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Los retos de la creciente prevalencia e indudable tendencia a la pro-
gresividad lesional de la hepatopatia grasa no alcohélica primaria con-
trastan con el limitado conocimiento de su patogenia. Parece desarro-
llarse en 2 fases. En la primera, la hiperproduccion de adipocinas, en
el contexto de un proceso inflamatorio subclinico, conduce a resisten-
cia a la insulina en el tejido adiposo. Ello lleva tanto a lipdlisis, con
aumento de acidos grasos circulantes y su captacién hepatica, como a
hiperinsulinemia. En el hepatocito la lipogénesis resultante, junto a la
disminucion de excrecion de lipoproteinas, induce la acumulacién gra-
sa (esteatosis), que supone cierta agresion oxidativa pero que queda
contrarrestada por la activacion de proteinas desacoplantes mitocon-
driales y sistemas antioxidantes. En la segunda fase, la exacerbacion
del catabolismo graso por beta y omegaoxidacion promueve una hipe-
ractividad de la cadena respiratoria, con sobreproduccion de radicales
libres y especies reactivas del oxigeno que superan la capacidad antio-
xidante. Esos agentes conduciran a lesion hepatocelular y necrosis, in-
flamacion y fibrosis (esteatohepatitis), merced a la induccién tanto del
ligando Fas como de citocinas (factor de necrosis tumoral alfa, factor
betatransformador del crecimiento e interleucina 8) y de peroxidacion
lipidica y sus subproductos (malondialdehido e hidroxinonenal). La im-
plicacion de otros factores (hierro hepatico, disfuncion de células de
Kupffer o endotoxemia) es incierta.
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Higado graso. Sindrome metabdlico. Resistencia a la insulina.

Pathogenesis of primary nonalcoholic fatty liver disease

The challenges of growing prevalence and evident trend to progressive
damage of primary nonalcoholic fatty liver disease confront a poorly un-
derstood pathogenesis. It appears to develop in two steps. First, a high
adipocyte protein production in the context of a silent inflammatory
background causes insulin resistance in adipose tissue. It leads both to
lipolysis, with increase of the circulating and hepatic uptake of free
fatty acids, and hyperinsulinemia. Within hepatocytes, the subsequent
lipogenesis, together with a decreased secretion of lipoproteins, induces
an accumulation of excessive hepatic triglycerides (steatosis), impliying
some oxidative damage, but it remain balanced by uncoupling protein
upregulation and antioxidant systems activation. Second, a more force-
ful fat catabolism by beta and omega oxidation results in respiratory
chain hyperactivity with overproduction of free radicals and reactive
oxygen species that exceed the antioxidant capacity. These agents lead
to hepatocellular injury and necrosis, inflammatory infiltration and fi-
brosis (steatohepatitis) through induction of Fas ligand and cytokines
(tumor necrosis factor o, transforming growth factor B, interleukin-8),
and lipid peroxidation and by-products (malondialdehyde and 4-hy-
droxynonenal). Other mechanisms (hepatic iron, Kupffer cells dysfunc-
tion or endotoxemia) play uncertain roles.

Key words: Nonalcoholic fatty liver disease. Nonalcoholic steatohepatitis.
Fatty liver. Metabolic syndrome. Insulin resistance.

En 1979 Adler y Schaffner! describieron con precisién todo
el espectro histolégico de la hepatopatia alcohélica en indi-
viduos obesos, y en 1980 Ludwig et al’, de la Clinica Mayo,
informaron de una serie de pacientes obesos y/o diabéticos
que no ingerian alcohol en exceso y presentaban una enfer-
medad hepética caracterizada por la presencia de esteato-
sis asociada a infiltracién inflamatoria de predominio neutro-
filico, lo que les llevd a acufar el término de esteatohepatitis
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no alcohdlica (EHNA). En nuestro pais, el primer caso notifi-
cado fue el de Cuevas et al®* en 1981, y la descripcién de la
primera serie amplia de casos la realizaron, en su aspecto
clinico, Moreno et al* en 1987 vy, en el histologico, Vargas
Castrillon et al® en 1988.

La hepatopatia grasa no alcohdlica (HGNA) es un espectro
clinicopatolégico que abarca desde el higado graso hasta la
cirrosis grasa establecida y que padecen individuos sin habito
alcoholico®®. Produce un dafio hepético de claro caracter
progresivo'®!l que afecta al 16-24% de la poblacién adulta
en paises desarrollados'®'3, y con tendencia creciente', pero
sin una clasificacion o escala histopatolégica aceptada uni-
versalmente. Los tipos histolégicos de Matteoni et al'! consti-
tuyen un sistema sencillo con una excelente correlacion pro-
nostica e interobservadores. En virtud de ellos, podemos
definir: a) higado graso no alcohdlico, que incluye a pacientes
con esteatosis sola 0 con esteatosis asociada a inflamacion
inespecifica (tipos 1y 2, respectivamente); b) EHNA, cuando
existe esteatosis mas signos de lesion hepatocelular, como
degeneracion balonizante, hialina de Mallory y/o necrosis, y
fibrosis de cualquier intensidad o extension (tipos 3y 4, res-
pectivamente), y ¢) la cirrosis grasa no alcohdlica, para refe-
rirse al estadio méas evolucionado de la enfermedad. Aunque
tampoco es una diferenciacion de aceptacion unanime, con-
viene separar la HGNA primaria, esto es, en la que no existe
un agente etiolégico aparente, de la HGNA secundaria, en la
que si es posible individualizar un factor causante'¥, como
ciertos cuadros metabolicos congénitos y adquiridos, la ciru-
gia bariatrica o diversos farmacos y téxicos. Parece bien esta-
blecido’ que la HGNA primaria es la manifestacion hepética
del llamado sindrome X o metabdlico'®, que engloba, al me-
nos, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertrigliceridemia e
hipertension arterial.

La patogenia de la forma primaria es un tema controvertido y
de conocimiento muy parcelario. En cualquier caso, parece
multifactorial'>'’, y su origen y evolucién son el resultado de
diversos acontecimientos epigenéticos, en especial dietéticos
y de estilo de vida, que inciden en un contexto genético ade-
cuado para promover multiples alteraciones metabdlicas e in-
munoldgicas'®>'8, Todas esas alteraciones no tienen aun un
marco unificador reconocido que organice y concatene ade-
cuadamente el campo de conocimiento disponible en la ac-
tualidad. Se han postulado diversas teorias. La pionera fue la
del doble impacto, basada en el modelo propuesto por Day y
James!?en 1998. El primer impacto parece ser una resisten-
cia a la insulina (RI) periférica con resultado de acumulacion
grasa en el higado (esteatosis) y, el segundo, un estrés oxida-
tivo crénico que conduce a una lesion hepatocelular y fibrosis
(esteatohepatitis). Con posterioridad, se ha enunciado la teo-
ria del multimpacto, defendida por Diehl'®, que diferencia la
génesis subsiguiente de cirrosis (tercer impacto) y, eventual-
mente, de hepatocarcinoma (cuarto impacto).

Primer impacto: progresién del higado normal a esteatosis

Los mecanismos que conducen a la acumulacion grasa en
el interior de los hepatocitos, principalmente en forma de
triglicéridos, no estan bien establecidos. Se han descrito di-
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versos polimorfismos y mutaciones genéticas!>!'®, como en
los genes que codifican la leptina y su receptor, en el del
sustrato del receptor de la insulina (insulin receptor substra-
te, IRS), en los de la palmitilcarnitina transferasa, triglicérido
transferasa, apoproteina E y de la proteina microsomal de
transferencia de triglicéridos, en el del factor de necrosis tu-
moral alfa (TNF-a)) y en el del receptor activado de prolifera-
cion de peroxisomas alfa (PPAR-a), entre otras. Sin embar-
g0, en las Ultimas décadas la obesidad y su consecuencia
metabdlica, la RI, se han propagado como una verdadera
epidemia en los paises industrializados®. Este hecho no
puede explicarse por un repentino incremento de mutacio-
nes genéticas, sino por la interaccion entre una susceptibili-
dad genética méas bien estable y unos factores epigenéticos
mas dindmicos, que incluyen la dieta y el ejercicio fisico'®.
Puesto que algunos elementos dietéticos influyen en la acti-
vidad de factores de transcripciéon que regulan la sintesis de
enzimas de la homeostasis grasa, la dieta afecta a la capta-
cion, sintesis, degradacion y exportacion de grasa por el hi-
gado. Se ha observado que los pacientes con EHNA siguen
una dieta rica en grasas saturadas y colesterol y pobre en
acidos grasos poliinsaturados y vitaminas antioxidantes C y
E?!. Los acidos grasos poliinsaturados son ligandos de los
PPAR-o, factores de transcripcion que estimulan la expre-
sion de genes que codifican enzimas de la betaoxidacion
peroxisomal y mitocondrial de &cidos grasos, pero también
moduladores negativos de la lipogénesis hepatica, al pare-
cer por inhibicion de las proteinas de unién al elemento re-
gulador de los esteroles (sterol regulatory element binding
protein, SREBP) tipo 1, a su vez factores de transcripcion
de enzimas lipogénicas®. Asi, es posible que el higado use
los &cidos grasos poliinsaturados como sensores del estado
nutricional y determinantes de si los &cidos grasos deben al-
macenarse u oxidarse?>.

Resistencia a la insulina

En humanos, parece que el mecanismo causante esencial
de la acumulacion hepatocelular de triglicéridos serfa una
Rl en el adipocito principalmente®?° y su razén biolégica, el
ser un mecanismo de defensa del tejido adiposo esteatdsi-
co. Hasta hace bien pocos afios, el adipocito se considera-
ba un espectador pasivo en procesos como la obesidad o la
diabetes, pero cada vez son mayores las evidencias que de-
muestran su capacidad endocrina y su participacion en la
fisiologia sistémica, en lo que se denomina sistema adiposta-
tico?”?°. Asi, los efectos fisiolégicos de la obesidad derivan
de dos factores: el aumento de la masa de tejido adiposo y el
incremento de produccién y secrecion, constitutivo, de sus
productos propios®. El adipocito cargado de grasa, como cé-
lula activa, busca liberarse de ella. Entre varios posibles me-
canismos, parece «elegir» el hacerse resistente a la accion
de la insulina. La pérdida de la sefalizacion insulinica en esa
célula induce lipdlisis, con formacion de acidos grasos libres
a partir de los triglicéridos almacenados, debido a una mayor
disponibilidad de adenosinmonofosfato ciclico, necesario co-
factor de la lipasa. En principio, no parece una mala eleccion
dado que los ratones FIRKO, con defecto especifico y exclu-
sivo de la sefial insulinica en el tejido adiposo, no son soélo
resistentes a la obesidad sino que tienen una supervivencia
un 20% superior a ratones control®!.

El peso de evidencia de la asociacion RI-HGNA es, hoy dia,
incuestionable en virtud de multiples investigaciones lleva-
das a cabo en los Ultimos afios®°. Muchos de los trastor-
nos metabdlicos que con frecuencia se asocian a la HGNA
son condiciones de Rl o son parte de la constelacion de en-
tidades que constituyen el sindrome metabdlico o X*’. Asi,
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Fig. 1. Posibles mecanismos patogénicos de la resistencia a la insulina (RI)
en el tejido adiposo. AGL: dcidos grasos libres; IxKB: inhibidor de la protein-
cinasa kappa cinasa beta; IL: interleucina; IRS: sustrato del receptor de la in-
sulina; NF-xp: factor nuclear kappa beta; TNF: factor de necrosis tumoral;
(c): constitutivo; (i) inducido.

la HGNA puede considerarse la manifestacion hepatica de
ese sindrome* y, de hecho, cuanto mas intensa es la R,
més severa es la hepatopatia®“°. No obstante, lo que no
esta aun establecido son qué 6rganos o tejidos son resisten-
tes y a qué acciones de la insulina es resistente el paciente.
Fisiolégicamente*'#?, la unién de la insulina con su recep-
tor, tipo tirosincinasa y ubicado en la superficie celular, trae
consigo la autofosforilacion de éste y el inicio de la actividad
tirosinacinasa. Por ella, se crean ésteres fosforicos sobre
grupos alcohdlicos (en restos de serina o treonina) o fenoli-
cos (en restos de tirosina) que, después, se hidrolizan por
fosfatasas. Los residuos de tirosina fosforilados por la cinasa
activada actlian sobre las proteinas del sustrato (moléculas
IRS-1 0 IRS-2), que a su vez sirven de lugar de anclaje para
las moléculas efectoras en cascada (ras/raf/proteincinasa
activada por mitdégenos y fosfatidilinositol-3-cinasa) que lle-
van al efecto diana. Este sistema es habitual en los procesos
de modificacion covalente reversible, caracterizados por
una amplificacion desde la sefial hormonal hasta el efecto
enzimatico final, pero la complejidad de la secuencia hace
que resulte posible en varios niveles®*!. Las alteraciones pri-
marias del receptor de la insulina, o Rl tipo A, son raras. En
general, la Rl se debe a anomalias de la sefial més alla de
su receptor, en las diferentes vias postactivacion. En la
HGNA, los principales mecanismos implicados en la géne-
sis de Rl en el adipocito (fig. 1) dependen de trastornos de
la activacion del IRS-1 por la hiperproduccion de adipocinas
consecutiva al aumento de la masa celular adiposa (TNF-o,
leptina e interleucina [IL] 6), hipoproduccién paradéjica de
otras (adiponectina), induccién de citocinas por un fenéme-
no inflamatorio subclinico (TNF-o. e IL-6) y por los propios
acidos grasos libres derivados de la lipdlisis.

Los ratones ob/ob, deficientes en leptina por mutacion del
gen que la codifica®®*4, o los fa/fa, con inactividad de los re-
ceptores de leptina®®, desarrollan un fenotipo que simula el
sindrome metabdlico humano. Al mismo tiempo, padecen
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Fig. 2. Patogenia de la esteatosis hepatica. El incremento de sustrato de aci-
dos grasos libres (AGL), junto a hiperinsulinemia —consecutiva a la resisten-
cia a la insulina (RI)— hipoadiponectinemia y resistencia a la leptina, induciria
un aumento de triglicéridos por activacion de la lipogénesis e inhibicion de la
oxidacion grasa. Esos triglicéridos se acumularian al estar mermada su excre-
cién en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Apo: apolipo-
proteina.

una alteracion de la transcripcion de genes que codifican
ciertas citocinas, lo que incluye un aumento del TNF-o
constitutivo®®. Aunque el TNF-o suele originarse en los me-
diadores inflamatorios, como los macroéfagos tisulares, estu-
dios en un modelo animal han puesto en evidencia que, en
ciertas circunstancias, puede derivar principalmente del te-
jido adiposo®. En la HGNA la cantidad de grasa visceral, no
la total, se ha mostrado como un factor predictivo de estea-
tosis*®4%, y la exéresis de la grasa visceral, en experimenta-
cién animal, puede revertir la RI1°°. Por tanto, el tejido adipo-
so, en especial la grasa mesentérica cuyo flujo venoso
desemboca directamente en el higado, parece ser el origen
principal del TNF-o constitutivo en la HGNA?/#°.

Sin embargo, el ratén ob/ob y knockout para el TNF-a. no
desarrolla Rl a pesar de la obesidad®!. Cémo sucede es in-
cierto, pero lo méas probable es que derive de una infrarre-
gulacion de la sefializacion IRS-1%2 por fosforilacién en resi-
duos de serina'®. Asimismo, es conocido el papel de esa
citocina en la inactivacion del inhibidor de la proteincinasa
kappa cinasa beta (IxKB), pues la administracion a huma-
nos de dosis altas de aspirina, que activa el inhibidor, mejo-
ra la sensibilidad a la insulina®®*. La inactivacion del kKB
permite la accion del factor nuclear kB (NF-xB), que a su
vez promueve la transcripcion del TNF-o. Ello apunta a un
mecanismo de feedback positivo que podria autoperpetuar
y cronificar la RI°®. Ademas, la prevalencia de polimorfismos
del TNF-a es mas alta en pacientes con HGNA que en con-
troles (el 31% frente al 15%) y existe una correlacion direc-
ta entre ellos y una mayor RI*°, lo que significarfa cierta sus-
ceptibilidad genética a la Rl y a la HGNA.

Otra adipocina que se libera a partir de los adipocitos me-
sentéricos es la leptina, cuyo principal papel biolégico pare-
ce ser el de adaptacion a una disponibilidad reducida de
energia®’. Por ello, las consecuencias de una merma de su

produccion son notablemente mas acusadas que un aumen-
to. La evidencia indica que la sefializacion por leptina en el
adipocito estd mediada por la fosfatidilinositol-3-cinasa?’,
con lo que comparte la ruta de la sefial insulinica, y puede
inducir la desfosforilacién del IRS-1%¢y, por ello, generar RI.
No obstante, los individuos lipodistroficos, sin leptina circu-
lante, desarrollan intensa Rl y esteatosis, y en ellos la infu-
sion de leptina lleva a una mayor sensibilidad a la insulina en
el higado y el miocito, lo que conduce a un descenso impor-
tante de la concentracion de triglicéridos en ambos tejidos® .
El escenario en la HGNA es, en apariencia, contradictorio
con esas observaciones, pues existe hiperleptinemia y RI. En
efecto, los valores de leptina estan elevados en los obesos™ y
en los pacientes con HGNA, en quienes guardan paralelismo
con la gravedad histoldgica pero no con el indice de masa
corporal®®®°, Al igual que la Rl conduce a hiperinsulinemia,
se ha planteado que una resistencia a la leptina llevaria a hi-
perleptinemia'®. Aunque en humanos obesos se han detec-
tado mutaciones del gen de la leptina y de su receptor, lo
mas probable es que esa situacion paradgjica se deba a una
resistencia a la leptina que, ademas, se correlacionaria con
la RI®'. En cualquier caso, el posible papel de la leptina en la
patogenia de la HGNA es controvertido®.

La adiponectina es la Unica adipocina cuyos valores circu-
lantes se correlacionan de manera negativa con la adiposi-
dad corporal y positiva con la sensibilidad a la insulina®’2,
Su infusién al ratdn obeso revierte la RI, disminuye el conte-
nido de triglicéridos y aumenta la oxidacion de &cidos gra-
sos en musculo e higado®“!; sin embargo, los ratones
knockout para la misma padecen RI?’. La adiponectina inhi-
be al TNF-0®®y, a la inversa, el TNF-o. puede reprimir la ex-
presion de la adiponectina y potenciar aiin més la RI®. Las
tiazolidindionas, agonistas de los PPAR-y, incrementan la
produccioén de adiponectina, lo que mejora la sensibilidad a
la insulina en el adipocito, miocito y hepatocito®°.

La activacion de la cascada que incluye al IkKB y al NF-«B
puede ligar la Rl a un entorno proinflamatorio®. En efecto,
los ratones obesos presentan una sobreexpresion de genes
proinflamatorios y de activacion especifica de macréfagos
en el tejido adiposo, que es paralela al peso corporal y pre-
cede a la hiperinsulinemia®. Los adipocitos son fuente,
también, de IL-6°°%, y la infusién de ésta en ratones hasta
alcanzar concentraciones unas 6 veces superiores a las nor-
males, similares a las que se observan en obesos, produce
una reduccion de la actividad del IRS-1 del 60%%°.

Con independencia de su origen, la Rl en el adipocito condu-
ce a hiperinsulinemia y lipélisis®. Ademas, el exceso de &ci-
dos grasos libres derivados de la lipdlisis seria un mecanismo
adicional de RI en ese tejido'®, dado que éstos deterioran la
fosforilacion por tirosina del IRS-17°, si bien algunos autores lo
han puesto en duda en investigaciones recientes’!.

En pacientes con HGNA, el principal efecto de la sobreapor-
tacion de acidos grasos libres al higado es el incremento de
sustrato para la lipogénesis (fig. 2). En esta fase de la enfer-
medad, el hepatocito parece mantenerse sensible a la ac-
cion de la insulina, cuyos valores circulantes se encuentran
elevados, en términos absolutos o relativos, merced al esti-
mulo que supone para las células B de los islotes de Lan-
gerhans del pancreas el entorno de resistencia periféri-
ca®?3/3, La funcion de la insulina es, en esencia, anabdlica
al favorecer la sintesis y el almacenamiento de lipidos en el
higado y, al mismo tiempo, limitar los procesos catabdlicos.
Estimula la lipogénesis, bajo el control del SREBP-172, a
partir de la glucosa por activacion de la piruvato deshidroge-
nasa, la citrato liasa y la acetil-coenzima A (CoA) carboxila-
sa; bloquea la betaoxidacion de los acidos grasos por inhibi-
cion de la carnitina acil-CoA transferasa, desvia la acil-CoA
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desde la formacion de precursores de la betaoxidacion (acil
carnitinas) hacia la sintesis de triglicéridos, e inhibe la lipdli-
sis al activar la fosfodiesterasa’*!. Ademas, los triglicéridos
formados tienden a acumularse por una menor exportacion
en forma de lipoproteinas de muy baja densidad, tanto al
disminuir la sintesis de su proteina precursora, la apolipo-
proteina B-10073, como por aumento de la degradacién de
las particulas lipoprotéicas nacientes!s.

La leptina puede desempefiar cierto papel en la regulacion
del reparto de grasa en el interior de los hepatocitos entre la
betaoxidacion mitocondrial y la sintesis de triglicéridos. Es
una potente reductora tisular de triglicéridos, en lo que pa-
rece participar la inhibiciéon de la estearoil-CoA desaturasa
tipo 1, la enzima limitante de la sintesis de grasas monosa-
turadas’. Asi, los defectos de la sefalizacién por leptina,
como ocurre en el ratbn ob/ob, estan asociados a una dis-
minucion de la betaoxidacion hepatica de grasa. Las posi-
bles consecuencias de la hipoadiponectinemia en la HGNA
son, hoy por hoy, desconocidas, aunque se ha puesto en
relacién con diferentes componentes del sindrome metabo-
lico como la distribucién abdominal de la grasa corporal, la
hipertrigliceridemia y el decremento de los valores de lipo-
proteinas de alta densidad (HDL)?’.

Adaptacion hepatocelular

El hepatocito esteatésico, al igual que el adipocito, despliega
dispositivos para disponer del exceso de grasa (fig. 3). Su
principal mecanismo catabodlico es la betaoxidacion mito-
condrial de &acidos grasos'®’?, un proceso ciclico en el que
se producen sucesivamente moléculas de acetil-CoA, tras la
oxidacion en carbono beta, con el concurso de las coenzi-
mas FAD y NAD que se reducen a FADH, y NADH+H"* y se
incorporan a la cadena respiratoria mitocondrial. Hemos co-
mentado que, como consecuencia sobre todo de la hiperin-
sulinemia, esa via catabdlica se encuentra inhibida. Sin em-
bargo, en virtud del importante exceso de sustrato y por
motivos sélo cuantitativos, la betaoxidacién se produce en
una cuantia superior a la de un higado sin acumulacion gra-
sa, lo que se ha demostrado en humanos e in vivo’®.
Cuando se satura la oxidacion mitocondrial de acidos gra-
sos, se activa la via alternativa de betaoxidacion en los pero-
xisomas que contienen una bateria de enzimas, entre las
que la acil-CoA oxidasa es la iniciadora de la espiral oxidati-
va. En esa desviacién parece tener un papel fundamental el
efecto de los PPAR-0%’%. Los PPAR son una familia de re-
ceptores nucleares que han sido reconocidos como molécu-
las transductoras, de la mayor importancia en la sefializa-
cién insulinica posreceptor’’. La betaoxidacion peroxisomal
genera acil-CoA de cadena corta por accion de la acil-CoA
sintetasa. La acil-CoA sirve de sustrato para la oxidacién pe-
roxisomal pero, si no se metaboliza, funciona como un li-
gando PPAR-o’. No obstante, algunos autores no han en-
contrado relacion entre los PPAR-a y la sensibilidad a la
insulina en el modelo animal’® y otros, por el contrario, han
evidenciado una disminucién de la actividad de ese
sistema’®. En cualquier caso, la consecuencia directa prin-
cipal del exceso de betaoxidacion de &cidos grasos es la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO)”? y, en
respuesta a ello, el hepatocito activa diversos sistemas an-
tioxidantes como la superdxido dismutasa citosolica, la glu-
tatién peroxidasa y las catalasas®.

Otro efecto de la activacion de los PPAR-a. es la sintesis mi-
tocondrial de proteinas desacoplantes (uncoupling proteins,
UCP) de la fosforilacién oxidativa®'. En esa via metabdlica
los macronutrientes sufren un proceso de oxidacion en dos
fases. En la primera, se obtienen coenzimas reducidas
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Betaoxidacion @
mitocondrial € |
TFADH, | Betaoxidacion . O - ©
NADH+|—T+ peroxisomal <«——PPAR-o. ——>| UCP-2

Y
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T RLO/ERO GPx
SOD
Catalasas

— A
Factores agresivos u

Hepatocito viable
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Factores defensivos

Fig. 3. Adaptacion hepatocelular en el higado graso. El hepatocito esteatdsico es
viable aunque vulnerable al guardar un delicado equilibrio entre los factores
agresivos oxidantes, como los radicales libres (RLO) y especies reactivas del oxi-
geno (ERO), contrarrestados por otros defensivos, como la actividad de la protei-
na desacoplante (UCP) tipo 2 y los sistemas antioxidantes de la glutation peroxi-
dasa (GPx), superoxido dismutasa (SOD) y catalasas. AGL: acidos grasos libres;
PPAR: receptor activado de proliferacion de peroxisomas; CoA: coenzima A.

NADH y FADH,, que en el hepatocito esteatosico son el re-
sultado en particular de la oxidacion de los acidos grasos li-
bres; en la segunda, esas coenzimas se incorporan a la ca-
dena respiratoria mitocondrial, donde sus electrones se
transfieren al oxigeno pasando por una serie de intermedia-
rios (flavoproteinas, ubicinona, citocromos, etc.) de poten-
ciales de oxidoreduccién decrecientes. La reduccion final,
tetraelectrénica, del oxigeno genera agua y la energia resul-
tante se utiliza para sintetizar adenosintrifosfato.

Una isoforma de la familia de las UCP, la UCP-2, est4 so-
breexpresada en el higado graso®!. Se localiza en la mem-
brana mitocondrial interna y funciona como un canal para
protones. Asi, cuando se activa, despolariza esa parte de la
membrana y elimina el gradiente electroquimico que se de-
sarrolla a lo largo de ella, transporta los protones que se ge-
neran en la cadena respiratoria al interior de la mitocondria
y disipa la energia en forma de calor®. Ello disminuye la for-
macién de anién superdxido'®, lo que resulta beneficioso
para la célula; pero, por el contrario, las mitocondrias que-
dan parcialmente despolarizadas con una menor eficiencia
en la sintesis de ATP8L83%5 o que hace a la célula mas vul-
nerable a una deplecion de ATP y a la necrosis cuando
aumenten bruscamente las necesidades energéticas o se
exponga a una mayor agresion oxidativa o a impactos se-
cundarios como endotoxina o TNF-o.. Por ello, la activacion
de la UCP-2 puede ser un componente de la respuesta
adaptativa global que preserva la viabilidad de los hepatoci-
tos en el higado graso, pero también incrementa su vulnera-
bilidad a agresiones posteriores?®.

Segundo impacto: progresion de esteatosis
a esteatohepatitis

Los mecanismos que promueven, en el seno del higado gra-
so, el desarrollo de inflamacion, lesiéon-necrosis hepatocelu-
lar y fibrosis son, hoy dia, objetivos de una intensa investiga-
cion. Sobre la base de modelos animales y de resultados en
humanos cada vez mas esclarecedores, parece que el fac-
tor clave es un estrés oxidativol’’?, producto del desequili-
brio entre procesos prooxidantes y antioxidantes.
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Estrés oxidativo

La agresion oxidativa es de origen multifactorial (fig. 4) y re-
sulta evidente que podria ser mayor si la betaoxidacion de
acidos grasos estuviera estimulada, por ausencia de sefali-
zacion insulinica, y no inhibida por hiperinsulinemia. La RI
hepatocelular en la HGNA de humanos e in vivo no ha sido
aun demostrada. Sin embargo, existen pruebas indirectas.
En primer lugar, los mecanismos necesarios para su géne-
sis estan presentes (fig. b) y son similares a los que la indu-
cen en el tejido adiposo; en particular son claves el TNF-ovy
la activacion de la lipoproteinlipasa por el aumento de aci-

dos grasos libres circulantes'®. En el raton, tras manipula-
cion genética para sobreexpresar la lipoproteinlipasa hepéti-
ca, la sefial insulinica se inhibe de forma selectiva y se de-
sarrolla higado graso’®. Ademas, la hiperactividad de los
factores de regulacion transcripcional SREBP también pue-
de inhibir los IRS-2, que parecen ser los mediadores princi-
pales de esa sefial en el higado®, y los metabolitos intrace-
lulares derivados de los acidos grasos libres, tales como la
acil-CoA, la ceramida y el diacilglicerol, activan la proteinci-
nasa C-6 que estimula la transcripcion del IkKB'##’. Algunos
autores, tras experimentacion animal, exponen que la sim-
ple existencia de esteatosis induciria Rl en el hepatocito®’ .
En segundo lugar, un incremento en el catabolismo graso
explicaria el hecho de que los pacientes con enfermedad
avanzada tienden a padecer una menor acumulacion grasa
hepatica e, incluso, a su ausencia en estadio cirréticol®.

El aumento hepatocelular de &cidos grasos libres actua
como modulador positivo de su omegaoxidacion por el siste-
ma microsomal del citocromo P450 (CYP)®“?, ya que son
sustrato pero también inductores de esa lipooxigenasa. Asi,
el titulo hepatico de CYP 2E1 esté elevado de forma cons-
tante en pacientes con EHNA%%3%4  La oxidacién microso-
mal de acidos grasos genera ERO por donacién de electro-
nes al oxigeno molecular mediado por la flavoproteina’?. El
CYP 3A4 hidroxila los acidos grasos libres y los transforma
en &cidos dicarboxilicos, que en roedores se degradan me-
diante la betaoxidacion peroxisomal inducida por los PPAR-
o. Sin embargo, en humanos esa induccién es defectuosa,
por lo que aumenta la produccién y disminuye la degrada-
cion de acidos dicarboxilicos®.

Todo este complejo proceso oxidativo de los acidos grasos
tiene como consecuencia la formacion de radicales libres del
oxigeno (RLO) y ERO, de manera directa en la betaoxidacion
peroxisomal y en la omegaoxidacion microsomal, pero, en
mayor medida y de manera indirecta, en la betaoxidacion
mitocondrial®’?. Como hemos comentado, esta Ultima gene-
ra coenzimas reducidas FADH, y NADH+H*, que se incorpo-
ran a la cadena de transporte electrénico respiratorio mito-
condrial, donde se produce la reduccion del oxigeno. Esa
reduccion se realiza merced a 4 etapas escalonadas monoe-
lectronicas, con liberacion energética gradual. Sin embargo,
el proceso puede ser incompleto al reducirse con sélo 1, 2 o
3 electrones (lo que ocurre en condiciones fisiolégicas con el
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2-5% del oxigeno mitocondrial). La reduccién incompleta lle-
va a la formacién de RLO, como anién superéxido, radical hi-
droxilo, anién peroxilo y radical hidroxiperoxilo, y de ERO
como peroéxido de hidrégeno. Cualquier situacion que impli-
que un aumento de la actividad de la cadena respiratoria su-
pondra un incremento en la formacién de RLO/ERO, ya que,
si bien la proporcién a la que se generan es la misma, el vo-
lumen total es mayor®®. El exceso de RLO/ERO puede inducir
lesion hepatocelular, inflamacién y/o fibrosis al menos por
tres mecanismos conocidos: peroxidacion lipidica, induccion
de citocinas y expresion del ligando Fas®?’ (fig. 6).

La oxidacién de los &cidos grasos poliinsaturados de los fos-
folipidos y lipoproteinas de las membranas se conoce como
peroxidacion lipidica, y quizé sea el fendmeno mas acredita-
do de la toxicidad por RLO/ERO. Ello trae consigo, primero,
un aumento de la permeabilidad de la membrana celular
con balonizacion y, después, necrosis®'®. Los acidos grasos
poliinsaturados naturales poseen dobles enlaces C=C de tipo
cis. Cada doble enlace estd separado del siguiente por un
CH, alilico, lo que lo hace particularmente susceptible al ata-
que oxidativo. Asi, el proceso puede ser inhibido por molécu-
las que mimetizan la accién de la superdxido dismutasa®.

La peroxidacion lipidica da origen a numerosos subproductos
metabdlicos, entre los que se encuentran los generados por
la rotura de dobles enlaces C=C adyacentes a un hidroperoxi-
do, los llamados aldehidos reactivos de las familias de los al-
canales y alquenales, malondialdehido (MDA) y 4-hidroxino-
nenal (HNE), respectivamente®. Ambos pueden ocasionar
entrecruzamiento y conglomeracion de proteinas, lo que con-
duce a la formacién de hialina de Mallory!®, y activar las célu-
las estrelladas!'®1%, que promueven la sintesis de colageno. El
HNE tiene, ademads, actividad quimiotactica de neutrofilost®,
que induce inflamacion tisular y mayor generacion de
RLO/ERO a través del proceso de fagocitosis. Por ultimo, am-
bos pueden entrar en la cadena respiratoria y disminuir la
sintesis de sus enzimas, con lo que la proporcién de reduc-
cion incompleta del oxigeno aumenta y es mayor la produc-
cién de RLO/ERO, instaurandose un circulo vicioso®.

En segundo lugar, los RLO/ERO funcionan como moléculas
de sefal y son capaces de activar la transcripcion®®. Asi,
son inductores del factor de transcripcion NF-xf, que a su
vez actla sobre algunos genes intrinsecamente ligados al
fenémeno inflamatorio como los que codifican el TNF-o, el
factor transformador del crecimiento beta (TGF-B) y la I1L-8°.
El NF-kB se encuentra en una forma citosolica inactiva liga-
da a su inhibidor IkKB. La activacion implica su transloca-

cion al nucleo, lo que determina el control de la expresion
génica. Los RLO/ERO, al menos el perdxido de oxigeno, esti-
mulan la fosforilacién y disociacién de la cinasa redox-sensi-
tiva kKB de su union con el NF-xf*%*. El TNF-a inducido
es capaz de provocar directamente la apoptosis'® y la ne-
crosis celular al activar la via de las caspasas® y, por otro
lado, promover la fibrogénesis'®. En pacientes con EHNA
se han encontrado concentraciones intrahepéaticas aumen-
tadas de esa citocina, en especial en los casos con mayor
indice de actividad inflamatoria y fibrética'®®. Ademas, como
los aldehidos reactivos, puede promover una mayor produc-
cién de RLO/ERO al alterar el flujo de electrones y disminuir
la sintesis de las enzimas de la cadena respiratoria mitocon-
drial'®>1% A ese circulo vicioso también se suman los &ci-
dos dicarboxilicos producto de la hidroxilacion de los acidos
grasos libres por el sistema microsomal del CYP 3A4, que
contribuyen a empeorar el flujo de electrones’?®. Otra cito-
cina, el TGF-B, es cofactor de la activacion de la via de las
caspasas y muerte celular''®, de promocién de la sintesis de
colageno por las células estrelladas'®!!! y activacién de la
transglutaminasa tisular que conglomera las proteinas del
citosqueleto y lleva a la formacion de hialina de Mallory. Por
ultimo, la IL-8 aumenta la quimiotaxis de neutréfilos y su
contribucioén a la hiperproduccion de RLO/ERO a través de
la fagocitosis®™.

En tercer lugar, los RLO/ERO inducen la expresion del ligan-
do Fas en el hepatocito. Las células hepéticas, en condicio-
nes fisiolégicas, poseen el receptor de membrana Fas!'!?113,
La expresion de su ligando por un hepatocito lo capacita
para interactuar con el receptor de otro, lo que causa una
muerte «fratricida». Tanto el receptor Fas como el sistema
enzimatico apoptético de las caspasas estan sobreexpresa-
dos en los hepatocitos de pacientes con EHNA, en compa-
racion con aquellos con esteatosis simple y con controles!!“.
Toda la actividad oxidativa descrita en el higado esteatésico
pone en juego las defensas antioxidantes y conduce, final-
mente, a la deplecion de los antioxidantes intracelulares,
como la vitamina E'*® y la superéxido dismutasa''®, y de sus
cofactores, como el glutation®!.

Fibrogénesis y otros posibles mecanismos fisiopatolégicos

Algunos autores defienden la existencia de otros impactos o
factores adicionales para el desarrollo de fibrosis'®, dado que
s6lo una minoria de pacientes con EHNA progresan a cirro-
sis''®, sj bien poco se conoce sobre ellos. Las células estre-
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lladas y sus tipos celulares relacionados (miofibroblastos)
son el origen principal de la matriz extracelular hepéatica.
Ante una agresién, se activan y se transforman desde una
célula quiescente rica en vitamina A a un tipo celular con
alto poder proliferativo, fibrogénico y contractil. Conceptual-
mente, la activacion comprende dos fases: iniciaciéon y per-
petuacion'’. La iniciacion se refiere a cambios tempranos,
tanto fenotipicos como en la expresion de ciertos genes, que
capacitan a esas células para responder a citocinas y otros
estimulos. La perpetuacion es el resultado de los efectos de
esos estimulos para mantener el fenotipo activado.

Las células estrelladas hepaticas estan activas en la
EHNAM®. La activacién inicial parece depender de los
RLO/ERQ' y de los productos de la peroxidacion lipidica,
en especial del HNE!9103 " que estimula la expresion del
gen del colageno a-1. En la perpetuacion de la activacion
participan diferentes citocinas, como el TNF-a!?1% y el
TGF-BI%11 La esteatohepatitis modifica la respuesta de las
células estrelladas a las citocinas, de tal forma que tanto los
mecanismos transcripcionales como postranscripcionales
que promueven el deposito de colageno tipo | estan induci-
dos de manera preferente®®. Ademas, el microambiente se
transforma y favorece la supervivencia de esas células, pues
su numero aumenta a medida que la cirrosis se desarrolla®.
La leptina podria ser un factor importante en la modulacion
de la fibrogénesis hepética en la EHNAY:119120 E| ratén
ob/ob, deficiente en leptina, no desarrolla fibrosis incluso
cuando se alimenta con una dieta fibrogénica deficiente en
metionina y colina*. La evidencia indica que las células es-
trelladas activas sintetizan la leptina y, ademas, expresan
receptores para ésta con lo que se generan los componen-
tes de un circulo vicioso autocrino'?!. Por otro lado, la lepti-
na puede interactuar de una manera paracrina con recepto-
res de las células de Kupffer y de las células endoteliales
sinusoidales, lo que lleva a un aumento de la produccion de
TGF-B, que perpetuaria la fibrogénesis'#* 23,

Investigaciones recientes indican una disfuncién de las cé-
lulas de Kupffer en modelos animales de HGNA'?4125 Esas
células, en el ratbn ob/ob, sintetizan menor cantidad de IL-
15'%6, que es esencial para la viabilidad de los linfocitos T-
citoliticos, el tipo de linfocito dominante en el higado. Ello
puede aumentar la vulnerabilidad al TNF-o, puesto que
esos linfocitos producen IL-10, una citocina que protege a
las células frente a sus efectos'®. Ademas, tras la exposicion
a la endotoxina, se ha observado una menor expresion géni-
ca de IL-10, con la resultante disminucién de su secrecién y
de capacidad fagocitica de las células de Kupffer'?’.

Otro mecanismo propuesto es el hiperaflujo de hepatotoxi-
nas por via portal a un higado vulnerable por la acumula-
cion grasa. Con anterioridad expusimos como la respuesta
adaptativa hepatocelular incluia una elevada actividad de
las UCP mitocondriales que conducia a una fosforilacién
oxidativa ineficiente, deplecion de ATP vy fragilidad ante
agresiones posteriores como incremento del estrés oxidati-
vo, endotoxinas o TNF-0f183-85127 | g obesidad se ha relacio-
nado con hipomotilidad intestinal'?®, que podria predisponer
a sobrecrecimiento bacteriano. La flora bacteriana intestinal
es una potencial fuente de endotoxinas y de alcohol por
desdoblamiento de hidratos de carbono. En pacientes con
EHNA se han demostrado tanto un sobrecrecimiento bacte-
riano intestinal'® como la produccién endégena de alco-
hol'?®. La endotoxina, posiblemente a través de la modula-
cién de macréfagos mediada por leptina'®°, induce citocinas
proinflamatorias, tales como el TNF-a'?’. No obstante, aun-
que se han descrito valores elevados de TNF-o en el intesti-
no delgado de individuos con EHNA, no se ha detectado un
aumento de permeabilidad intestinal ni de endotoxemia'>!.

Dado que el exceso de hierro intrahepatocitario promueve el
estrés oxidativo y facilita la peroxidacion lipidica, se ha pro-
puesto que ese metal podria ser un cofactor en la patogenia
de la EHNA™. Sin embargo, las investigaciones que han
valorado esa posibilidad han demostrado la ausencia de si-
derosis parenquimatosa y de influencia del metal en los
cambios histolégicos de la hepatopatia®®®13*, Un aumento
de la concentracion intrahepética de hierro puede estar pre-
sente en la llamada sobrecarga de hierro asociada a Rl, ca-
racterizada por hiperferritinemia con un indice de satura-
cién de la transferrina normal o ligeramente elevado.
Aunque los pacientes con ese cuadro tienen una alta preva-
lencia de trastornos metabolicos asociados a R, su relacion
con la EHNA es incierta*®,

Conclusiones

Esta revision describe los diferentes eslabones conocidos de
la patogenia de la HGNA. Su unién para formar una cadena
de progresividad lesional estd aun lejos de conseguirse,
pero creemos que existe suficiente peso de evidencia para
concluir:

1. La HGNA se desarrolla, al menos, en dos fases: esteato-
sis (higado graso con/sin inflamacion inespecifica) y estea-
tohepatitis (lesion hepatocelular y fibrosis).

2. El factor clave de la primera fase es una Rl periférica por
infrarregulaciéon de los IRS-1, en particular en el tejido adi-
poso. Ello es consecuencia de una sobreproduccién consti-
tutiva de adipocinas, al aumentar la masa celular, y quiza
de la induccion de citocinas en el contexto de un proceso
inflamatorio subclinico. El principal mediador parece ser el
TNF-ouy ciertos polimorfismos de éste podrian representar
una susceptibilidad genética a la RI.

3. La pérdida de la sefializaciéon insulinica periférica induce
lipdlisis e hiperinsulinemia. El exceso de acidos grasos libres
circulantes, tras su captacion por un higado que permanece
sensible a la accién de la insulina, sirve de sustrato para la
lipogénesis. Los triglicéridos producidos se acumulan al es-
tar deteriorada la capacidad hepética de excrecion en forma
de lipoproteinas de muy baja densidad.

4. El papel que pueden desempefiar otras adipocinas y cito-
cinas (en especial, leptina y/o resistencia a la leptina, adipo-
nectina e IL-6), tanto en la génesis de la Rl como en la acu-
mulacion grasa hepatica, no estéd bien establecido y, en
cualquier caso, parece secundario.

5. La esteatosis hepética induce cierta agresion oxidativa
que se ve contrarrestada (adaptacion hepatocelular) por di-
versos sistemas antioxidantes y por la sobreexpresion de
UCP mitocondriales de la fosforilacion oxidativa. Ello man-
tiene viable al hepatocito, aunque lo hace vulnerable a agre-
siones posteriores.

6. El factor clave de la segunda fase es el estrés oxidativo
hepatocelular, que surge del desequilibrio entre una mayor
agresion oxidativa y el agotamiento de los sistemas antioxi-
dantes.

/. La agresion oxidativa se produce por un exceso de
RLO/ERO generados a partir de la oxidacion de &cidos gra-
sos, de manera directa por betaoxidacion peroxisomal y
omegaoxidacién microsomal, y de forma indirecta por beta-
oxidacion mitocondrial, que conduce a sobreproduccion de
cofactores enzimaéticos de la fosforilacién oxidativa que satu-
ran la cadena respiratoria.

8. Los RLO/ERO provocan peroxidacion lipidica de la mem-
brana celular con produccién de aldehidos reactivos (MDA
y HNE), induccién de citocinas mediante la activacion del
NF-kB (TNF-o, TGF-B e IL-8) y expresion del ligando Fas.
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Todos estos factores promueven los fenémenos histolégicos
tipicos de la esteatohepatitis: a) apoptosis/necrosis celular
(RLO/ERO, ligando Fas, TNF-o. y TGF-B); b) inflamacién de
predominio polimorfonuclear (HNE e IL-8), y c¢) fibrosis
(MDA, HNE, TNF-o.y TGF-B).

9. Ademas, la incorporacion de los acidos grasos dicarboxi-
licos, generados en la omegaoxidacion microsomal, del
TNF-ocy de los aldehidos reactivos a la cadena respiratoria
mitocondrial, causa mayor produccion de RLO/ERO, con lo
que se crea un circulo vicioso.

10. El desarrollo de cirrosis hepatica y, eventualmente, de
carcinoma hepatocelular es probable que precise de otros
factores alin en investigacion.
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