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Progresion de la esteatohepatitis a cirrosis.
Papel del estrés oxidativo y la muerte celular
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Es bien sabido que las lesiones hepdticas producidas por el
abuso de bebidas alcohdlicas pueden incluirse en alguna
de las 3 categorias siguientes: a) higado graso, b) hepatitis
alcohdlica y c) cirrosis alcohdlica. En el higado graso los
hepatocitos estan deformados por la presencia de una gran
vacuola grasa (esteatosis macrovacuolar), que rechaza ha-
cia la periferia celular al nicleo y las restantes organelas,
o miuiltiples microvesiculas que permiten al nicleo conser-
var su localizacién habitual en el centro de la célula (este-
atosis microvacuolar). En ocasiones se encuentran lipo-
granulomas y puede hallarse fibrosis perivenular central.
En la hepatitis alcohdlica existe una combinacién de lesio-
nes en las que, ademds de la degeneracién grasa, hay de-
generacién hidrépica de los hepatocitos, hialina alcohdlica
o cuerpos de Mallory, megamitocondrias, infiltrados infla-
matorios mixtos con predominio de los neutréfilos poli-
morfonucleares y fibrosis pericentral y pericelular. La ci-
rrosis hepdtica alcohdlica es primariamente micronodular,
aunque secundariamente pueda evolucionar a cirrosis ma-
cromicronodular. Al igual que ocurre en las cirrosis de
otras etiologfias, la cirrosis alcohdlica también puede com-
plicarse con un carcinoma hepatocelular.

Estas lesiones, principalmente las correspondientes a la
hepatitis alcohdlica, han sido consideradas muy indicati-
vas de abuso alcohdlico. Sin embargo, desde hace déca-
das se sabe que lesiones similares a las provocadas por el
alcohol se pueden encontrar en personas que no lo consu-
men o lo hacen de forma no abusiva. Por esta razén, Tha-
ler propuso sustituir el término «hepatitis alcohdlica» por
el de «hepatitis grasa» («Fettleberhepatitis»)'=. En los
diabéticos y en los obesos se puede encontrar esteatosis
hepdtica en el 21-78% vy cirrosis hepatica en el 1,2-
13,4%*. Igualmente, en pacientes sometidos a anastomo-
sis yeyuno-ileal por obesidad mérbida, era conocida la ra-
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pidez con que se puede desarrollar una cirrosis hepatica o
un fallo hepdtico agudo®S. En 1980, Ludwig et al’ propu-
sieron el empleo del término «esteatohepatitis no alcohd-
lica» (EHNA) para designar estas lesiones que reprodu-
cen las producidas por el alcohol pero que se encuentran
en personas que no abusan de él. En la actualidad se con-
sidera que la EHNA forma parte de un espectro mas am-
plio de lesiones que incluye, ademas de la EHNA, al hi-
gado graso no alcohdlico, al higado graso e inflamacién y
probablemente también a un gran nimero de cirrosis he-
paticas criptogenéticas®®. Para designar todo este espectro
de lesiones, se ha acufiado el término «enfermedad grasa
del higado no alcohdlica» (EGHNA). La trascendencia
prondstica de todas estas lesiones no es homogénea. Mien-
tras que la esteatosis es una lesion estable que sdlo en el
3% de los casos evoluciona a lesiones mds graves, la
EHNA evoluciona a cirrosis en el 15-25% de los casos.
El diagnéstico de EHNA requiere la presencia de esteato-
sis, degeneracion hidrépica de los hepatocitos e infiltra-
dos inflamatorios mixtos en los que predominen los neu-
trofilos. Ademds, frecuentemente, se encuentran cuerpos
hialinos de Mallory, megamitocondrias y grados variables
de fibrosis. Un elemento conceptual y diagndstico critico
de EGHNA es la ausencia de consumo abusivo de alco-
hol. Se considera que el consumo de alcohol no es abusi-
vo, en el caso de que lo haya, cuando en el varén es me-
nor de 20 g/dia y en la mujer menor de 10 g/dia.

La EGHNA es una lesion frecuente en la poblacién occi-
dental y tiene tendencia a hacerse mas frecuente. En la
actualidad es la tercera causa de hipertransaminasemia,
tras las infecciones virales y el abuso alcohdlico. Se esti-
ma que entre el 17 y el 33% de la poblacién general pre-
senta una EGHNA y que quizd en el 5,7-17% de esa mis-
ma poblacién la lesién existente corresponde a la
EHNA!!! Cuando se investiga la causa de hipertransa-
minesemia en sujetos sin marcadores de infeccién viral ni
abuso alcohdlico, se encuentran lesiones de EGHNA en
el 26-90% de los casos. En un estudio realizado por noso-
tros hace unos 20 afios, encontramos lesiones de EHNA
en el 3,38% de las biopsias hepdticas y que aproximada-
mente 1/10 esteatohepatitis halladas correspondia a una
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EHNA'213, La EGHNA se ha detectado en asociacién con
un gran nimero de condiciones metabdlicas, quirdrgicas
y téxicas. Sin embargo, el principal factor asociado con la
EGHNA es el sindrome metabdlico, definido éste como
la asociacidon en un mismo individuo de, al menos, 3 de
las siguientes alteraciones: hipertension arterial, obesidad,
diabetes, hiperglucemia y descenso de las lipoproteinas
de alta densidad (HDL). Un trastorno comun a este sin-
drome es la resistencia a la insulina'*'e.

Mientras que la resistencia a la insulina es decisiva en el
origen de la esteatosis hepatica, el estrés oxidativo y la
disfuncién de las mitocondrias son determinantes en que
el higado graso se complique y evolucione a EHNA.

La insulina es la principal hormona anabolizante del or-
ganismo. Bajo su efecto se produce un aumento de la sin-
tesis de proteinas, glucégeno y lipidos, se facilita la entra-
da de glucosa en las células y disminuye la
gluconeogénesis y la lipdlisis. Se conocen sélo parcial-
mente los mecanismos por los que se producen efectos
tan variados. Se sabe que:

1. En las células adiposas y en el musculo esquelético la
unién de la insulina a su receptor especifico determina la
activacion de la tirosincinasa de este receptor. Conse-
cuencia de ello es la fosforilacién en tirosina/activacién
del IRS-1 (receptor de sustrato insulinico 1) y éste de la
PI3K (cinasa fosfatidilinositol 3). Esta cinasa activa un
transportador de glucosa que normalmente se encuentra
en el citoplasma, el Gluc-4, y determina que se desplace a
la membrana plasmadtica y facilite la entrada de glucosa
en las células. En éstas, la glucosa es utilizada como
fuente de energia o, si no es necesaria, se almacena en
forma de glucégeno. Cuando hay resistencia a la insulina,
la fosforilacion en tirosina del IRS-1 no tiene lugar; se
detiene la entrada de glucosa en las células; la glucosa se
retiene en el espacio extracelular y se produce hipergluce-
mia, la cual estimula la secrecién de insulina por la célu-
las B del pancreas. Una vez que se agota la capacidad de
estas células para compensar la hiperglucemia, surge la
diabetes mellitus del tipo 2. Los factores que determinan
la resistencia a la insulina probablemente son miiltiples,
pero sin duda los 4cidos grasos libres (AGL) y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) son decisivos. No se
sabe con exactitud cudles son los mecanismos por los que
éstos determinan tal resistencia, pero probablemente in-
terviene que ambos factores determinan la fosforilacién
en serina —no en tirosina— del IRS-1. La fosforilacién en
serina es incompatible con la simultdnea fosforilacién en
tirosina. Es posible que tanto el TNFo. como los AGL
produzcan esa fosforilacion tras activar la JNK (cinasa
terminal Jun-N). La cascada de fendémenos que siguen a
la unién de la insulina a su receptor es mds amplia que la
mencionada.

2. La activacién de la PI3K que sigue a la fosforilacién
del IRS-1 induce la activacién de la fosfodiesterasa y, en
consecuencia, la degradacién del adenosinmonofosfato
ciclico (AMPc) y su agotamiento. La ausencia de AMPc
determina que la proteincinasa A (PKA) no se active vy,
en consecuencia, que tampoco lo haga la lipoproteinlipa-
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sa (LPL). Es decir, no se produce la hidrdlisis de los tri-
glicéridos ni la liberacién de AGL por el tejido adiposo.
Una de las consecuencias de la resistencia a la insulina en
el tejido adiposo es que el AMPc permanece aumentado,
lo cual activa la PKA y ésta, a su vez, la LPL. Conse-
cuencia de ello es la lipdlisis y la liberacién a la sangre de
AGL.

3. Ademas, la PI3K es un activador del SREBP (Sterol
Regulatory Element Binding Protein), un factor de trans-
cripcion esencial en la activacion de diversos genes im-
plicados en la lipogénesis, tanto de triglicéridos como de
colesterol'’. Por ello, en ausencia de actividad insulinica,
todos estos genes estian reprimidos y con ello también la
lipogénesis'®.

4. Los efectos de la insulina en el higado difieren ligera-
mente de los que ejerce en el tejido adiposo y el misculo
esquelético, ya que el receptor de insulina fosforila en ti-
rosina a otro sustrato, al IRS-2 que, a través de la PI3K y
de la Akt-2/PKB, fosforila la cinasa glucégeno sintetasa
(GSK) y ésta deja de inhibir a la glucégeno sintetasa.
Consecuencia de ello es que la insulina en el higado au-
menta la sintesis de glucégeno. La resistencia a la insuli-
na da lugar en el higado a los efectos contrarios. Dismi-
nuye la sintesis de glucégeno y aumenta su glucdlisis, la
gluconeogénesis y la liberacion de glucosa a la sangre.

Como ya hemos mencionado, el resultado del aumento de
la lip6lisis que acompafia a la resistencia a la insulina es
la liberacién a la sangre de grandes cantidades de AGL.
Si ello ocurre en la grasa abdominal, el higado, que ocupa
un lugar estratégico en el curso de la sangre portal, recibe
los AGL liberados durante ese proceso. En los hepatoci-
tos de los pacientes y los animales con esteatosis se puede
comprobar que las concentraciones de estos dcidos estan
muy aumentadas. Estos dcidos poseen numerosos efectos
biolégicos y pueden seguir diversas rutas metabolicas.
Por ejemplo, pueden ser utilizados para la sintesis de tri-
glicéridos (esteatosis) y fosfolipidos o en la gluconeogé-
nesis (hiperglucemia) o pueden ser oxidados en las mito-
condrias, en los peroxisomas o en los microsomas. Estas
ultimas oxidaciones tienen gran trascendencia, ya que
pueden ser origen del estrés oxidativo celular. La betaoxi-
dacién en las mitocondrias puede conducir a la formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), principalmente
anién superdxido (O,), durante la fosforilacion oxidativa.
La betaoxidacién en los peroxisomas conduce a la forma-
cion de peréxido de hidrégeno, mientras que la oxidacién
en los microsomas, con la participacién de los citocromos
P450, determina la formacién de O, y 4cidos dicarboxili-
cos. Ademds, los AGL participan en la induccién de la
muerte celular, tanto por necrosis como por apoptosis.

Si la resistencia a la insulina es fundamental en la patoge-
nia del higado graso, el estrés oxidativo probablemente
sea definitivo en su evoluciéon a EHNA y lesiones mads
avanzadas de la EGHNA. Se ha postulado que la EHNA
seria la consecuencia de dos agresiones. La primera seria
el higado graso; la segunda, el estrés oxidativo'*?. El es-
trés oxidativo puede determinar la peroxidacién lipidica,
la degeneracién y la necrosis de las células, la muerte de
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éstas por apoptosis, la formacién de aldehidos reactivos,
tales como el malonildialdehido (MDA) y el 4-hidroxino-
nenal (4-HNE), la expresion de citocinas proinflamato-
rias, la activacion de las células estrelladas del higado y la
fibrogénesis!®2!.

Las mitocondrias y su disfuncién participan de forma de-
cisiva tanto en la génesis del higado graso como en el ori-
gen del estrés oxidativo, ya que estdn implicadas tanto en
la betaoxidacién de los 4cidos grasos como en la genera-
cién de las ROS**?. En los pacientes con EHNA se ha
descrito que las mitocondrias son grandes, estdn hincha-
das, presentan escasez de crestas y, frecuentemente, in-
clusiones paracristalinas®’?. Estos mismos cambios se
han encontrado en diversas miopatias mitocondriales aso-
ciadas a alteraciones en la cadena respiratoria mitocon-
drial (CRM)®. Ademds, la generaci6n de [*C]CO, a par-
tir de la 3C-metionina y la resintesis de ATP tras una
sobrecarga de fructosa estdn marcadamente disminuidas
en los pacientes con esteatosis hepatica®**!. Ambos defec-
tos indican que la funcién de las mitocondrias, ademas de
su morfologia, estd alterada en los pacientes con EHNA.
Las mitocondrias representan el lugar principal de la be-
taoxidacion de los AGL. En este proceso se pueden dife-
renciar diferentes pasos®>3:

1. Entrada de los AGL en las mitocondrias. En este pro-
ceso interviene una enzima, la CPT-1 (carnitina-palmitoil
transferasa I), y una translocasa y es necesario que los
dcidos grasos de cadena larga se unan previamente a la
carnitina. Una vez que el 4cido graso se encuentra en la
matriz mitocondrial, se libera la carnitina y ésta regresa al
citoplasma. Una ausencia de carnitina’**®, una deficiencia
de CPT-I¥ o un defecto en la traslocasa pueden determi-
nar que se altere el paso de los 4cidos grasos a las mito-
condrias y su posterior betaoxidacién. Ello puede contri-
buir a que los 4cidos grasos se retengan en el citoplasma
y que posteriormente se reesterifiquen a triglicéridos.

En un estudio realizado por nosotros en pacientes con
EHNA pudimos demostrar que la cuantias intrahepdticas
de carnitina libre y total eran normales3, lo cual coincidia
con lo hallado por otros en obesos y en alcohdlicos con
higado graso®#. Igualmente la medicién de la actividad
de la CPT-I en el higado de los pacientes con EHNA
mostré que era normal®, por lo que no podemos atribuir a
una deficiencia de la actividad de esta enzima la patoge-
nia de la EHNA.

2. El segundo paso en este proceso de oxidacién mitocon-
drial de los dcidos grasos consiste en una serie de sucesi-
vas betaoxidaciones que conducen a la formacion de ace-
til-CoA, de 4cidos grasos cortos-CoA y a la conversién
del NAD* en NADH. Hay pocos estudios en los que se
haya medido la betaoxidacion de los acidos en la EGH-
NA. Utilizando métodos indirectos, se ha deducido que la
betaoxidacién de los dcidos grasos estd aumentada en los
pacientes con EHNAZ#! Nosotros, en ratones ob/ob, con
lesiones de EGHNA y EHNA, hallamos que la betaoxida-
cién mitocondrial (4cido palmitico) y peroxisomal (4cido
lignocérico) estaba significativamente aumentada*’. Esto
coincidia con lo hallado en el mismo tipo de ratones por

Li et al®. Se ha atribuido este aumento de la betaoxida-
cion a la resistencia a la insulina y, en consecuencia, al
aumento de la lipdlisis y la mayor llegada de AGL al hi-
gad017,28_

3. El NADH formado durante la betaoxidacién se reoxida
a NAD" durante el proceso conocido como fosforilacién
oxidativa, que concluye en la formacién de ATP. Esta es
la dnica fuente de energia aprovechable por las células.
En esta fosforilacion interviene una serie de complejos
enzimaticos situados en la membrana mitocondrial inter-
na (complejos I a V), que se conoce como cadena respira-
toria mitocondrial (CRM). En ella, los electrones del
NAD* y del FADH, pasan de un complejo a otro de esta
cadena hasta que finalmente se combinan con el oxigeno
y los protones para formar agua. Este proceso se acopla
con otro simultaneo, por el que los protones de la matriz
mitocondrial son enviados al espacio intermembranoso de
las mitocondrias y se genera un gradiente electroquimico
entre la matriz y este espacio. Cuando estos protones re-
gresan a la matriz mitocondrial a través de la ATP sinte-
tasa (complejo V), determinan la conversién del ADP en
ATPy, con ello, que la energia electroquimica acumulada
en el espacio intermembrana se emplee en la formacién
de una energia utilizable por las células*. Normalmente,
durante este proceso de fosforilacién oxidativa, pueden
escaparse algunos electrones que, tras unirse al oxigeno
de la matriz mitocondrial, dan lugar a la formacién de las
ROS, principalmente de O,##6. Un trastorno en la fosfo-
rilacién oxidativa como consecuencia de una baja activi-
dad de la CRM determinaria no sélo que se forme menos
ATP, sino que la cuantia de electrones que se escapan del
sistema sea mayor y aumente la formacién de ROS?.
Esta formacion de ROS estaria potenciada en caso, como
ocurre en la EHNA, de que la llegada de AGL al higado y
la betaoxidacién estén aumentadas.

La informacién existente sobre la funcién de la fosforila-
cién oxidativa y de la CRM en los pacientes con NASH
es muy limitada. Cadwell et al?’ encontraron que la acti-
vidad de los complejos I y III de la CRM era normal en
las mitocondrias de las plaquetas de pacientes con
EHNA, y Sanyal et al?® no encontraron defectos en la ex-
presién de las enzimas de esta cadena cuando lo estudia-
ron en el misculo de un paciente con EHNA. Nosotros
hemos estudiado directamente la actividad de todos los
complejos enzimdticos de la CRM en el higado de los pa-
cientes con EHNA®, En ese estudio pudimos demostrar
por primera vez que la actividad de estos complejos esta-
ba reducida en un 30-50% de la actividad control. Este
defecto compromete a los complejos cuyos componentes
estaban codificados tanto por genes mitocondriales (com-
plejos I, III, IV y V) como por genes nucleares (complejo
II). Concordantes con estos hallazgos fueron los comuni-
cados por Haque et al*, quienes comunicaron que la acti-
vidad de la citocromo ¢ oxidasa estaba disminuida. La
causa de estos defectos enzimaticos quedd sin explicar;
sin embargo, nosotros observamos que la actividad de
esos complejos se correlacionaba, de forma inversa, con
las tasas de TNFo. en sangre, el indice de masa corporal y
el indice HOMA de resistencia a la insulina.
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Con el fin de estudiar los factores que pudieran determi-
nar la hipofuncién de la CRM vy de la fosforilacién oxida-
tiva, recurrimos a un modelo animal de EGHNA que re-
produce muchas de las alteraciones que se encuentran en
la enfermedad humana. Los ratones ob/ob tienen neutrali-
zado el gen de la leptina, por lo que carecen de esta hor-
mona y, en consecuencia, presentan polifagia, engordan,
desarrollan resistencia a la insulina, hiperglucemia e hi-
perlipemia. Histolégicamente, el higado de los animales
estudiados por nosotros presenta esteatosis en el 42% de
los hepatocitos, degeneracidon hidrdpica, hialina de Ma-
llory e infiltrados inflamatorios. Es decir, se trata de ani-
males que reproducen muchas de las caracteristicas de los
enfermos con EGHNA. El estudio de la actividad de los
complejos enzimdticos de la CRM nos mostré que tam-
bién estos animales presentan un defecto similar al halla-
do en los pacientes con EHNA. Su actividad estaba redu-
cida al 40-60% de la que tienen esos complejos en los
animales sanos®. Por ello, parece que se trata de un buen
modelo experimental para poder investigar la posible
etiopatogenia de la disfuncién mitocondrial que hemos
encontrado en los pacientes con EHNA.

La disfuncién de la CRM hallada en estos ratones permite
suponer que el escape de electrones de esta cadena y la
formacién de ROS deben de estar aumentados en estos
ratones®. En efecto, la determinacién de las sustancias re-
activas con el acido tiobarbitirico (TBARS), un marcador
de estrés oxidativo, nos mostré que sus tasas se encuen-
tran muy elevadas. Estos hallazgos son concordantes con
los comunicados por otros que también encuentran evi-
dencias de que el higado de los pacientes con EHNA esta
sometido a estrés oxidativo?4350-52,

Los mecanismos que pudieran estar implicados en la dis-
funcién mitocondrial de los pacientes con EGHNA o en
los ratones ob/ob son variados. Uno de ellos pudiera ser
el propio estrés oxidativo. Se sabe que el MDA y el 4-
HNE, dos productos resultantes de la peroxidacién de los
lipidos celulares, son capaces de inhibir la actividad de la
citocromo ¢ oxidasa (complejo IV de la CRM) tras for-
mar con los péptidos de este complejo diversos conjuga-
dos3. Ademds, los ROS pueden lesionar el ADN mito-
condrial (ADNmt)*** vy las enzimas mitocondriales
dotadas del nuicleo hierro-sulfuro® y, tras ello, determinar
la hipofuncién de la CRM?38. Tales lesiones en el ADNmt,
de dificil reparacién en las mitocondrias, deben de reper-
cutir en la expresién de los complejos I, III, IV y V de
esta cadena, ya que el ADNmt codifica 13 de los polipép-
tidos que forman esos complejos. Concordante con ello,
Haqué et al*®* demostraron que en los pacientes con
EHNA existe una deplecién del ADNmt. El estrés oxida-
tivo en las células es capaz de iniciar una serie de circulos
viciosos que contribuyen a aumentar el dafio al ADNmt y
producir un mayor trastorno mitocondrial®.

A pesar de estos datos, los resultados de nuestros estudios
en los ratones ob/ob no apoyan que el estrés oxidativo sea
la causa de la disfuncion mitocondrial. En efecto, el trata-
miento de estos animales durante 3 meses con N-acetil-
cisteina por via peritoneal disminuy6 de forma muy mar-
cada la concentracién de TBARS en el higado, pero no

104  Gastroenterol Hepatol. 2006;29(Supl 1):101-10

logré mejorar la actividad de los complejos de la CRM ni
revertir las lesiones histolégicas del higado*. Estos resul-
tados, junto con el hecho de que en la EHNA y en los ra-
tones ob/ob la actividad del complejo II de la CRM —cu-
yos componentes no estan codificados por el ADNmt—
también esté disminuida, hacen dudar del papel del estrés
oxidativo en la patogenia de este defecto mitocondrial.
No obstante, antes de rechazar definitivamente el papel
de tal estrés, es imprescindible repetir los experimentos
empleando un antioxidante que actie preferentemente en
las mitocondrias, por ejemplo, los andlogos de la Mn-su-
peréxido dismutasa.

Otro factor importante que se debe considerar en la pato-
genia de la disfuncién mitocondrial es el TNFo. Conta-
mos con numerosas evidencias que abogan por la partici-
pacién de esta citocina en la patogenia de la EHNA%®S!,
En los pacientes con EHNA se ha comprobado que exis-
ten tasas elevadas de TNFo, en sangre®62% y nosotros en-
contramos que el descenso de la actividad de la CRM se
correlacionaba con los ascensos del TNFo en sangre.
En un estudio previo pudimos demostrar que el trata-
miento de las células con TNFo produce un aumento de
los ROS, un descenso del ARN mensajero de algunos
componentes de la ATPasa y una reduccién de la cuantia
de los péptidos que componen la ATPasa y la citocromo c
oxidasa®. En los ratones ob/ob, pudimos comprobar que
las concentraciones del TNFa en el tejido hepatico eran
unas 20 veces mds altas que las encontradas en los rato-
nes normales*?. El origen de este TNFa. probablemente no
sea unico, ya que tanto el tejido adiposo como los adipoci-
tos y las células de Kupffer pueden producir TNFo55¢". El
tejido adiposo abdominal pudiera ser una fuente impor-
tante de TNFo, cuyo paso por el higado es obligado.
Ademads, los mismos AGL liberados durante la lip6lisis
de la grasa abdominal pueden inducir la expresién del
TNFa tanto en el tejido adiposo® como en los hepatoci-
tos®.

En un estudio previo, pudimos demostrar que la exposi-
cion de las células al TNFo determina, ademas de la
muerte por apoptosis, importantes cambios morfolégicos
y funcionales en las mitocondrias”. Tras 8 h de incuba-
cion de las células con el TNFo, las mitocondrias se hin-
chaban, se redondeaban, perdian las crestas, la matriz se
aclaraba y se rompia la membrana mitocondrial externa.
Otros autores han encontrado cambios mitocondriales si-
milares. Ademds, nuestro estudio revelé que el TNFo
puede interferir con el flujo de electrones de los comple-
jos Iy III de la CRM""!, Esta citocina determina que los
electrones queden retenidos en el citocromo b y que éste
pueda ceder al oxigeno los electrones retenidos y que se
empleen en formar ROS™. En realidad, muchos de los
trastornos existentes en la EHNA se podrian justificar por
los efectos bioldgicos del TNFa, ya que éste no sélo pro-
duce la disfuncién de la CRM, sino que ademds aumenta
la resistencia de las células a la insulina, induce la expre-
sién genética de diversas citocinas proinflamatorias y en-
zimas, entre otras, de la 6xido nitrico sintetasa inducible
(iNOS) e induce la muerte celular por apoptosis o necro-
sis, entre otras.
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El posible papel patogénico del TNFo en la EHNA y en
la disfuncién de la mitocondrias se sustenta en los resulta-
dos obtenidos en ratones ob/ob tratados durante 3 meses
con anti-TNFa (infliximab) por via peritoneal. A pesar de
que este tratamiento no fue suficiente para normalizar
completamente las tasas de TNFo en el tejido hepatico, si
lo fue para que la actividad de los complejos I, II, Il y V
se normalizara o mejorara de forma llamativa*?. Ademas,
este tratamiento redujo los lipoperéxidos en el tejido he-
patico, disminuy¢ la actividad de la betaoxidacién y nor-
malizé casi totalmente la histologia hepdtica. La esteato-
sis hepdtica habia desaparecido completamente, no habia
infiltrados inflamatorios ni se reconocian cambios hidré-
picos en los hepatocitos. El efecto apreciado por nosotros
en la betaoxidacién ha sido también observado por Li et
al** y se puede atribuir a los efectos del TNFo en la sensi-
bilidad a la insulina’7, el estrés oxidativo™ y la esteroil-
CoA desaturasa®, una enzima que participa en la sintesis
de los 4cidos grasos™.

La simultdnea mejoria de la disfuncién mitocondrial y de
las lesiones histoldgicas tras el tratamiento con los anti-
TNFa permite apoyar que el TNFo participa en la pato-
genia de ambos trastornos y que los defectos mitocon-
driales pudieran participar en la génesis de las lesiones.
Entre sus miltiples efectos bioldgicos, el TNFa. induce la
expresion de la iNOS. Esta enzima cataliza la oxidacién
de la L-arginina en presencia de oxigeno para formar 6xi-
do nitrico (NO). El higado normal sélo expresa la NOS
endotelial. Sin embargo, en determinadas circunstancias,
por ejemplo, bajo el efecto del TNFa., la expresion en el
higado de la iNOS aumenta de forma muy llamativa y el
higado genera grandes cantidades de NO™. Este efecto
del TNFa estd mediado por el factor de transcripcién NF-
kB7, cuya actividad estd muy aumentada en los ratones
ob/ob*. En nuestro estudio pudimos comprobar que en el
higado de estos ratones, ademds de un gran aumento del
TNFo,, también habia una marcada induccién de 1la iNOS
mitocondrial. Sin duda, esa induccién enzimdtica depen-
de del TNFo, ya que en los ratones obesos tratados con
anti-TNFo se redujo su expresion de forma muy llamati-
vay se aproximo a los valores de control.

Estos hallazgos pueden tener implicaciones en la patoge-
nia, ya que el NO y otras sustancias reactivas derivadas
del nitrégeno pueden alterar la funcién de las mitocon-
drias y de la CRM”". En efecto, el NO reacciona con la ci-
tocromo ¢ oxidasa (complejo IV) y bloquea el paso de
electrones y su fijacién al oxigeno’. Por otro lado, el pe-
roxinitrito (ONOO), un producto derivado de la reaccién
del NO con el O,, es un inhibidor de la actividad de dife-
rentes proteinas, incluidos algunos componentes de la
CRM""”, Estudios in vitro han mostrado que el peroxini-
trito puede inactivar los complejos I, II, V y el citocromo
¢ y, en algunas circunstancias, también el complejo
II1*2. Los mecanismos por los que el peroxinitrito ejerce
esos efectos son variados e incluyen su capacidad oxidati-
va®, de lesionar el ADN® y nitrar los residuos de tirosina
de las protefnas y generar proteinas 3-tironitrosadas®. Se
considera que la presencia de proteinas 3-tironitrosadas
en los tejidos es un marcador de agresion tisular por el ra-

dical peroxinitrito®. Por ello, nosotros buscamos la pre-
sencia de tales proteinas en el higado de los ratones ob/
ob.

Mediante estudios de inmunofluorescencia en los que los
cortes histologicos del higado fueron tratados con anti-
cuerpos especificos frente a proteinas nitrosadas en 3-ti-
rosina, pudimos comprobar que las proteinas del higado
de los ratones ob/ob se encuentran intensamente 3-tironi-
trosadas en relacion con lo que ocurria en el higado de los
ratones controles. Estos hallazgos indican que las protei-
nas del higado de los ratones obesos han sufrido la agre-
sién del radical peroxinitrito o algunos de sus derivados.
Tras aislar las proteinas de las mitocondrias del tejido he-
patico, pudimos comprobar que las proteinas mitocon-
driales se encontraban nitrosadas y, en consecuencia, que
habian sufrido la agresion del radical peroxinitrilo. Cuan-
do inmunoprecipitamos las proteinas de las mitocondrias
con anti-3-nitrotirosina y las protefnas 3-tironitrosadas
fueron identificadas con anticuerpos especificos frente a
determinadas proteinas de la CRM, pudimos comprobar
que, al menos, el citocromo c y la proteina ND4, un com-
ponente del complejo I, se encontraban 3-tironitrosadas.
Considerando que la nitracién de esas enzimas se ha aso-
ciado con descensos de su actividad catalitica®’, existe la
posibilidad de que la nitracion de las proteinas de la CRM
fuera la causa de su baja actividad enzimatica y de las le-
siones halladas en el higado de los ratones obesos. Con el
fin de valorar el papel del peroxinitrito y sus derivados
reactivos®® en la patogenia de estos defectos, tratamos a
ratones ob/ob, durante 3 meses, con acido drico adminis-
trado por via intraperitoneal. Este acido reacciona rapida-
mente con el peroxinitrito y da lugar a la formacién de
uratos nitrogenados inactivos®*%, Por ello, se considera al
dcido trico un limpiador natural de peroxinitrito®®® y
otros derivados reactivos del peroxinitrito®®®°. Se ha de-
mostrado que el tratamiento de ratones con 4cido trico
reduce la formacién de proteinas 3-tironitrosadas®® y
previene la evolucién de las lesiones neuroldgicas en un
modelo experimental de esclerosis miltiple®$°!. Los efec-
tos del tratamiento con el 4cido trico en los ratones ob/ob
fueron muy llamativos, ya que logré la normalizacién de
la actividad de los complejos Iy V de la CRM y la mar-
cada mejoria de los complejos II y III. Ademas, logro re-
ducir la tasa de lipoperéxidos en el higado y de proteinas
3-tironitrosadas en los cortes histoldgicos del higado. El
estudio de las proteinas mitocondriales y las fracciones
correspondientes al citocromo c y el péptido ND4 nos de-
mostrd que este tratamiento ocasionaba una marcada re-
duccién de esas proteinas 3-tironitrosadas. Por ultimo,
este tratamiento logré la regresion de las lesiones hepati-
cas y consigui6 que la estructura del higado recuperara su
aspecto normal. Los efectos en la CRM observados con el
dcido drico apoyan el concepto de que el peroxinitrito
estd implicado en la patogenia de la disfuncién de esa ca-
dena y de las lesiones hepaticas.

Los resultados de nuestros estudios nos llevan a proponer
que el TNFoa del higado, probablemente procedente del
tejido adiposo abdominal o de la estimulacién de su ex-
presién en los hepatocitos por los AGL, da lugar a la in-
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duccién de la iNOS y, en consecuencia, a una mayor for-
macién de NO. Este radical, en presencia de O,, origina
la formacién del radical peroxinitrito, que se uniria a las
proteinas de la CRM y determinaria la reduccién de su
actividad funcional.

El descenso de la actividad enzimdtica de la CRM, ade-
mas de disminuir la fosforilacién oxidativa y la genera-
cién de ATP, condiciona que aumente el nimero de elec-
trones que se escapan de este sistema, que se unan al
oxigeno y que den lugar a la formacién de ROS. La cuan-
tfa de estos seria particularmente alta en las situaciones en
que la llegada de AGL al higado para su oxidacién mito-
condrial —como ocurre en la EHNA- esté elevada. Los
elevadas cantidades de lipoperéxidos hallados en el higa-
do de estos ratones obesos tendria ese origen.

Los ROS pueden inducir la peroxidacién de los lipidos,
en especial de los 4cidos grasos insaturados de las mem-
branas celulares. Las consecuencias de esta agresién son
variadas. Por un lado, repercute en las propiedades fisico-
quimicas de las membranas y ello, en la actividad de las
enzimas y los receptores situados en ellas, la expresion de
antigenos, las interacciones intercelulares®®* y la perme-
abilidad de la membrana. Consecuencia de esto dltimo
puede ser que se produzcan cambios que comprometen la
viabilidad de las células (paso de calcio a las células)® y
determinan su muerte por necrosis. Los aldehidos reacti-
vos derivados de la peroxidacién de los lipidos, tales
como el MDA vy el 4-HNE, pueden participar en la fibro-
génesis hepatica. En efecto, Chojkier et al®® mostraron
que el MDA aumentaba de forma muy significativa la ex-
presiéon del ARN mensajero (ARNm) del coldgeno o.1(I)
en cultivos de fibroblastos humanos. Maher et al’*® en-
contraron que la sintesis de coldgeno se duplicaba cuando
los fibroblastos eran cultivados con MDA. Hallazgos
compatibles con los anteriores fueron comunicados por
otros investigadores®-1%2, Aunque los mecanismos de este
efecto no son tnicos, es muy probable que intervengan
los conjugados que estos aldehidos reactivos forman con
los aminodcidos o radicales sulfidrilos de las proteinas'®.
La formacién de estos conjugados se ha demostrado en
modelos animales en los que se induce la peroxidacién li-
pidica y en diversas circunstancias clinicas en las que hay
fibrogénesis activa!%>!%1% Por otro lado, los tratamientos
antioxidantes disminuyen la formacién de esos conjuga-
dos y previenen la fibrogénesis'®>171% En un estudio
previo nosotros encontramos evidencias de que los conju-
gados de los aldehidos participan en el aumento de la ex-
presién genética del coldgeno?!, ya que el tratamiento de
las células con p-hidroximercuribenzoato (pHMB) o con
piridoxal-5"-fosfato (P5P) abolia tanto los efectos del
MDA como los de una combinacién oxidante (cloruro fe-
rroso, acido ascdrbico, dcido citrico) en la expresion ge-
nética del coldgeno. En estos estudios, pudimos determi-
nar que esos aldehidos ejercen esos efectos a través de
unos elementos localizados entre las secuencias -116 y -
110 pb del promotor del coldgeno al(I) y que los factores
de transcripcién Spl y Sp3 intervienen como mediadores
de ese estimulo. Estos factores reconocen las secuencias
ricas en G+C!!! y actdan como factores que estimulan la
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expresion de una amplia variedad de genes, incluido el
del coldgeno ou1(I)!-115,

Ademas, el estrés oxidativo, a través de los factores trans-
cripcionales NF-kB y c-Myb, induce la activacién de las
células estrelladas del higado (CEH) y contribuye a indu-
cir la fibrogénesis hepdtica. En las CEH activadas se pue-
de comprobar que la actividad de NF-xB estd aumentada
y que el heterodimero p50/p65 se encuentra en el nicleo.
Igualmente, el estrés oxidativo puede inducir la expresion
genética del factor c-Myb y su unién al ADN!!®, Este fac-
tor de transcripcién puede participar en la expresion de la
actina del musculo liso y en la contractilidad, la diferen-
ciacién y la proliferacién de las CEH''®. Como vemos, el
estrés oxidativo se comporta como un importante factor
estimulador de la fibrogénesis. Este efecto lo ejerce por
diversos mecanismos, principalmente, por activar las
CEH e inducir su proliferacién y por favorecer la expre-
sién de los genes de la matriz extracelular.

Mediante la activacion del NF-xB, que produce el estrés
oxidativo, se pueden justificar otros fendmenos que se en-
cuentran el la EHNA, ya que induce la expresién de nu-
merosos genes proinflamatorios, como el TNFa, el
ICAM-1'"7, 1a MCP-1'18 1a IL-6, la MIP-2'"? y CINC (cy-
tokine-induced neutrophil chemoattractant)'”. En este
punto, los efectos del estrés oxidativo se superponen con
los que origina el TNFo, ya que éste también activa el
NF-xB, se comporta como proinflamatorio y puede ser
uno de los origenes de los infiltrados que se hallan en el
higado de los enfermos con EHNA. Nuestros estudios®,
al igual que los de Li et al*}, demuestran que el tratamien-
to de los ratones obesos con anti-TNFa hace que remitan
o desaparezcan los infiltrados del higado.

Algunas otras de las lesiones que se encuentran en la
EHNA también pueden producirse por el estrés oxidativo
y que los aldehidos reactivos derivados de él las medien.
En efecto, estos aldehidos pueden generar el entrecruza-
miento y la fusion de la citoqueratina y dar lugar a la for-
macién de hialina de Mallory; se unen a proteinas de la
superficie de los hepatocitos y pueden iniciar una res-
puesta inmunitaria. Por este tltimo mecanismo también
podria producirse la respuesta inflamatoria que se en-
cuentra en los pacientes con EHNA. De hecho, en estos
pacientes se ha demostrado tal tipo de respuesta'?!,

En la EHNA, la muerte celular se produce no sé6lo por ne-
crosis, sino por apoptosis'?2. Son varios las vias y los fac-
tores que pueden conducir a esta muerte programada,
como el propio estrés oxidativo, el TNFa. y los AGL. Los
ROS aumentan la expresion de los ligandos Fas en la su-
perficie de los hepatocitos y de esta manera pueden ini-
ciar la muerte por apoptosis'?. La interaccién del ligando
Fas con el receptor Fas determina la activacién de la pro-
caspasa 8, el factor Bid'® y la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial por este ultimo. Ademads, Bid
modifica la conformacién de Bax (Bcl-2-associated X
protein) y favorece la formacién de canales en la mem-
brana de las mitocondrias que permiten la salida del cito-
cromo c¢'?* y produce la apoptosis de las células tras acti-
var la procaspasa 9 y la caspasa 3'%.

El estrés oxidativo, mediante la activacion de NF-xB,
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puede inducir la formacién del TNFo y éste puede oca-
sionar la apoptosis de los hepatocitos!?®!?’. En realidad,
esta citocina puede determinar la apoptosis o necrosis de
las células dependiendo de la situacion energética de és-
tas, ya que la muerte por apoptosis es un proceso activo
en el que se consume gran cantidad de energia'®. La via
intracelular por el que el TNFo produce la apoptosis ce-
lular coincide en gran parte con la descrita para el sistema
ligando Fas/Fas. Ademads, tras la unién del TNFa a su re-
ceptor, se produce la activacién de la esfingomielinasa, la
cual genera ceramida a partir de la esfingomielina de las
membranas celulares'?’. La ceramida causa la apoptosis
celular por diversas vias, entre otras, actuando directa-
mente en los poros de la membrana mitocondrial'®. Ade-
mas, en estudios previos de nuestro laboratorio®, demos-
tramos que, al menos en parte, la citotoxicidad del TNFo
estaba mediada por ROS.

Para finalizar, los AGL pueden ser importantes en la
muerte celular. Hay pruebas que indican que la acumula-
cion de 4cidos grasos en células no adiposas se asocia con
disfuncién y muerte celular. Se trata de un fendmeno que
se conoce con el nombre de lipotoxicidad. Esta toxicidad
puede contribuir a la patogenia de diversas enfermedades.
Por ejemplo, el depdsito de dcidos grasos de cadena larga
en las células B del pancreas o en los cardiomiocitos de
ratas diabéticas determina la muerte de esas células!3®13!,
En los diabéticos se ha encontrado que la gravedad de la
cardiomiopatia se relaciona con el grado de depdsito de
triglicéridos en el miocardio'*. No se conoce el mecanis-
mo por el que el depdsito de triglicéridos o de AGL deter-
mina esas lesiones o disfunciones. Los fibroblastos y las
células endoteliales expuestas a altas concentraciones de
dcidos grasos saturados de cadena larga disminuyen su
proliferacién celular y mueren'?. Se ha indicado que la
muerte se produce por apoptosis, y al menos esto se ha
demostrado en cardiomiocitos, células B del péancreas y
células hematopoyéticas expuestas al dcido palmitico o
estedrico, pero no a 4cidos grasos de cadena media o insa-
turados'3*133, Algunos han implicado la ceramida como
segundo mensajero de muerte celular. Este mediador se
forma por hidrélisis de la esfingomielina de las membra-
nas celulares y el TNFo lo utiliza para contribuir a la
apoptosis celular'*. Como ya se ha mencionado, la cera-
mida favorece la apertura de los poros de las mitocondria,
pero se ha considerado también otras dianas moleculares,
tales como la proteincinasa activada por ceramidas
(CAPK), la proteincinasa C{ (PKC{), la proteinfosfatasa
activada por ceramidas'¥’, la proteincinasa activada por
mitégenos (MAPK), la INK y el NF-kB!3":138,
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