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RESUMEN

El higado es un érgano multifuncional y clave en el metabolismo de todo el organismo. La acumulacién
de lipidos en su interior produce la disfuncién de las células hepaticas y la activacidon de vias
inflamatorias, asi como de muerte celular, fendmeno conocido como lipotoxicidad y estrechamente
relacionado con la disfuncién mitocondrial.

Cuando el origen de la lipotoxicidad no es alcohdlico, recibe el nombre de esteatosis hepatica no
alcohdlica (NAFLD) y comprende una serie de enfermedades de distinta gravedad, las cuales pueden
darse de forma secuencial conforme avanza la lesidn en las células hepaticas. La prevalencia es de
aproximadamente un 45% en la poblacién mundial y se espera que siga creciendo como consecuencia
del ritmo de vida actual.

Cada vez existen mas evidencias que relacionan NAFLD con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. Estas alteraciones se han visto vinculadas a la disfuncion mitocondrial hepatica
provocada por factores como el estrés oxidativo, la resistencia a la insulina y estrés en el RE, donde
juegan un papel importante las adipoquinas, hepatoquinas y la microbiota intestinal. Las principales
alteraciones cardiovasculares vinculadas son la disfuncidon endotelial y el desarrollo de aterosclerosis,
debido a modificaciones producidas en el metabolismo de los acidos grasos.

El tratamiento especifico para esta enfermedad aln se desconoce. Actualmente, estd enfocado al
tratamiento de los factores de riesgo asociados, como la obesidad o la resistencia a la insulina. No
obstante, se estan llevando a cabo diversos ensayos clinicos cuyos resultados parecen ser
prometedores.

Abreviaturas

'H-MRS 'H-Magnetic Ressonance
Spectroscopy

ADIPOR2 Adiponectin receptor 2

ALT Alanina transaminasa

AMP Adenosine monophosphate
AMPK Adenosine-5-monophosphate—
activated protein kinase

AST Aspartato aminotransferasa

ATF-6 Activating Transcription Factor 6
ATP Adenosine Triphosphate

CPT-1 Carnitina-palmitoiltransferasa
DAG Diacilglicerol

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

EPCs Endothelial progenitor cells
ERAD Endoplasmic-reticulum-associated
protein degradation

FADH: Flavin adenine dinucleotide
FGF-21 Fibroblast growth factor 21
FXR Farnesoid X receptor

GGT Gamma Glutamil transpeptidasa
GLUTA4 Glucose transporter type 4
GSK3 Glycogen Synthase Kinase-3

HDL High density lipoprotein

HPCs Hepatic progenitor cells

HSC Hepatic stellate cell

IL Interleukin

IRE1 Serine/threonine-protein
kinase/endoribonuclease

IRS Insuline-Receptor substrate

LDL Low density lipoprotein

LXR Liver X Receptor

MCP Proteina quimiotactica de
monocitos

MRI Magnetic Ressonance Imaging
NADH Nicotinamide adenine
dinucleotide

NAFLD Nonalcoholic Fatty Liver Disease
NASH Non-alcoholic Steatohepatitis
NEFA Non-esterified fatty acid

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells

OCA Acido obeticélico

PAI-1 Plasminogen activator inhibitor-1

PERK Protein kinase RNA-activated
(PKR)-like ER kinase

PI13K Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase

PKB/AKkt Protein kinase B

PKCe Proteina quinasa Ce

PNPLA3 Patatin-like phospholipase
domain-containing protein 3
PPARs Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors

RAAS Renin—angiotensin system
RE Reticulo endoplasmético

RI Resistencia a la insulina

ROS Reactive oxygen species

SOD Superoxide dismutase

SREBP Sterol Regulatory Element-
Binding Proteins

TNF-a Tumor necrosis factor alpha
TZD Tiazolidinedionas

UPR Unfolded protein response
VLDL Very low density lipoprotein
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1. INTRODUCCION .

Los cambios sociales y nutricionales que han tenido lugar en las ultimas décadas han provocado una
disminucion de los correctos habitos alimenticios, provocados en gran parte por la globalizacidn, la
industrializacién de la alimentacion, el estrés y la dedicacién de un menor nimero de horas al
descanso, ocasionando un aumento en el consumo de alimentos de elevado valor energético y por
tanto, de alto contenido lipidico. Por otro lado, la creciente urbanizacién, la creacion de puestos de
trabajo de caracter sedentario o los nuevos métodos de transporte conducen a la poblacién a reducir
las horas dedicadas al ejercicio fisico (Krzysztoszek et al., 2015).

Como consecuencia de todo ello, se produce un desequilibrio energético que conduce a la aparicién
de depdsitos de grasa ectdpicos, como lo es la acumulacion de lipidos en el higado (Schrauwen et al.,
2010). El higado posee una amplia variedad de funciones entre las que se encuentra la detoxificacion,
la produccién de hormonas y la sintesis de proteinas plasmaticas. Ademds, uno de sus cometidos
principales es el metabolismo lipidico ya que es capaz de sintetizar colesterol, apoproteina B100 y
Ilevar a cabo la lipogénesis de novo. Asi mismo, realiza otras funciones como el almacenamiento de
glucégeno, vitaminas solubles, hierro y cobre. Sin embargo, no esta disefiado para el almacenamiento
de lipidos (Scorletti and Byrne, 2013). La conexidn que existe entre el higado y el tejido adiposo hace
posible que los triglicéridos sintetizados por los hepatocitos puedan almacenarse en los adipocitos sin
presentar ningun tipo de toxicidad (Figura 1). El trafico de triglicéridos desde el higado hacia el tejido
adiposo y el flujo de acidos grasos del tejido adiposo hacia el higado se encuentran regulados
hormonalmente por la insulina y el glucagdn respectivamente (Voet and Voet, 2006).

Cuando existe una acumulacién de triglicéridos en el higado tiene lugar lo que se conoce como
esteatosis o higado graso. Dicho almacenamiento ocupa al menos un 5% de los hepatocitos y excede
entre un 5%y un 10% el peso total del higado (Wei et al., 2008). Este acontecimiento puede ocasionar
la activacion de vias inflamatorias y de muerte celular (Zambo et al., 2013), fenémeno conocido como
lipotoxicidad y frecuentemente relacionado con la disfuncidn mitocondrial (Schrauwen et al., 2010).

El origen de la esteatosis hepdtica puede ser alcohdlico cuando la ingesta de alcohol ha sido elevada
durante un periodo de tiempo, y puede darse a pesar de haber seguido unas practicas alimentarias
saludables. Sin embargo, también puede tener un origen no alcohdlico, lo que se conoce como
esteatosis hepdtica no alcohdlica o NAFLD y en la que se centrara el presente trabajo. Se diagnostica
en pacientes que no presentan habitos alcohdlicos en su historial médico (Grattagliano et al., 2012) y
gue padecen normalmente algunas de las alteraciones que engloba el sindrome metabdélico, como son
la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o hipertensidn, ya que se considera que la esteatosis
hepatica no alcohdlica es la manifestacion en el higado del sindrome metabdlico (Neuman et al., 2014).

La prevalencia de NAFLD muestra diferencias geograficas, en Europa se sitla entre un 14-27% vy
durante los ultimos afios se ha observado un incremento en los adolescentes y en poblacién de la
tercera edad (Weiss et al., 2014). En Estados Unidos la prevalencia es de alrededor del 20-35% y se
espera que continle creciendo. Mientras que en China se sitla alrededor del 15%, dato que se ha
duplicado durante los ultimos veinte afios (Fan, 2013; Wei et al., 2008).
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Por otra parte, se ha observado una mayor prevalencia en la poblacién masculina respecto a la
poblacién femenina con un 42% y 24%, respectivamente (Browning et al., 2004). Del mismo modo,
existen diferencias entre la poblacidn hispanica, la poblacién blanca y la poblacién afroamericana. Este
ultimo dato, respalda la hipdtesis basada en la existencia de un factor genético que aumenta la
predisposicién a padecer NAFLD (Wei et al., 2008).
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Figura 1. Conexion del metabolismo lipidico entre el hepatocito y el adipocito y su regulacion hormonal. El color verde
indica estimulacién y el color rojo represion.

En estudios llevados a cabo con pacientes que padecen alteraciones metabdlicas, se ha demostrado
que la obesidad supone un factor de riesgo relevante ya que en sujetos obesos la prevalencia aumenta
hasta un 57%, mientras que en personas con obesidad moérbida hasta un 90%. De la misma forma que
se encuentra elevada hasta un 70% en pacientes que padecen DM2 (Gaggini et al., 2013).

A pesar de todos estos datos, la prevalencia real de NAFLD se desconoce al tratarse de una enfermedad
asintomatica en la mayoria de los casos, no obstante, se estima que se encuentra alrededor de un 45%
en la poblacion mundial (Karbasi-Afshar et al., 2014).

La esteatosis hepatica no alcohdlica engloba una serie de alteraciones en el higado que se caracterizan
por presentar distintos niveles de gravedad. La primera fase consiste en el desarrollo de una esteatosis
simple, que puede evolucionar a una esteatohepatitis o NASH relacionada con lesién celular y procesos
inflamatorios pudiendo conducir a una fibrosis, cirrosis y finalmente, carcinoma hepatocelular (Figura
2) que supone el estadio mas grave de este grupo de enfermedades (Gaggini et al., 2013).

Diversos procesos se han vinculado a un incremento del riesgo cardiovascular en pacientes con NAFLD,
como es el aumento de la lipdlisis y secrecién de VLDL, aumento de LDL y disminucion de HDL en
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plasma. Por otro lado, tiene lugar una sobreproduccién de glucosa y factores proinflamatorios. El
conjunto de todos estos procesos contribuye al desarrollo de aterosclerosis, disfuncién endotelial y a
la estimulacion de vias que conducen a promover la obesidad y la diabetes (Gaggini et al., 2013), ya
considerados factores de riesgo, por lo que se forma un ciclo que agrava la situacion del paciente si no
se establece un tratamiento.

La esteatosis hepdtica no alcohdlica es una enfermedad en la que la mayoria de los pacientes no
muestran sintomas, sin embargo, puede sospecharse al encontrar niveles elevados de enzimas
hepaticas (ALT, AST y GGT) y la existencia de factores de riesgo (Dyson et al., 2014). No obstante, hay
gue tener en cuenta que alrededor de un 80% de los casos no presentan dichas alteraciones clinicas
(Manousou et al., 2011).

Esteatosis simple

s

E_.‘
*

Higado sano

g9 @o

Cirrosis Carcinoma
Esteatohepatitis Fibrosis hepatocelular

Figura 2. Evolucién de NAFLD. El higado sano puede evolucionar a esteatosis simple y esteatohepatitis siendo ambas
etapas reversibles. Una vez que se alcanza un estado de cirrosis, el dafio hepatico ya es irreversible y puede evolucionar
a carcinoma hepatocelular.

El siguiente paso para el diagndstico de NAFLD es la ultrasonografia, prueba que aporta informacién
cuantitativa del grado de acumulacidn lipidica en el higado y realmente fiable cuando la esteatosis se
produce en mas del 33% de los hepatocitos. Otras técnicas precisas de diagndstico son las resonancias
magnéticas de imagen y de protén (MRl y *H-MRS) representando los mejores métodos no invasivos
(Schwenzer et al., 2009).

Finalmente, el diagndstico definitivo e inequivoco de la enfermedad se realiza mediante una biopsia
del higado. Esta prueba permite determinar el nivel de lesién que presenta el 6rgano y es el Unico
método que permite diferenciar entre esteatosis hepatica alcohdlica y no alcohdlica (Dyson et al.,
2014). Los resultados de la biopsia se elaboran a partir de la evaluacion del grado de esteatosis,
aumento del tamafio del hepatocito, el nivel de inflamacién y el nivel de fibrosis, obteniéndose una
puntacion segun el nivel de evolucidn que presente cada proceso. Cuando la puntuacion obtenida es
mayor de 5 el diagndstico es NAFLD (Bedossa et al., 2012).

Una vez diagnosticada la enfermedad, se necesita establecer un tratamiento de manera que se frenen
o disminuyan las lesiones producidas en el organismo. El primer paso se trata de la adopcién de habitos
saludables, como la préctica de ejercicio fisico y el seguimiento de una dieta basada en la restriccion
caldrica (Dyson and Day, 2014). El siguiente paso, es el tratamiento farmacoldgico de las enfermedades
asociadas, donde se ha visto que juegan un papel importante los sensibilizadores de insulina como la
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metforminay las tiazolidinedionas (TZD). Estos farmacos intervienen en la regulacién del metabolismo
glucidico y lipidico o actiian sobre vias relacionadas con la sensibilidad a la insulina. Otro tratamiento
son los bloqueadores de los receptores de angiotensina Il capaces de disminuir la esteatosis, la
resistencia a la insulina (RI) o el estrés oxidativo (Paschos and Tziomalos, 2012; Yang et al., 2009).

El objetivo del presente trabajo es la realizacidon de una busqueda bibliografica sobre el estado del
conocimiento en relacion a la lipotoxicidad en el higado, los mecanismos moleculares que tienen lugar
y sus consecuencias cardiovasculares. Finalmente, se lleva a cabo una revisién y propuesta de
tratamientos.

2. METODOLOGIA .

En primer lugar, para llevar a cabo una busqueda bibliografica sobre el conocimiento actual se utilizé
la base de datos del US National Library of Medicine, Pubmed. Al tratarse de la primera busqueda se
utilizaron las palabras clave “dysfunction mitochondria liver”, se restringié el limite de antigliedad de
los resultados al afio 2010, encontrandose alrededor de 95 resultados.

A partir de aquiy después de la lectura de algunos articulos se realizé una segunda busqueda utilizando
las palabras clave “nonalcoholic fatty liver disease mitochondria”, restringiendo los resultados de la
misma forma y afiadiendo como filtro la especie humana, obteniéndose alrededor de 40 resultados,
de los que se escogieron aquellos que pudiesen proporcionar una mayor informaciéon conceptual y
generalizada del tema.

Por otro lado, se realizaron una serie de busquedas haciendo uso de las mismas palabras clave, y
empleando otras como “lipotoxicity mitochondria” en la base de datos ScienceDirect. Filtrandose de
forma similar los resultados, restringiendo esta vez la blisqueda Unicamente en revistas y libros. Se
obtuvieron alrededor de 100 resultados, de los que se escogieron los de mayor interés.

Las siguientes busquedas se basaron en la investigacion de puntos concretos para la realizacién del
trabajo usando como palabras clave “prevalence of NAFLD”, “therapies NAFLD”, “diagnosis fatty liver”,
etc., utilizando las bases de datos nombradas anteriormente y filtros similares.

Cabe mencionar, que a partir de la bibliografia aportada por cada uno de los articulos escogidos, se
hizo posible la busqueda especifica de otros que pudieran aportar informacién mas detallada para la
realizacidn de cada uno de los puntos desarrollados en el trabajo.

3. ETAPAS DE LA ENFERMEDAD .

Como ya se ha comentado anteriormente, la esteatosis hepatica no alcohdlica comprende una serie
de enfermedades de distinta gravedad que pueden desarrollarse de forma secuencial. La acumulacién
de lipidos en los hepatocitos en ausencia de dafio celular es lo que se conoce como esteatosis simple.



Alba Gonzalez Estévez

GRADO DE BIOQUIMICA

Sin embargo, al tratarse de un estado alterado de las células, puede conducir a una reaccién
inflamatoria dando lugar a una esteatohepatitis (Than and Newsome, 2015). Se trata de una fase mas
grave y que en situaciones crénicas puede llevar a un proceso de fibrosis. Una situacion de fibrosis
establecida puede verse agravada por el desarrollo de cirrosis, proceso que provoca la alteracion de la
vascularizacion hepatica comprometiendo su funcionalidad (Garcia Buey et al., 2012). Todos estos
procesos conducen a la lesién y desregulacidon grave de la célula hepatica que finalmente puede
evolucionar a un carcinoma hepatocelular.

3.1. ESTEATOSIS SIMPLE

La esteatosis hepatica simple se define como el almacenamiento de triglicéridos en el hepatocito sin
presentar lesion celular. Los pacientes que han sido diagnosticados de esteatosis simple y estdn siendo
tratados no suelen presentar una progresion hacia fases mads graves, o si la presentan tiene lugar de
forma muy lenta y controlada (Chalasani et al., 2012).

Una acumulacion simple de triglicéridos en el higado no provoca, por si sola, la activacion de vias
inflamatorias en la célula y se cree que dicho almacenamiento puede actuar como un mecanismo
protector frente a la lipotoxicidad (Sharma et al., 2015). Esto es posible gracias a la capacidad de la
célula hepatica para almacenar un exceso de triglicéridos en gotas lipidicas disminuyendo los efectos
toxicos que tiene para la célula (Aon et al., 2014). La histopatologia se caracteriza por la presencia de
macrovesiculas formadas por gotas lipidicas en el citoplasma de los hepatocitos (Figura 3B).

3.2. ESTEATOHEPATITIS

En la esteatohepatitis no alcohdlica, la célula hepdtica ha agotado su capacidad para almacenar el
exceso de lipidos, este hecho provoca lo que conocemos como lipotoxicidad e involucra la activacion
de las vias inflamatorias lo que se hace visible en las pruebas histoldgicas (Figura 3C). Tiene lugar la
infiltracién de células del sistema inmunoldgico y un engrosamiento de las células hepaticas (Takahashi
and Fukusato, 2014) seguido de necrosis.

3.3. FIBROSIS Y CIRROSIS

En este estado, los hepatocitos han perdido la capacidad regenerativa y es necesaria la sustitucion del
tejido afectado por matriz extracelular, fendmeno conocido como fibrosis. En este proceso tiene lugar
la activacidon de las células estrelladas hepaticas para la transformacién fenotipica a miofibroblastos,
que llevaran a cabo el proceso de fibrosis (Trautwein et al., 2015). La inflamacién y necrosis son
facilmente visibles en una biopsia (Figura 3D).

El aumento del contenido fibroso conduce a un mayor depdsito de matriz extracelular (Figura 3E)
dando lugar a lo que conocemos como cirrosis. La patogenia de la cirrosis puede dividirse en dos
etapas. En la primera el paciente no muestra sintomas, a pesar de ello, puede desarrollar hipertensién
portal lo que conduce a una falta de riego sanguineo en las células hepaticas y dafio celular. Si esta
hipertension aumenta y ademas se alarga en el tiempo tendria lugar la segunda fase, caracterizada por
una pérdida de la funcién hepatica que conlleva a la aparicién de multitud de complicaciones (Garcia
Buey et al., 2012).
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Figura 3. Evolucidn histoldgica de NAFLD. A) Biopsia de un higado sano, se observa la distribucién uniforme del
hepatocito formando el tejido hepatico. B) Patrén histoldgico en un caso de esteatosis simple, se observan
macrovesiculas ocupando el citoplasma de las células. C) Visualizacion de infiltracion de células inflamatorias en un
caso de NASH. D) Visualizacién de la inflamacién, muerte celular y sustitucion por matriz extracelular en un caso de
fibrosis. E) Biopsia de cirrosis, se observa muerte celular y cicatrizacién del tejido. F) Biopsia de hepatocarcinoma,
muestra acumulaciones lipidicas, engrosamiento de hepatocitos cancerosos, inflamacion, fibrosis y agregados de
eosinofilos o cuerpos de Mallory.

3.4. CARCINOMA HEPATOCELULAR

Cuando las alteraciones relacionadas con la cirrosis se alargan en el tiempo, la probabilidad de
progresar hacia un carcinoma hepatocelular aumenta considerablemente. Existen numerosos factores
gue activan procesos favorables para la aparicion del cancer y que se desarrollan durante la
patogénesis de la esteatosis hepdtica no alcohdlica. La obesidad relacionada con la resistencia a la
insulina provoca el incremento de factores que actian como mitégenos estimulando la proliferacion
celular. Por otro lado, en pacientes con NAFLD se ha visto que tiene lugar un aumento de la
proliferaciéon de las células progenitoras de los hepatocitos. Uno de los procesos de mayor relevancia
gue tiene lugar durante el progreso de la enfermedad es el estrés oxidativo que involucra mutaciones
en genes supresores de tumores como p53.

La biopsia muestra acumulaciones lipidicas, engrosamiento de hepatocitos cancerosos, inflamacion,
fibrosis y agregados de eosindfilos o cuerpos de Mallory (Figura 3F).

4. MECANISMOS MITOCONDRIALES EN EL MANEJO DE
LIPIDOS EN EL HEPATOCITO

La mitocondria es un organulo critico en el metabolismo de los lipidos ya que lleva a cabo la 3-oxidacion
de los acidos grasos y la sintesis de colesterol. Asi pues, juega un papel importante en el desarrollo de
las alteraciones comentadas anteriormente, ya que un aumento de acidos grasos libres supone una
sobrecarga de trabajo por encima de su capacidad metabdlica, lo que provoca una acumulacidn téxica
de triglicéridos en el hepatocito (Gaggini et al., 2013).
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4.1. FUENTES DE ACIDOS GRASOS EN EL HIGADO

Los acidos grasos constituyen una de las principales fuentes de energia en el organismo mediante la
B-oxidacién llevada a cabo en la mitocondria, también presentan un papel estructural ya que son
necesarios para la sintesis de esfingolipidos y fosfolipidos. Por otro lado, se encuentran involucrados
en la respuesta inmune siendo capaces de alterar la sintesis de eicosanoides y de activar receptores
Toll (Ramadori et al., 2015). Ademas, la conjugacion de los acidos grasos y el coenzima A puede dar
lugar a la alteracién de cascadas de transduccién de seinal, regular la actividad enzimatica de proteinas
como la acetil-CoA carboxilasa, asi como los canales de K* dependientes de ATP (Kazantzis and Stahl,
2012). Por ultimo, regulan la transcripcidn de genes especificos mediante la interaccion con distintos
factores de transcripcion como PPARs, SREBP, LXR y NF- kP (Grattagliano et al., 2012).

Las principales fuentes de acidos grasos en el higado estan constituidas por la dieta, la lipdlisis que
tiene lugar en el tejido adiposo vy la lipogénesis de novo que se desarrolla en el hepatocito. Se ha visto
gue un 59% de los acidos grasos que contribuyen al desarrollo de esteatosis hepatica no alcohdlica
provienen de los acidos grasos liberados a la circulacién tras la lipdlisis, un 26% de la lipogénesis de
novo y un 15% de la dieta (Nassir and Ibdah, 2014).

Después de la ingesta, los acidos grasos son absorbidos por el intestino delgado, donde serdn
ensamblados en quilomicrones o secretados directamente a la circulacién llegando hasta el higado
(Nguyen et al., 2008). Los acidos grasos de cadena corta son translocados al interior del hepatocito
mediante transportadores especificos, donde pueden interaccionar con otras moléculas y ser
conducidos a distintas zonas de célula, como por ejemplo al nucleo o la mitocondria. Los triglicéridos
pertenecientes a los quilomicrones remanentes, pueden almacenarse en el higado formando gotas
lipidicas o exportarse como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Nguyen et al., 2008).

Por otro parte, el tejido adiposo blanco es capaz de almacenar el exceso de energia producida en el
organismo tras la ingesta en forma de lipidos (Lafontan and Langin, 2009). Mediante la lipdlisis, los
triglicéridos almacenados son liberados como acidos grasos no esterificados (NEFA) a la circulacion.
Este proceso se encuentra regulado hormonalmente por la insulina afectando negativamente a la
transcripcion de distintas proteinas como las lipasas. Cuando debido a la ingesta, el incremento de
calorias se alarga en el tiempo, es probable desarrollar resistencia a la insulina, lo que provoca un
incremento de la lipdlisis y una disminucién de la lipogénesis, liberandose acidos grasos a la circulacion
y produciendo la acumulacion de grasa ectépica (Nassir and Ibdah, 2014).

La lipogénesis de novo tiene lugar en el citoplasma de la célula y consiste en la conversion de un exceso
de carbohidratos en acidos grasos a partir de acetil-CoA. Este proceso se activa por lainsulina secretada
tras una elevada ingesta de carbohidratos capaz de activar factores de transcripcion como SREBP-1c
encargado de la transcripcién de enzimas hepaticas lipogénicas (Ferre and Foufelle, 2010; Nassir and
Ibdah, 2014). Los acidos grasos sintetizados pueden pasar a formar triglicéridos y ensamblarse en VLDL.
No obstante, se considera que la lipogénesis de novo es un factor importante para el desarrollo de la
esteatosis hepatica (Nassir and Ibdah, 2014).

11



Alba Gonzalez Estévez

GRADO DE BIOQUIMICA

4.2. OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

En el interior celular los acidos grasos son unidos al Coenzima A (CoA) mediante las acil-CoA sintetasas,
proceso conocido como activacién y que tiene como objetivo evitar la salida de los acidos grasos de la
célula y facilitar su transporte a la matriz mitocondrial (Zambo et al., 2013).

Los acidos grasos entran en la mitocondria por accién de la CPT-1 que permite la regeneracién del acil-
CoA vy carnitina libre (Nassir and Ibdah, 2014). Una vez en la matriz, tiene lugar la oxidacion del acil-
CoA dando como resultado el acortamiento de la cadena de acido graso, la formacién de acetil-CoA y
la produccién de NADH y FADH, (Wei et al., 2008). El acetil-CoA formado sera oxidado después en el
ciclo de Krebs y los equivalentes de reduccién NADH y FADH; en la cadena respiratoria mitocondrial
(Grattagliano et al., 2012). La B-oxidacion también puede darse en los peroxisomas, el acetil-CoA
formado es exportado al citosol donde podra ser oxidado en el ciclo de Krebs.

La regulacion de la B-oxidacidn viene marcada por una serie de vias metabdlicas. Cuando los niveles
de glucosa son elevados, el acetil-CoA es transformado a citrato que puede salir al citosol y dar lugar,
de nuevo, a acetil-CoA. Mediante la accién de la acetil-CoA carboxilasa, el acetil-CoA es convertido a
malonil-CoA, dado que éste ultimo es necesario para la sintesis de acidos grasos, elevados niveles
suponen lainhibicion de la CPT-1y por tanto la disminucién de la -oxidacidn en la matriz mitocondrial.
Por ello, se ha visto que largos periodos de elevada ingesta caldrica conducen a un incremento de la
sintesis de dcidos grasos y a la inhibicidn de su oxidacién en el hepatocito (Wei et al., 2008).

4.3. PAPEL DEL TEJIDO ADIPOSO: ADIPOQUINAS

El tejido adiposo contribuye a la homeostasis energética en el organismo mediante la integracion de
vias metabdlicas como la lipogénesis, la lipdlisis y la B-oxidacion (Giby and Ajith, 2014). En dicha
homeostasis presentan un papel importante los PPARs. El subtipo PPAR«a se encarga de la activacién
del catabolismo lipidico, mientras que el subtipo PPARY promueve el almacenamiento de lipidos
(Yessoufou and Wahli, 2010).

El tejido adiposo secreta distintas adipoquinas para intercomunicarse con el higado, musculo e
hipotdlamo (Giby and Ajith, 2014). Las principales adipoquinas son adiponectinas, leptinas y citoquinas
(como por ejemplo, TNF-a e IL-6). El equilibrio en la secrecidon de estos mediadores conducird a
distintos efectos sobre el higado: la adiponectina presenta un papel antiinflamatorio vy
antiesteatogénico, mientras que el resto de adipoquinas son responsables de la activacion de las vias
inflamatorias que conducen a la Rl y esteatohepatitis (Berlanga et al., 2014; Tilg and Moschen, 2010).

La adiponectina es la responsable de la estimulacién de PPARa en el higado mediante su unién al
receptor especifico ADIPOR2, potenciando la utilizacidn de la glucosa y promoviendo la B-oxidacion,
por otro lado ejerce un efecto inhibitorio frente a la acumulacidn de triglicéridos en el higado mediante
la inhibicién de SREBP-1c (Jung et al., 2013b). Se han encontrado niveles bajos de adiponectina en
pacientes que presentan obesidad, DM2, Rl y NAFLD (Giby and Ajith, 2014). Se ha demostrado que
estimula la secrecién de factores antiinflamatorios, bloquea la activacion de NF-kB e inhibe la secrecién
de TNF-a y IL-6 (Tilg and Moschen, 2010). En una situacidon de obesidad, los macréfagos del tejido
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adiposo secretan elevadas cantidades de TNF-a y IL-6 que conducen a la supresién de la produccion
de adiponectina (Berlanga et al., 2014).

4.4. MICROBIOTA INTESTINAL

El higado puede verse afectado por cambios en la microbiota intestinal debido a su conexién con el
intestino mediante la vena porta, mediante la cual recibe continuamente metabolitos y endotoxinas
de origen bacteriano. En condiciones normales, dichos metabolitos ingresan en el higado y son
eliminados por las células de Kupffer (Minemura and Shimizu, 2015).

Las células que forman la mucosa intestinal constituyen una barrera de defensa para el organismo
evitando la entrada de bacterias y endotoxinas a la circulaciéon sanguinea. Cuando tiene lugar una
alteracion en esta barrera, se produce la translocacién de dichas bacterias a los tejidos. Esta
translocaciéon provoca una produccidn de etanol excesiva asi como la liberacion de lipopolisacdridos y
otros metabolitos bacterianos a la vena porta, lo que conduce a la activacién del sistema inmunitario
y la secrecion de factores proinflamatorios (Figura 4) como TNF-a en el higado (Than and Newsome,
2015).

Estudios llevados a cabo en ratones han demostrado que estos metabolitos pueden influir en Ia
absorcion de nutrientes, en la adiposidad, en la inflamacién a nivel sistémico y finalmente en el
desarrollo de la Rl (Eslamparast et al., 2013), factores que contribuyen al desarrollo de NAFLD.

Esta asociacién se va haciendo mds evidente a medida que progresa la esteatosis ya que aumenta la
lesion hepatica: se produce un aumento en el crecimiento bacteriano, la reduccién de la motilidad
intestinal, un aumento de la permeabilidad del intestino asi como una disminucidn de la accién de las
células del sistema inmunitario (Boursier and Diehl, 2015).

B T
T

Gastrointestinal
tract

P~

Figura 4. Relacién entre la microbiota intestinal y el desarrollo de NAFLD.
Los microorganismos intestinales son capaces de activar vias
inflamatorias en el hepatocito (Cohen et al., 2011).
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5. DISFUNCION MITOCONDRIAL HEPATICA MEDIADA POR
ACIDOS GRASOS

Como hemos visto, el higado presenta un papel importante en el metabolismo de los lipidos,
participando en su transporte al interior celular, jugando un papel importante en su catabolismo, asi
como en su almacenamiento y exportacién al resto de tejidos. Cualquier alteracién de estos procesos
puede conducir al desarrollo de la esteatosis hepatica no alcohdlica (Musso et al., 2009).

5.1. HIPOTESIS

La evolucién de una esteatosis simple no patoldgica a NASH no siempre se produce y es posible que se
desarrolle la segunda sin tener lugar una esteatosis simple previa. La distinta evolucién de la
enfermedad ha sido objeto de muchas investigaciones, lo que ha llevado a la generacién de una serie
de hipdtesis sobre la patogénesis de NAFLD (Day and James, 1998).

5.1.1. “TWO HIT" HIPOTESIS

Postula que debe producirse un primer impacto o “first hit” que estimule la acumulacién lipidica en el
higado seguido de un segundo impacto o “second hit” donde tiene lugar la activacidon de los procesos
inflamatorios (Berlanga et al., 2014).

El almacenamiento lipidico podria verse inducido por el desarrollo de resistencia a la insulina por parte
de los tejidos, lo que provoca un incremento del flujo de los acidos grasos hacia el hepatocito. Los
elevados niveles de acidos grasos exceden la capacidad de oxidacién de la célula hepatica lo que
conduce al desarrollo de esteatosis hepatica (Nassir and Ibdah, 2014).

El segundo impacto viene facilitado por el estado alterado del hepatocito debido al primer impacto.
Tienen lugar sucesos como la disfuncion mitocondrial, la secrecién de citoquinas y adipoquinas, asi
como un aumento del estrés del reticulo endoplasmatico (Day and James, 1998). Estos procesos
activan vias inflamatorias que conducen al desarrollo de NASH (Dowman et al., 2010).

5.1.2. “MULTI-HITS” HIPOTESIS

Esta hipdtesis defiende un nuevo modelo en el que un mayor nimero de sucesos participan en la
evolucién de la esteatosis simple a NASH, ademas de la acumulacidn inicial de lipidos en el hepatocito.
En este mecanismo juegan un papel central los factores secretados por el intestino y por el tejido
adiposo (Tilg and Moschen, 2010).

Ademads, también se han encontrado evidencias entre la ingesta de diversos alimentos y la
predisposicion a desarrollar esteatosis hepdatica. Asi, se ha visto que una alimentacion rica en acidos
grasos trans y/o fructosa aumenta la resistencia a la insulina y a la lesién hepatica conduciendo al
desarrollo de esteatohepatitis (Abdelmalek et al., 2010; Tetri et al., 2008).
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5.1.3. “DISTINCT HIT” HIPOTESIS

Considera la esteatosis simple y la esteatohepatitis como dos enfermedades distintas que no
presentan una patogenia comun. Viene dada por el descubrimiento de factores genéticos y del papel
de las células progenitoras hepaticas (HPCs) en el desarrollo de la esteatohepatitis (Yilmaz, 2012).

En pacientes con NAFLD, se ha detectado el polimorfismo rs738409 relacionado con el gen que codifica
para la proteina PNPLA3 importante en la lipdlisis y lipogénesis de los hepatocitos y adipocitos. Dicho
polimorfismo conduce a la pérdida de la funcién enzimatica de PNPLA3 (Wang et al., 2011). Su
presencia ha sido mas frecuente en los casos de esteatohepatitis que en los casos de esteatosis simple,
asi como su asociacién con la inflamacidn y fibrosis en el higado (Rotman et al., 2010). También se ha
visto que el papel regenerativo de las HPCs es menos eficiente en los enfermos de esteatohepatitis
que en los enfermos de esteatosis simple (Yilmaz, 2012). Todo ello apoya la hipdtesis de que dichas
enfermedades se puedan desarrollar por vias patoldgicas distintas.

5.1.4. “IN UTERO" HIPOTESIS

Se han encontrado evidencias que proponen que el desarrollo del feto puede verse alterado por el
estado nutricional y metabdlico que presente la madre durante la gestacion. Por ello, perturbaciones
metabdlicas en la madre durante la etapa gestacional pueden conducir a alteraciones irreversibles en
el feto, que pueden no manifestarse hasta etapas avanzadas de la vida (Herrera, 2008).

Esta hipdtesis se basa en un aumento del riesgo de sufrir NAFLD en individuos que durante la etapa
fetal han estado expuestos a una elevada ingesta lipidica por parte de la madre. En estudios llevados
a cabo con ratones se ha observado que tiene lugar una estimulacién de la lipogénesis de novo y una
inhibicion de la B-oxidacién (Brumbaugh and Friedman, 2014). Se ha observado que un incremento de
los lipidos plasmaticos maternos puede contribuir a la acumulacién de lipidos en el feto y al
desencadenamiento de peroxidacién lipidica, induciendo un aumento del estrés oxidativo y un mayor
riesgo de padecer aterosclerosis en etapas posteriores de la vida del feto (Herrera, 2008).

5.2. FACTORES QUE PROVOCAN DISFUNCION MITOCONDRIAL

Existen un gran numero de factores que provocan la disfuncidn de la mitocondria relacionados con un
excedente de acidos grasos libres. Algunos de ellos son la formacién de ROS, resistencia a la insulina,
estrés en el reticulo endopldsmico, secrecién de adipoquinas, asi como la activacion o inhibicidn de
ciertas enzimas, procesos que seran explicados a lo largo del presente trabajo (Gaggini et al., 2013).

5.2.1. Formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La formacion de ROS es el evento mayoritario relacionado con la disfuncion mitocondrial y representa
el inicio de los principales eventos que forman las enfermedades crdnicas del higado. Una excesiva
formacion de ROS produce modificaciones oxidativas en componentes lipidicos y proteicos de la
membrana mitocondrial asi como en el DNA mitocondrial (Figura 5). Estos cambios determinan
alteraciones estructurales, cambios en la fluidez y permeabilidad de membrana asi como la
inactivacion de los sistemas de transporte y de receptores (Grattagliano et al., 2012).
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El incremento del estrés oxidativo en la mitocondria viene dado por un aumento de los equivalentes
de reduccidn NADH y FADH,, formados durante la (-oxidacién de los acidos grasos en la matriz
mitocondrial. El aumento de dichos equivalentes provoca la formacién del ion superéxido (0,*) en los
complejos | (NADH-coenzima Q reductasa) y 1l (ubiquinona-citocromo c oxidoreductasa) de la cadena
de transporte electréonico donde la reaccién se ve favorecida termodindmicamente (Gusdon et al.,
2014). Ademas, la generacidén de ROS también tiene lugar en el interior de los peroxisomas cuando
llevan a cabo la oxidacién de los acidos grasos libres (Paradies et al., 2014).

Muerte Disfuncidn mitocondrial
celular ‘l‘
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Figura 5. Mecanismos relacionados con la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
disfuncién mitocondrial relacionada con el desarrollo de lipotoxicidad y esteatosis hepatica no
alcohdlica.

Las distintas clases de dacidos grasos hacen posible la formacién de diferentes cantidades de
equivalentes de reduccion durante su [3-oxidacidn. Asi, los acidos grasos poliinsaturados conllevan la
formacidn de un mayor nimero de moléculas de NADH y FADH; contribuyendo al aumento del estrés
oxidativo (Figura 5). Sin embargo, gran parte de las especies reactivas de oxigeno formadas son
dirigidas a inhibir la glucélisis, de manera que se conduce a la célula a realizar un catabolismo lipidico,
disminuyendo la cantidad de lipidos en la célula y por tanto contribuyendo a disminuir los riesgos de
sufrir esteatosis hepdtica (Gusdon et al., 2014). Se trata de una estrategia, que aunque implique la
formacidn de ROS, lleva a cabo una funcion beneficiosa para la célula hepatica.

En la matriz mitocondrial, la superéxido dismutasa (SOD) se encarga de catalizar la conversion del idn
superéxido en H;0,. Finalmente, éste serd reducido por distintas enzimas (como la glutatién
peroxidasa o catalasa) o puede difundir al citoplasma. La depleciéon del glutatién en la mitocondria se
ha visto implicado en el desarrollo de NAFLD aumentando el estrés oxidativo (Gusdon et al., 2014).

En condiciones normales, la tasa de mutacién del genoma mitocondrial es elevada, debido a la
ausencia de histonas y a la falta de mecanismos de reparacién. En situaciones de elevado estrés
oxidativo, estas mutaciones son mas frecuentes debido a las modificaciones ejercidas por ROS

[
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(Murphy, 2009). Dichas modificaciones conducen a una disminucién de la expresién de proteinas
mitocondriales y por tanto, a una disfuncién de la cadena de transporte electrdnico, que a su vez,
conduce a la generacién de mds ROS, formando un ciclo con consecuencias lesivas para la mitocondria
y la célula (Kawahara et al., 2007).

Otro efecto adverso que conlleva la presencia de ROS es la oxidacidn de los lipidos que forman la
membrana mitocondrial. La peroxidacion de los dcidos grasos poliinsaturados que forman la
membrana conduce a la formacién de productos muy reactivos que se unirdn a componentes de la
cadena de transporte electrénico inhibiendo su funcidon. Como por ejemplo la interaccién que se forma
entre el malonaldehido y la citocromo c oxidasa (Negre-Salvayre et al., 2010).

La peroxidacion lipidica de los fosfolipidos también conduce a un aumento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial debido a la formacidn de poros de transicidn. Estos poros son los responsables
de la pérdida del potencial de membrana viéndose disminuida la sintesis de ATP (Bernardi, 2013). La
formacidn de estos poros conduce a la salida del citocromo cy otras proteinas pro-apoptéticas, desde
la mitocondria al espacio citoplasmatico llevando a la induccion de apoptosis (Figura 5) mediante la
activacion de caspasas. La disminucion de la sintesis de ATP conduce a una disfuncién mitocondrial
que es capaz inducir necrosis celular, produciendo inflamacion en el tejido hepatico (Grattagliano et
al., 2012).

5.2.2. Resistencia ala insulina

Dada la importancia energética que supone la glucosa para la homeostasis del organismo, situaciones
de hipoglicemia o hiperglicemia tienen efectos en toda la fisiologia del organismo. La resistencia a la
insulina se define como la incapacidad de las células para hacer uso de la glucosa como fuente de
energia a pesar de existir secrecidn de insulina por parte de las células B-pancredticas (Garcia-Ruiz et
al., 2013).

Un vez que la insulina es secretada, se une a su receptor situado en las células diana, activando una
cascada de fosforilacién que conduce a la expresion de genes destinados a promover la entrada de
glucosa en las células. El receptor de insulina pertenece a la familia tirosina quinasa, por lo que la unién
del ligando estimula la actividad intrinseca del receptor de manera que se produce la fosforilacion de
los residuos de tirosina (Cheng et al., 2010). Ahora que el receptor se encuentra activado, hace posible
el reclutamiento y fosforilacién de IRS-1. Esta tltima reaccién conduce a la activacién de la PI3K y de
PKB/Akt (Dowman et al.,, 2010). Finalmente, la activacion de PKB/Akt tiene como resultado la
translocacién del transportador de glucosa (GLUT4) ala membrana plasmdtica, mediante la regulacion
del factor de transcripcion FOXO, facilitando la entrada de glucosa en el hepatocito. Por otra parte,
también tiene lugar un aumento de la expresién de genes relacionados con la lipogénesis y una
disminucion de la expresién de genes gluconeogénicos debido a la desfosforilacion de GSK3 (Figura 6).

La insulina también juega un papel importante inhibiendo la lipdlisis del tejido adiposo en situaciones
de baja demanda energética. En un estado de Rl esta inhibicidn no se produce, conduciendo a aumento
de los acidos grasos en el tejido adiposo y a su transporte hasta el higado (Dowman et al., 2010).

[
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La consecuencia de la Rl es un aumento de los niveles de glucosa en sangre que provoca una
sobrerregulacion por parte de SREBP-1c de genes relacionados con la lipogénesis de novo vy la
inhibicidn de la -oxidacion en el hepatocito, dando lugar al desarrollo de la esteatosis hepatica (Postic
and Girard, 2008).
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Figura 6. Mecanismo molecular de resistencia a la insulina en el
hepatocito (Parekh and Anania, 2007).

Algunas de las alteraciones que se han encontrado en pacientes de NAFLD y que conducen a la Rl son
aumento de acidos grasos libres, y de ceramida, asi como del factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y el
factor nuclear kappa (NF-kB).

Por otro lado, la Rl se ha visto relacionada directamente con la obesidad ya que es considerada como
un estado crdnico de baja inflamacidn. Ademas, el 80% de los individuos que presentan NAFLD son
obesos (Fabbrini et al., 2010). Un estado de obesidad y una dieta rica en grasa activa al inhibidor de
NF-kB lo que conduce a un estado de inflamacidn crénica. En el higado, los acidos grasos son capaces
de activar dicha via inflamatoria asi como de aumentar los niveles de diacilglicerol (DAG) (Postic and
Girard, 2008). El incremento de éste Ultimo se ha visto relacionado con una interferencia en la
sefializacion de la insulina (Figura 6) al activar a la proteina quinasa Ce (PKCe). Cuando ésta se
encuentra activada, se une al receptor de la insulina e inhibe su actividad tirosina quinasa impidiendo
la transduccién de sefial y promoviendo la resistencia a la insulina (Samuel et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado una relacién entre el sistema renina-angiotensina-adolsterona
(RAAS) y el desarrollo de NAFLD promoviendo la resistencia a la insulina. En situaciones de obesidad la
expresion de angiotensina Il se ha visto incrementada en los adipocitos lo que conduce a la activacién
de NF-xB, IL-6 y PAI-1 (Marcus et al., 2013). Por otro lado, la angiotensina Il es capaz de estimular la
fosforilacién de los residuos de serina del receptor de insulina, asi como de PI3K lo que resulta en una
inhibicidon de la interaccidon entre estos dos componentes imposibilitando la sefializacién de la insulina
en el interior celular (Paschos and Tziomalos, 2012).
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5.2.3. Estrés en el reficulo endoplasmdtico

En el reticulo endoplasmatico (RE) tiene lugar la sintesis, maduracion, control de calidad y trafico de
una gran variedad de proteinas (Passos et al.,, 2015). Cuando el plegamiento proteico no es el
adecuado, las proteinas son retenidas en el lumen del RE donde serdn o bien remodeladas para
conseguir su correcto plegamiento o conducidas a la degradacion por el proteosoma mediante el
proceso ERAD (ER-associated degradation) (Malhotra and Kaufman, 2007).

Cuando se dan situaciones de estrés en la célula, tiene lugar una mayor demanda de la sintesis proteica
lo que conduce a una disminucidn de la eficiencia en el RE. Dicha ineficiencia produce mayor nimero
de proteinas desplegadas o malplegadas, asi como su acumulacidn, conduciendo a lo que se conoce
como estrés en el reticulo endoplasmatico (Zhang et al., 2014).

Cuando tiene lugar dicha alteracién, el RE es capaz de activar un proceso de adaptacién conocido como
UPR (unfolded protein response), que se caracteriza por la activacion de tres sefiales: PERK, IRE1 y ATF-
6 (Figura 7). Dicha activacion implica la estimulacién de una serie de vias que actuan de forma
coordinada para regular la transcripcidn de genes involucrados en el crecimiento o expansién del RE,
en la disminucién de la sintesis proteica, en el incremento de la eficiencia de plegamiento y en el
aumento de la degradacion de las proteinas desplegadas o mal plegadas en el interior del RE (Malhi
and Kaufman, 2011). Sin embargo, si a pesar de la activacidn de estas vias, retomar la homeostasis del
ER no es posible, la funcidn de la célula se vera comprometida y se activaran sefiales pro-apoptdticas
conduciendo a la muerte celular (Passos et al., 2015).

Recientemente, se ha encontrado una posible relacién entre el estrés del RE en el adipocito y el
incremento de lipidos en el higado. Dicho estrés provocaria la activacion de vias lipoliticas en el
adipocito aumentado el flujo de acidos grasos libres tejido adiposo-higado (Bogdanovic et al., 2015).
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Figura 7. Mecanismos desencadenados por el aumento del estrés en el RE que conducen
a un aumento de la sintesis de chaperonas, inflamacion, activacion de vias lipogénicas asi
como de apoptosis. Imagen adaptada (Hotamisligil and Erbay, 2008).
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Ademas, en situaciones de estrés en el RE también se ha visto favorecida la sintesis de SREBP-1c
activando la lipogénesis en el hepatocito y contribuyendo a un aumento de los niveles de lipidos
intracelulares (Passos et al., 2015).

Por otro lado, se ha propuesto el estrés en el RE como activador de la inflamacidn que tiene lugar en
casos de esteatohepatitis, ya que el mecanismo UPR conduce a la fosforilacion del inhibidor de NF-kB
activandose asi la respuesta inflamatoria. La activacion de NF-kB promueve la expresién de IL-6 y TNF-
o (Zhang et al., 2014).

5.2.4. Papel de las adipoquinas

De acuerdo con la hipédtesis “two hits” se ha propuesto un papel importante de las proteinas
secretadas por el tejido adiposo blanco en la patogenia del NAFLD constituyendo el segundo suceso o
“second hit” responsable de la activacién la respuesta inflamatoria (Abenavoli and Peta, 2014).

Estudios realizados en pacientes que presentan NASH han encontrado valores disminuidos de
adiponectina y de ADIPOR2 en comparacidn con pacientes que presentan esteatosis simple, por lo
gue se cree que su disminucion predispone a la progresion de esteatosis simple a esteatohepatitis
(Berlanga et al., 2014).

Sabemos que la secrecion de leptina por parte del tejido adiposo es proporcional a la cantidad de
lipidos almacenados y tiene como consecuencia la disminucién del apetito y el aumento del gasto
energético en el organismo mediante sus efectos en el hipotdlamo. La ingesta, el nivel de energiay la
inflamacién son mediadores que regulan la sintesis de leptina (Abenavoli and Peta, 2014). Diferentes
estudios han demostrado que existen niveles elevados de leptina en individuos obesos y en pacientes
gue presentan NASH lo que lleva a pensar que hayan podido desarrollar resistencia a la accién de la
leptina (Figura 8). Por otro lado, también juega un papel importante en el progreso de la resistencia a
la insulina e inhibe la gluconeogénesis induciendo la esteatosis en el higado. Ademas, presenta accién
proinflamatoria y puede activar el desarrollo de la fibrosis en el higado, mediante la secrecién de IL-6,
IL-2 y TNF-a (Tsochatzis et al., 2006).

Finalmente, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) puede ser secretado por los adipocitos, por las
células de Kupffer y por las células estrelladas hepaticas (HSC) como respuesta a una actividad
inflamatoria crdnica (Figura 8). Entre los efectos relacionados con NAFLD se ha visto que TNF-a induce
el desacoplamiento de la cadena de transporte mitocondrial (Giby and Ajith, 2014). Una vez que TNF-
o es secretado, promueve la fosforilacién de IRS-1 inhibiendo la translocacion del transportador de
glucosa ala membrana plasmatica conduciendo al desarrollo de la resistencia a la insulina (Stojsavljevié
et al., 2014). Por otro lado, también activa lipasas que se encargan de promover un aumento de los
niveles de acidos grasos y su transporte al higado. La acumulacién de lipidos en el hepatocito conduce
a la translocacion del factor proapoptdtico Bax al lisosoma, causando la liberaciéon de catepsina B
mediante la activacion de NF-kB y potenciando la expresion de citoquinas proinflamatorias
(Basaranoglu et al., 2013).
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La interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina con funcién proinflamatoria que puede ser producida por los
adipocitos, hepatocitos, células endoteliales y células del sistema inmune (Stojsavljevi¢ et al., 2014).
Cuando tiene lugar un crecimiento bacteriano anormal en el intestino se produce la estimulacion de
los macrofagos para secretar TNF-a que activa la produccién de IL-6 por los adipocitos y por los
macrdéfagos infiltrados en el tejido adiposo en situaciones de obesidad (Tarantino and Finelli, 2013). El
papel de IL-6 en el desarrollo de DM2 y por tanto de la resistencia a la insulina ha sido confirmado por
diversos estudios. La secrecidn crénica de IL-6 conlleva a la lesion del hepatocito, sin embargo, algunos
estudios concluyen que la IL-6 presenta un papel protector en la progresion de la esteatosis hepdtica
simple a otras formas mas graves (Yamaguchi et al., 2010).
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Figura 8. Accion de las distintas adipoquinas en el desarrollo de NAFLD. Se observan las
acciones inhibitorias y las acciones activadoras de cada una. Imagen adaptada
(Khandekar et al., 2011).

6. CONSECUENCIAS CARDIOVASCULARES .

Los mecanismos relacionados con un elevado riesgo cardiovascular y NAFLD todavia no han sido
completamente elucidados. Sin embargo, estudios epidemioldgicos llevados a cabo en Estados Unidos
han mostrado que los individuos con NAFLD presentan una aumento de la predisposicién a sufrir
enfermedades cardiovasculares, independientemente de la presencia de otros factores de riesgo como
hipertension, diabetes, obesidad o dislipidemia (Than and Newsome, 2015). Ademds, las
enfermedades cardiovasculares han sido consideradas la principal causa de muerte asociada a un
estado avanzado de NAFLD (Gaudio et al., 2012).

6.1. Disfuncién endotelial y aterosclerosis

Como se ha ido comentado a lo largo del presente trabajo, la patogénesis de NAFLD se encuentra
relacionada con la resistencia a la insulina (Kasumov et al., 2015). Dicha Rl estimula la sobreproduccion
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de VLDL por el higado con el fin de suplir energéticamente al resto de tejidos, ello conlleva
transferencias de colesterol esterificado desde las HDL hacia las VLDL, lo que forma pequeiias
particulas de HDL susceptibles de ser degradadas. De esta manera, se produce una disminucién de los
niveles de HDL y un aumento de VLDL aumentando la predisposicion de sufrir aterosclerosis (Parekh
and Anania, 2007).

Otro factor relacionado es la ceramida, cuya sintesis de novo se ve estimulada por la inflamacion y por
una elevada ingesta de acidos grasos saturados. Sus niveles se han visto incrementados en pacientes
con NAFLD relacionados con el desarrollo de placas de ateroma debido su capacidad de inhibir IRS-1,
PI3Ky PKB (Kasumov et al., 2015).

Por otra parte, se ha visto tras diversos estudios que individuos con NAFLD presentan alteraciones en
los mecanismos relacionados con la vasodilatacidn, lo que supone un dafo en la intima de las arterias
y la disminucién de su grosor (Villanova et al., 2005). La integridad del endotelio constituye un factor
importante a la hora de evitar la formacion de placas de ateroma. Una vez que el endotelio se
encuentra dafiado, las células progenitoras endoteliales (EPCs) son las encargadas de llevar a cabo la
regeneracion del tejido. Sujetos que presentan NAFLD poseen niveles de EPCs disminuidos lo que
provoca la disfuncidon del endotelio y un aumento en el riesgo de desarrollar placas de ateroma
(Gaggini et al., 2013).

Ademads, numerosos genes se encuentran sobreexpresados en pacientes con NAFLD relacionados con
la lipdlisis, el reclutamiento de monocitos y macréfagos asi como de factores relacionados con la
coagulacién e inflamacién (Targher et al., 2009). Por otro lado, la activacion de genes relacionados con
el proceso aterosclerético y la oxidacién de proteinas se ha visto mds marcada en individuos que
presentan NASH y no tanto en los que sufren esteatosis simple, por lo que se cree que la
esteatohepatitis contribuye en mayor medida a la formacidn de aterosclerosis (Gaudio et al., 2012).

6.2. Papel de las hepatoquinas en la enfermedad cardiovascular

En la esteatosis hepdtica no alcohdlica, el higado lesionado es capaz de secretar una serie de factores,
conocidos como hepatoquinas, que presentan efectos proaterogénicos, proinflamatorios vy
diabetogénicos contribuyendo al desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Anstee et al., 2013).

Recientemente se ha propuesto que las hepatoquinas son capaces de promover la disfuncion
mitocondrial y la inflamacién en las paredes de los vasos, contribuyendo asi a la progresion de la
aterosclerosis en pacientes con NAFLD. Algunas de estas hepatoquinas son el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF-21), fetuina A y la selenoproteina P y tienen efectos sobre el metabolismo de la
glucosa y los lipidos (Yoo and Choi, 2015).

El factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) es un péptido secretado principalmente por el
higado lesionado y su expresion se encuentra regulada por PPAR-a en situaciones de ayuno. Su
administracién disminuye el peso asi como los niveles de triglicéridos y de LDL, mientras que mejora
la sensibilidad a la insulina (Mashili et al., 2011). Se han encontrado valores elevados de FGF-21 en
sujetos que presentan aterosclerosis (Yoo and Choi, 2015), lo que conduce a pensar que presenta un
papel protector frente al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
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La fetuina A es una glucoproteina sintetizada por los hepatocitos cuya funcién es inhibir al receptor de
la insulina y promover la activacion de vias inflamatorias conduciendo al desarrollo de RI, ademas de
reducir la expresidn de adiponectina en el adipocito (Hennige et al., 2008). La fetuina A activa SREBP-
1c estimulando la acumulacidn de triglicéridos en las células hepdticas. Se han observado elevados
niveles circulantes de fetuina A en sujetos obesos, diabéticos o que presentan sindrome metabdlico
y/o NAFLD (Ou et al., 2012). Por otro lado, la fetuina A incrementa la expresidon de citoquinas
proinflamatorias como IL-8, IL-6, MCP y PAI-1 en las células adiposas que rodean los vasos sanguineos,
formando un ambiente que predispone a la formacién de placas de ateroma (Britton and Fox, 2011;
Siegel-Axel et al., 2014).

La dltima hepatoquina relacionada con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares es la
selenoproteina P, glucoproteina sintetizada por el higado y posteriormente secretada al plasma (Yoo
and Choi, 2015). Los niveles de selenoproteina P se han encontrado incrementados en individuos que
presentan DM2 y NAFLD, estableciéndose una relacidon con la resistencia a la insulina. En este
contexto, se ha observado que la adiponectina es capaz de impedir el desarrollo de Rl inhibiendo la
expresion de selenoproteina P mediante la via AMPK-FOXO01 (Jung et al., 2013a).

7. TRATAMIENTOS .

Actualmente no existe ninguna terapia especifica para NAFLD y los tratamientos que se llevan a cabo
dependen de la progresién de la enfermedad. Existen dos estrategias principales para tratar la
acumulacién de grasa en el higado: por un lado, las terapias dirigidas a tratar la obesidad y alteraciones
que acompafian al sindrome metabdlico y por otro lado, las terapias dirigidas especificamente al
higado para aquellos individuos que se encuentran en una etapa muy avanzada de la enfermedad
(Dyson and Day, 2014).

Segun el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos actualmente se encuentran en desarrollo
353 ensayos clinicos destinados a hallar un tratamiento efectivo, 144 se estan llevando a cabo en
Estados Unidos y 94 en la zona europea de los cuales 7 se estdn desarrollando en Espafia.

7.1. Dieta

Ya que la obesidad se encuentra relacionada directamente con la aparicién y progresién de NAFLD, el
primer paso para combatir la enfermedad se basa en la adopcidn de una dieta hipocaldrica que permita
disminuir el peso de los pacientes (Eslamparast et al., 2015). Se ha demostrado que la reduccién del
peso entre un 7 y 10% se asocia a una disminucion de la inflamacidn hepdtica (Than and Newsome,
2015)

Los suplementos mas empleados para el tratamiento de la enfermedad son los antioxidantes, ya que
fomentan la disminucién del estrés oxidativo en el hepatocito. En la mayoria de estudios llevados a
cabo para probar los efectos de la vitamina E, vitamina C y resveratrol, los resultados son satisfactorios
en modelos animales, mientras que en humanos no lo son o es necesario realizar ensayos clinicos
(Eslamparast et al., 2015).
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No obstante, la vitamina D estd cobrando importancia debido a su capacidad para mediar seiales
intracelulares en el higado. Se cree que se encuentra vinculada con la expresidon de un gran nimero de
genes relacionados con el metabolismo lipidico y glucidico, asi como con la inflamacion, la proliferacion
y la apoptosis (Eliades and Spyrou, 2015). Se ha observado una relacidn positiva entre la concentracion
de vitamina D y los niveles de adiponectina en pacientes de NAFLD independientemente del indice de
masa corporal (Vaidya et al., 2012).

Por otro lado, en la suplementacidon con acidos grasos poliinsaturados y monoinsaturados se han
encontrado distintos beneficios. Los acidos grasos w-3 poliinsaturados son capaces de regular la
transcripcidn de genes relacionados con el metabolismo lipidico. Mejoran la resistencia a la insulina,
disminuyen la expresién de TNF-a, inhiben la sintesis de acidos grasos y potencian la oxidacién de los
acidos grasos, actuando sobre SREPB-1cy PPARa respectivamente (Valenzuela et al., 2012). En cuanto
a los 4cidos grasos monoinsaturados se cree que son capaces de reducir la oxidacidn de las LDL y sus
niveles en sangre, asi como del colesterol total y los triglicéridos mediante la estimulacién de Ia
secrecion de adiponectina (Eslamparast et al., 2015).

Finalmente, la suplementacién con prebidticos puede modular la microbiota intestinal. Su consumo se
ha visto relacionado con una disminucién de los niveles de insulina y glucosa tras la ingesta. También
se han establecidos relaciones con la regulacién de la ingesta, el peso, la secrecién de péptidos
intestinales, la sensibilidad a la insulina y la funcién inmune, sin embargo, todos estos beneficios
solamente han sido probados en animales y es necesario realizar mas investigaciones en este ambito
(Papandreou and Andreou, 2015).

7.2. Sensibilizadores de insulina

Debido a la amplia relacién entre la resistencia a la insulina y la esteatosis hepatica, a lo largo del
tiempo se ha prestado especial interés en el desarrollo de sensibilizadores de insulina como
tratamiento para los pacientes tanto de esteatosis simple como de NASH. Las tiazolidinedionas (TZDs)
son agonistas de PPARy de manera que son capaces de disminuir la resistencia a la insulina. Algunas
de las tiazolidinedionas mds estudiadas son la rosiglitazona y la pioglitazona (Takahashi et al., 2015).

Los resultados obtenidos en ensayos clinicos muestran que la rosiglitazona mejora la esteatosis y
disminuye los valores de aminotransferasas en pacientes que presentan NASH. Sin embargo, su uso se
ha prohibido en Europa y restringido en Estados Unidos debido a que aumenta el riesgo de sufrir
infarto de miocardio (Ratziu et al., 2008). Por otro lado, la poliglitazona también induce la disminucién
de los niveles de aminotransferasas y mejora la histologia del tejido hepatico, no obstante, sus efectos
en etapas avanzadas como fibrosis no se han podido demostrar. Ademads, se han asociado efectos
negativos como la ganancia de peso, la formacién de edemas, fallo cardiaco y disminucion de la
densidad dsea, por lo que su uso en Francia y Alemania ha sido prohibido (Takahashi et al., 2015).

Finalmente, uno de los tratamientos mas utilizados es la metformina. Se trata de una biguanida usada
para el tratamiento de DM2 que actua incrementando la sensibilidad a la insulina mediante la
disminucion de la gluconeogénesis y la sintesis de triglicéridos. Estudios han demostrado que la terapia
con metformina consigue Unicamente efectos transitorios que consisten en una disminucién de la
lesién hepatica, reflejada en un descenso de los niveles de ALT/AST pero no se llegan a observar
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mejoras en la histologia hepdtica (Gitto et al., 2015). El mecanismo mediante el cual actua la
metformina se basa en la activacién de la via de las AMPK quinasas que induce un aumento del AMP
en el hepatocito. Este aumento conduce a una disminucion de la gluconeogénesis y de la sintesis de
triglicéridos aumentando la B-oxidacion de los acidos grasos (Figura 9), también se ha visto que es
capaz de inducir un descenso en la actividad de SREBP-1c (Yoon and Cha, 2014).
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Figura 9. Comparativa entre el mecanismo de Rl y la accién de la metformina. Esta activa AMPK con
la consecuente fosforilacién e inhibicion de las acetil-coA carboxilasas (ACC1 y ACC2) y por tanto
disminucién de malonil-coA haciendo posible la entrada de los 4cidos grasos en la mitocondria para
su oxidacién mediante la CPT-1. La disminucién de lipidos inhibe la activacién de PKC-g (Shaw, 2013).

7.3. Blogueadores de los receptores de angiotensina |l

El papel que juegan los antagonistas de los receptores de angiotensina Il parece ser que se encuentra
relacionado con la estimulacion selectiva de PPAR-y (Paschos and Tziomalos, 2012), los mds conocidos
son telmisartan e irbesartan.

Telmisartan es capaz de activar PPAR-y induciendo genes relacionados con el metabolismo lipidico y
glucidico. Se ha visto que potencia la expresion de genes relacionados con la gliceroneogénesis y con
la reesterificacién de acidos grasos conduciendo a la disminucién de los niveles de lipidos en adipocitos
viscerales. Ademads, es capaz de incrementar la expresion de GLUT4 en los preadipocitos incrementado
la entrada de glucosa al interior celular (Galzerano et al., 2010; Towfighi and Ovbiagele, 2008).

En cuanto al irbesartan, estudios llevados a cabo en modelos animales muestran efectos beneficiosos
ya que mejora la sensibilidad a la insulina y disminuye la deplecién de adiponectina en el suero
(Towfighi and Ovbiagele, 2008).

En modelos animales, el tratamiento con bloqueadores de los receptores de angiotensina Il ha
conseguido disminuir los niveles de lipidos en el higado y prevenir el progreso a NASH. Estos efectos
se ha visto relacionados con una disminucion del estrés oxidativo en el hepatocito y con la inhibicidn
de la secrecion de factores proinflamatorios y factores capaces de inducir la fibrosis (Hirose et al.,
2007).
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7.4. Perspectivas de futuro

Como se ha comentado anteriormente, se estan llevando a cabo ensayos clinicos algunos de los cuales
parecen ser prometedores. Por un lado se han realizado estudios preclinicos relacionados con la
inhibicion selectiva de caspasas (Hardy et al., 2015), los resultados obtenidos han mostrado mejoras
en los niveles de ALT y una disminucion de marcadores de neoplasia hepatica (Ratziu et al., 2012).

Por otro lado, se estan investigando los efectos de farmacos agonistas tanto de PPARax como de PPARS.
En modelos animales se ha observado que tras su administracion tiene lugar la disminucidn de los
niveles lipidicos y de la expresion de genes proinflamatorios (Staels et al., 2013). Ademas, se ha
demostrado que también posee propiedades antifibrinoliticas. Estudios llevados a cabo en humanos
han manifestado una mejoria en la dislipidemia y resistencia a la insulina (Hardy et al., 2015).

Finalmente, comentar el papel de los agonistas del receptor de FXR (farnesoid X receptor). Se trata de
agonistas de los acidos biliares capaces de unirse al receptor nuclear FXR e inhibir la lipogénesis,
glucogendlisis y gluconeogénesis hepaticas (Hardy et al., 2015). En modelos animales se ha podido
observar que poseen efectos antiinflamatorios mediante la inhibicidn de NF-kB. Un tipo de agonista
del receptor FXR es el acido obeticdlico (OCA), en pacientes tratados con OCA se ha podido ver una
pérdida de peso y una disminucion de los niveles de GGT, asi como una reduccién de la esteatosis y de
la inflamacidn. No obstante, se han observado aspectos negativos como un aumento del colesterol
total y un aumento del ratio LDL/HDL (Neuschwander-Tetri et al., 2015).

8. DISCUSION .

Los datos epidemioldgicos obtenidos en los ultimos afios hacen evidente el abandono de dietas
equilibradas y su sustitucion por dietas de alto contenido lipidico en los paises desarrollados,
especialmente por los adolescentes. Este hecho conduce a pensar que en un futuro la esteatosis
hepatica no alcohdlica pasara a ser una enfermedad crénica y generalizada mundialmente.

Uno de los principales problemas de esta enfermedad es su dificultad de diagndstico, debido a que en
la mayoria de los casos es asintomatica. Ademas, se suma el hecho de que la fase inicial no implica
lesion celular por lo que el paciente no siempre presenta alteraciones en los niveles de ALT, AST o de
otros marcadores de enfermedad hepatica. Este hecho supone que la mayoria de los casos sean
detectados en etapas avanzadas donde la progresién de la enfermedad es ya dificil de detener. Todo
ello incrementa la necesidad de adquirir técnicas de deteccion precoz no invasivas.

Por otra parte, la esteatosis simple se considera un mecanismo protector frente al fendmeno de
lipotoxicidad que podria considerarse una adaptacién del organismo hacia los cambios de alimentacion
gue se estan produciendo en las uUltimas décadas. Esta capacidad de almacenamiento limitada puede
verse extendida a otros tejidos que hasta ahora tampoco han sido disefiados para llevar a cabo dicha
funcidn, haciendo presente la capacidad modulatoria de nuestro organismo a los cambios ambientales.

A lo largo del trabajo se ha hecho patente el origen variable de los acidos grasos que llegan al higado
y el papel que juegan como activadores o represores de multitud de genes. A la enorme complejidad
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qgue envuelve a los mecanismos implicados en el desarrollo de esta enfermedad se suma la interaccién
del higado con otros tejidos, de manera que se ven incrementados los factores involucrados en la
aparicion y progresion de la enfermedad asi como la dificultad de regulacion de cada uno de ellos.

A pesar de que la interaccién higado-tejido adiposo amplia el nimero de factores implicados en la
patogenia de la enfermedad, también aumenta la posibilidad de nuevas dianas reguladoras a la hora
de disminuir el flujo de acidos grasos dirigido al higado. En concreto, el papel de las adipoquinas en
este contexto es de gran importancia y la obtencién de farmacos que ayuden a equilibrar su secrecién
puede ser una buena opcién a la hora de disminuir la acumulacién de lipidos, asi como los procesos
inflamatorios relacionados con progresion de la enfermedad.

Otro aspecto relevante recientemente descubierto es la contribucion de la microbiota intestinal al
desarrollo de la enfermedad. Este vinculo subraya el papel que juegan los microorganismos en el
organismo y hace pensar en que aun quedan muchas relaciones por establecer entre ambos. Ademas,
hace presente la posible interaccién entre tejidos alejados anatdmicamente pudiendo tener efectos
tanto positivos como negativos en su homeostasis.

El origen y la progresion de la enfermedad aln no estdn totalmente aclarados, sin embargo, la
existencia de distintas hipdtesis planteadas previamente en este trabajo hace pensar que se trata de
una enfermedad en la que participan gran cantidad de factores etioldgicos relacionados con la Rl y
activacion de procesos inflamatorios, puntos clave en la esteatosis hepatica no alcohdlica.

Por otro parte, la produccion de ROS vy la relacién con la enfermedad se encuentra perfectamente
establecida ya que afecta al funcionamiento correcto de la mitocondria y por tanto a la funcionalidad
de la célula hepatica. No obstante, es posible conducir a la célula a la utilizacién de estos ROS
obteniendo efectos beneficiosos en la sefializacidn celular, por lo que seria interesante potenciar estos
mecanismos de cara a la progresion de esta enfermedad a etapas mas graves e irreversibles, asi como
de cualquier otra relacionada con el aumento del estrés oxidativo.

Otro aspecto a tener en cuenta, es el papel del reticulo endoplasmatico y su contribucidn a la esteatosis
hepatica, ya que se trata de un punto clave en la sintesis de proteinas y lipidos, por lo que cualquier
alteracion en su funcionamiento puede desencadenar problemas patoldgicos graves. Por ello, es
necesario potenciar mecanismos que ayuden a proteger su correcta funcionalidad y disminuir el riesgo
de estrés.

En lo que respecta a las alteraciones cardiovasculares relacionadas con NAFLD, las mas comunes son
la disfuncion endotelial y |la aterosclerosis, ambas estrechamente relacionadas dado que la integridad
del endotelio es el factor principal para el desarrollo de placas de ateroma. Un camino a seguir
interesante seria el disefio de un tratamiento preventivo que potenciara el crecimiento de EPCs en
aquellas personas que presentan factores de riesgo en el desarrollo de aterosclerosis.

En relaciéon a la formacidon de placas de ateroma se ha observado que las hepatoquinas juegan un papel
relevante por lo que un mayor estudio y conocimiento de su regulacién podria ser util a la hora de
disminuir las consecuencias de la enfermedad dirigiendo el tratamiento directamente el drgano
afectado, es decir, al higado.

[
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9. CONCLUSION

Para finalizar, comentar de nuevo la importancia de la dieta, ya que es un factor clave en la mejora de
la enfermedad. Debido a que se trata de una enfermedad cada vez mas comun en la poblacién,
supondrd en un futuro, un elevado coste econémico para el sistema de salud espafiol, por lo que seria
interesante concienciar a la poblacién desde instituciones publicas sobre la adopcién de dietas
equilibradas y ricas en antioxidantes, sirviendo asi como habito preventivo, no sélo de esteatosis
hepatica sino de muchas otras enfermedades metabdlicas.

En cuanto al tratamiento farmacolégico, las TZDs no estdn consideradas como una opcién adecuada
debido a los efectos secundarios negativos que presentan y la metformina dirigida a la mejora de la
resistencia a la insulina no proporciona efectos beneficiosos en las alteraciones especificas del tejido
hepatico. Por ello, las posibilidades de obtener fadrmacos mas efectivos se centran en los ensayos
clinicos que se estan llevando a cabo y que presentan de momento resultados prometedores.

En conclusion, la esteatosis hepdtica no alcohdlica es una enfermedad que afecta cada vez a mas
personas como consecuencia del cambio en la dieta y ritmo de vida que experimenta la poblacidn. Los
mecanismos implicados en la patogenia de la enfermedad son complejos y cada vez se establecen
nuevas relaciones que conciernen nuevos factores de riesgo. Por todo ello, la investigacién vy la
obtencidn de nuevas formas de diagnéstico, asi como tratamientos especificos y efectivos seran de
gran importancia en las proximas décadas.
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