina circulante, 1 lipélisis adiposa, 1 sintesis de

acidos grasos, | p-oxidacion mitocondrial

2°impacto

Genotipo susceptible Alteraciones en  PPARa,  polimorfismos  en

CYP2E1/CYP3A4
1 Peroxidacion lipidica, 1 CYP2E1
1 Peroxidacion lipidica, 1 produccién de VLDL

Estrés oxidativo

Agotamiento de antioxidantes
esenciales

Disfuncion mitocondrial Baja capacidad de sintesis de ATP, 1 UCP-2, | estrés

oxidativo y 1 AGL

Adaptaciones hepatocitarias
para la supervivencia

Descenso de los sistemas de defensa, bloqueo
de la capacidad regenerativa

Activacion de TNF-a., IKK-B y NF-kB

Disfuncion de las células de Kupffer Sensibilidad a endotoxinas, | capacidad fagocitica,
perfiles de produccion de citocinas anémalos, 1 fi-

Regulacion positiva de citocinas

brinogénesis

Fibrogénesis Citocinas y factores de crecimiento fibrogénicos en
las células estrelladas
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