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Es bien sabido que las lesiones hepáticas producidas por el
abuso de bebidas alcohólicas pueden incluirse en alguna
de las 3 categorías siguientes: a) hígado graso, b) hepatitis
alcohólica y c) cirrosis alcohólica. En el hígado graso los
hepatocitos están deformados por la presencia de una gran
vacuola grasa (esteatosis macrovacuolar), que rechaza ha-
cia la periferia celular al núcleo y las restantes organelas,
o múltiples microvesículas que permiten al núcleo conser-
var su localización 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 alcohólica existe una combinación de lesio-
nes en las que, además de la degeneración grasa, hay de-
generación hidrópica de los hepatocitos, hialina alcohólica
o cuerpos de Mallory, megamitocondrias, infiltrados infla-
matorios mixtos con predominio de los neutrófilos poli-
morfonucleares y fibrosis pericentral y pericelular. La ci-
rrosis hepática alcohólica es primariamente micronodular,
aunque secundariamente pueda evolucionar a cirrosis ma-
cromicronodular. Al igual que ocurre en las cirrosis de
otras etiologías, la cirrosis alcohólica también puede com-
plicarse con un carcinoma hepatocelular.
Estas lesiones, principalmente las correspondientes a la
hepatitis alcohólica, han sido consideradas muy indicati-
vas de abuso alcohólico. 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 razón, Tha-
ler propuso sustituir el término «hepatitis alcohólica» por
el de «hepatitis grasa» («Fettleberhepatitis»)1-3. En los
diabéticos y en los obesos se puede encontrar esteatosis
hepática en el 21-78% y cirrosis hepática en el 1,2-
13,4%4. Igualmente, en pacientes sometidos a anastomo-
sis yeyuno-ileal por obesidad mórbida, era conocida la ra-

pidez con que se puede desarrollar una cirrosis hepática o
un fallo hepático agudo5,6. En 1980, Ludwig et al7 propu-
sieron el empleo del término «esteatohepatitis no alcohó-
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 más am-
plio de lesiones que incluye, además de la EHNA, al hí-
gado graso no alcohólico, al hígado graso e inflamación y
probablemente también a un gran número de cirrosis he-
páticas criptogenéticas8,9. Para designar todo este espectro
de lesiones, se ha acuñado el término «enfermedad grasa
del hígado no alcohólica» (EGHNA). La trascendencia
pronóstica de todas estas lesiones no es homogénea. Mien-
tras que la esteatosis es una lesión estable que sólo en el
3% de los casos evoluciona a lesiones más graves, la
EHNA evoluciona a cirrosis en el 15-25% de los casos.
El diagnóstico de EHNA requiere la presencia de esteato-
sis, degeneración hidrópica de los hepatocitos e infiltra-
dos inflamatorios mixtos en los que predominen los neu-
trófilos. Además, frecuentemente, se encuentran cuerpos
hialinos de Mallory, megamitocondrias y grados variables
de fibrosis. Un elemento conceptual y diagnóstico crítico
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 varón es me-
nor de 20 g/día y en la mujer menor de 10 g/día.
La EGHNA es una lesión frecuente en la población occi-
dental y tiene tendencia a hacerse más frecuente. En la
actualidad es la tercera causa de hipertransaminasemia,
tras las infecciones virales y el abuso alcohólico. Se esti-
ma que entre el 17 y el 33% de la población general pre-
senta una EGHNA y que quizá en el 5,7-17% de esa mis-
ma población la lesión existente corresponde a la
EHNA10,11. Cuando se investiga la causa de hipertransa-
minesemia en sujetos sin marcadores de infección viral ni
abuso alcohólico, se encuentran lesiones de EGHNA en
el 26-90% de los casos. En un estudio realizado por noso-
tros hace unos 20 años, encontramos lesiones de EHNA
en el 3,38% de las biopsias hepáticas y que aproximada-
mente 1/10 esteatohepatitis halladas correspondía a una
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EHNA12,13. La EGHNA se ha detectado en asociación con
un gran número de condiciones metabólicas, quirúrgicas
y tóxicas. Sin embargo, el principal factor asociado con la
EGHNA es el síndrome metabólico, definido éste como
la asociación en un mismo individuo de, al menos, 3 de
las siguientes alteraciones: hipertensión arterial, obesidad,
diabetes, hiperglucemia y descenso de las lipoproteínas
de alta densidad (HDL). Un trastorno común a este sín-
drome es la resistencia a la insulina14-16.
Mientras que la resistencia a la insulina es decisiva en el
origen de la esteatosis hepática, el estrés oxidativo y la
disfunción de las mitocondrias son determinantes en que
el hígado 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 sín-
tesis de proteínas, glucógeno y lípidos, se facilita la entra-
da de glucosa en las células y disminuye la
gluconeogénesis y la lipólisis. Se conocen sólo parcial-
mente los mecanismos por los que se producen efectos
tan variados. Se sabe que:

1. En las células adiposas y en el músculo esquelético la
unión de la insulina a su receptor específico determina la
activación de la tirosincinasa de este receptor. Conse-
cuencia de ello es la fosforilación en tirosina/activación
del IRS-1 (receptor de sustrato insulínico 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 plasmática y facilite la entrada de glucosa
en las células. En éstas, la glucosa es utilizada como
fuente de energía o, si no es necesaria, se almacena en
forma de glucógeno. Cuando hay resistencia a la insulina,
la fosforilación 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 secreción de insulina por la célu-
las b del páncreas. 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 múltiples,
pero sin duda los ácidos grasos libres (AGL) y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) son decisivos. No se
sabe con exactitud cuáles son los mecanismos por los que
éstos determinan tal resistencia, pero probablemente in-
terviene que ambos factores determinan la fosforilación
en serina –no en tirosina– del IRS-1. La fosforilación en
serina es incompatible con la simultánea fosforilación en
tirosina. Es posible que tanto el TNFa como los AGL
produzcan esa fosforilación tras activar la JNK (cinasa
terminal Jun-N). La cascada de fenómenos que siguen a
la unión de la insulina a su receptor es más amplia que la
mencionada.
2. La activación de la PI3K que sigue a la fosforilación
del IRS-1 induce la activación de la fosfodiesterasa y, en
consecuencia, la degradación del adenosinmonofosfato
cíclico (AMPc) y su agotamiento. La ausencia de AMPc
determina que la proteincinasa A (PKA) no se active y,
en consecuencia, que tampoco lo haga la lipoproteinlipa-

sa (LPL). Es decir, no se produce la hidrólisis de los tri-
glicéridos ni la liberación 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 lipólisis y la liberación a la sangre de
AGL.
3. Además, la PI3K es un activador del SREBP (Sterol

Regulatory Element Binding Protein), un factor de trans-
cripción esencial en la activación de diversos genes im-
plicados en la lipogénesis, tanto de triglicéridos como de
colesterol17. Por ello, en ausencia de actividad insulínica,
todos estos genes están reprimidos y con ello también la
lipogénesis18.
4. Los efectos de la insulina en el hígado difieren ligera-
mente de los que ejerce en el tejido adiposo y el músculo
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 glucógeno sintetasa
(GSK) y ésta deja de inhibir a la glucógeno sintetasa.
Consecuencia de ello es que la insulina en el hígado au-
menta la síntesis de glucógeno. La resistencia a la insuli-
na da lugar en el hígado a los efectos contrarios. Dismi-
nuye la síntesis de glucógeno y aumenta su glucólisis, la
gluconeogénesis y la liberación de glucosa a la sangre.

Como ya hemos mencionado, el resultado del aumento de
la lipólisis que acompaña a la resistencia a la insulina es
la liberación a la sangre de grandes cantidades de AGL.
Si ello ocurre en la grasa abdominal, el hígado, 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 ácidos están
muy aumentadas. Estos ácidos poseen numerosos efectos
biológicos y pueden seguir diversas rutas metabólicas.
Por ejemplo, pueden ser utilizados para la síntesis de tri-
glicéridos (esteatosis) y fosfolípidos o en la gluconeogé-
nesis (hiperglucemia) o pueden ser oxidados en las mito-
condrias, en los peroxisomas o en los microsomas. Estas
últimas oxidaciones tienen gran trascendencia, ya que
pueden ser origen del estrés oxidativo celular. La betaoxi-
dación en las mitocondrias puede conducir a la formación
de especies reactivas de oxígeno (ROS), principalmente
anión superóxido (O2

–), durante la fosforilación oxidativa.
La betaoxidación en los peroxisomas conduce a la forma-
ción de peróxido de hidrógeno, mientras que la oxidación
en los microsomas, con la participación de los citocromos
P450, determina la formación de O2

– y ácidos dicarboxíli-
cos. Además, los AGL participan en la inducción de la
muerte celular, tanto por necrosis como por apoptosis.
Si la resistencia a la insulina es fundamental en la patoge-
nia del hígado graso, el estrés oxidativo probablemente
sea definitivo en su evolución a EHNA y lesiones más
avanzadas de la EGHNA. Se ha postulado que la EHNA
sería la consecuencia de dos agresiones. La primera sería
el hígado graso; la segunda, el estrés oxidativo19,20. El es-
trés oxidativo puede determinar la peroxidación lipídica,
la degeneración y la necrosis de las células, la muerte de
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éstas por apoptosis, la formación de aldehídos reactivos,
tales como el malonildialdehído (MDA) y el 4-hidroxino-
nenal (4-HNE), la expresión de citocinas proinflamato-
rias, la activación de las células estrelladas del hígado y la
fibrogénesis19-21.
Las mitocondrias y su disfunción participan de forma de-
cisiva tanto en la génesis del hígado graso como en el ori-
gen del estrés oxidativo, ya que están implicadas tanto en
la betaoxidación de los ácidos grasos como en la genera-
ción de las ROS22-26. En los pacientes con EHNA se ha
descrito que las mitocondrias son grandes, están hincha-
das, presentan escasez de crestas y, frecuentemente, in-
clusiones paracristalinas27,28. Estos mismos cambios se
han encontrado en diversas miopatías mitocondriales aso-
ciadas a alteraciones en la cadena respiratoria mitocon-
drial (CRM)29. Además, la generación de [13C]CO2 a par-
tir de la 13C-metionina y la resíntesis de ATP tras una
sobrecarga de fructosa están marcadamente disminuidas
en los pacientes con esteatosis hepática30,31. Ambos defec-
tos indican que la función de las mitocondrias, además de
su morfología, está alterada en los pacientes con EHNA.
Las mitocondrias representan el lugar principal de la be-
taoxidación de los AGL. En este proceso se pueden dife-
renciar diferentes pasos32,33:

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
ácidos grasos de cadena larga se unan previamente a la
carnitina. Una vez que el ácido graso se encuentra en la
matriz mitocondrial, se libera la carnitina y ésta regresa al
citoplasma. Una ausencia de carnitina34-36, una deficiencia
de CPT-I37 o un defecto en la traslocasa pueden determi-
nar que se altere el paso de los ácidos grasos a las mito-
condrias y su posterior betaoxidación. Ello puede contri-
buir a que los ácidos 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 cuantías intrahepáticas
de carnitina libre y total eran normales38, lo cual coincidía
con lo hallado por otros en obesos y en alcohólicos con
hígado graso39,40. Igualmente la medición de la actividad
de la CPT-I en el hígado de los pacientes con EHNA
mostró que era normal38, 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 oxidación mitocon-
drial de los ácidos grasos consiste en una serie de sucesi-
vas betaoxidaciones que conducen a la formación de ace-
til-CoA, de ácidos grasos cortos-CoA y a la conversión
del NAD+ en NADH. Hay pocos estudios en los que se
haya medido la betaoxidación de los ácidos en la EGH-
NA. Utilizando métodos indirectos, se ha deducido que la
betaoxidación de los ácidos grasos está aumentada en los
pacientes con EHNA28,41. Nosotros, en ratones ob/ob, con
lesiones de EGHNA y EHNA, hallamos que la betaoxida-
ción mitocondrial (ácido palmítico) y peroxisomal (ácido
lignocérico) estaba significativamente aumentada42. Esto
coincidía con lo hallado en el mismo tipo de ratones por

Li et al43. Se ha atribuido este aumento de la betaoxida-
ción a la resistencia a la insulina y, en consecuencia, al
aumento de la lipólisis y la mayor llegada de AGL al hí-
gado17,28.
3. El NADH formado durante la betaoxidación se reoxida
a NAD+ durante el proceso conocido como fosforilación
oxidativa, que concluye en la formación de ATP. Ésta es
la única fuente de energía aprovechable por las células.
En esta fosforilación interviene una serie de complejos
enzimáticos 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 FADH2 pasan de un complejo a otro de esta
cadena hasta que finalmente se combinan con el oxígeno
y los protones para formar agua. Este proceso se acopla
con otro simultáneo, por el que los protones de la matriz
mitocondrial son enviados al espacio intermembranoso de
las mitocondrias y se genera un gradiente electroquímico
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 conversión del ADP en
ATP y, con ello, que la energía electroquímica acumulada
en el espacio intermembrana se emplee en la formación
de una energía utilizable por las células44. Normalmente,
durante este proceso de fosforilación oxidativa, pueden
escaparse algunos electrones que, tras unirse al oxígeno
de la matriz mitocondrial, dan lugar a la formación de las
ROS, principalmente de O2

–45,46. Un trastorno en la fosfo-
rilación oxidativa como consecuencia de una baja activi-
dad de la CRM determinaría no sólo que se forme menos
ATP, sino que la cuantía de electrones que se escapan del
sistema sea mayor y aumente la formación de ROS47.
Esta formación de ROS estaría potenciada en caso, como
ocurre en la EHNA, de que la llegada de AGL al hígado y
la betaoxidación estén aumentadas.
La información existente sobre la función de la fosforila-
ción oxidativa y de la CRM en los pacientes con NASH
es muy limitada. Cadwell et al27 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 al28 no encontraron defectos en la ex-
presión de las enzimas de esta cadena cuando lo estudia-
ron en el músculo de un paciente con EHNA. Nosotros
hemos estudiado directamente la actividad de todos los
complejos enzimáticos de la CRM en el hígado de los pa-
cientes con EHNA38. 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 al48, quienes comunicaron que la acti-
vidad de la citocromo c oxidasa estaba disminuida. La
causa de estos defectos enzimáticos quedó sin explicar;
sin embargo, nosotros observamos que la actividad de
esos complejos se correlacionaba, de forma inversa, con
las tasas de TNFa en sangre, el índice de masa corporal y
el índice HOMA de resistencia a la insulina.
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Con el fin de estudiar los factores que pudieran determi-
nar la hipofunción de la CRM y de la fosforilación 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. Histológicamente, el hígado de los animales
estudiados por nosotros presenta esteatosis en el 42% de
los hepatocitos, degeneración hidrópica, hialina de Ma-
llory e infiltrados inflamatorios. Es decir, se trata de ani-
males que reproducen muchas de las características de los
enfermos con EGHNA. El estudio de la actividad de los
complejos enzimáticos de la CRM nos mostró 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 sanos42. Por ello, parece que se trata de un buen
modelo experimental para poder investigar la posible
etiopatogenia de la disfunción mitocondrial que hemos
encontrado en los pacientes con EHNA.
La disfunción de la CRM hallada en estos ratones permite
suponer que el escape de electrones de esta cadena y la
formación de ROS deben de estar aumentados en estos
ratones49. En efecto, la determinación de las sustancias re-
activas con el ácido tiobarbitúrico (TBARS), un marcador
de estrés oxidativo, nos mostró 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 hígado de los pacientes con EHNA está
sometido a estrés oxidativo28,43,50-52.
Los mecanismos que pudieran estar implicados en la dis-
función 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 peroxidación de los
lípidos celulares, son capaces de inhibir la actividad de la
citocromo c oxidasa (complejo IV de la CRM) tras for-
mar con los péptidos de este complejo diversos conjuga-
dos53. Además, los ROS pueden lesionar el ADN mito-
condrial (ADNmt)54-56 y las enzimas mitocondriales
dotadas del núcleo hierro-sulfuro57 y, tras ello, determinar
la hipofunción de la CRM58. Tales lesiones en el ADNmt,
de difícil reparación en las mitocondrias, deben de reper-
cutir en la expresión 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 al48 demostraron que en los pacientes con
EHNA existe una depleción del ADNmt. El estrés oxida-
tivo en las células es capaz de iniciar una serie de círculos
viciosos que contribuyen a aumentar el daño al ADNmt y
producir un mayor trastorno mitocondrial59.
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 disfunción mitocondrial. En efecto, el trata-
miento de estos animales durante 3 meses con N-acetil-
cisteína por vía peritoneal disminuyó de forma muy mar-
cada la concentración de TBARS en el hígado, pero no

logró mejorar la actividad de los complejos de la CRM ni
revertir las lesiones histológicas del hígado42. 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 están 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 actúe preferentemente en
las mitocondrias, por ejemplo, los análogos de la Mn-su-
peróxido dismutasa.
Otro factor importante que se debe considerar en la pato-
genia de la disfunción mitocondrial es el TNFa. Conta-
mos con numerosas evidencias que abogan por la partici-
pación de esta citocina en la patogenia de la EHNA60,61.
En los pacientes con EHNA se ha comprobado que exis-
ten tasas elevadas de TNFa en sangre38,62,63 y nosotros en-
contramos que el descenso de la actividad de la CRM se
correlacionaba con los ascensos del TNFa en sangre38.
En un estudio previo pudimos demostrar que el trata-
miento de las células con TNFa produce un aumento de
los ROS, un descenso del ARN mensajero de algunos
componentes de la ATPasa y una reducción de la cuantía
de los péptidos que componen la ATPasa y la citocromo c
oxidasa64. En los ratones ob/ob, pudimos comprobar que
las concentraciones del TNFa en el tejido hepático eran
unas 20 veces más altas que las encontradas en los rato-
nes normales42. El origen de este TNFa probablemente no
sea único, ya que tanto el tejido adiposo como los adipoci-
tos y las células de Kupffer pueden producir TNFa65-67. El
tejido adiposo abdominal pudiera ser una fuente impor-
tante de TNFa, cuyo paso por el hígado es obligado.
Además, los mismos AGL liberados durante la lipólisis
de la grasa abdominal pueden inducir la expresión del
TNFa tanto en el tejido adiposo68 como en los hepatoci-
tos69.
En un estudio previo, pudimos demostrar que la exposi-
ción de las células al TNFa determina, además de la
muerte por apoptosis, importantes cambios morfológicos
y funcionales en las mitocondrias70. Tras 8 h de incuba-
ción de las células con el TNFa, las mitocondrias se hin-
chaban, se redondeaban, perdían las crestas, la matriz se
aclaraba y se rompía la membrana mitocondrial externa.
Otros autores han encontrado cambios mitocondriales si-
milares. Además, nuestro estudio reveló que el TNFa
puede interferir con el flujo de electrones de los comple-
jos I y III de la CRM70,71. Esta citocina determina que los
electrones queden retenidos en el citocromo b y que éste
pueda ceder al oxígeno los electrones retenidos y que se
empleen en formar ROS70. En realidad, muchos de los
trastornos existentes en la EHNA se podrían justificar por
los efectos biológicos del TNFa, ya que éste no sólo pro-
duce la disfunción de la CRM, sino que además aumenta
la resistencia de las células a la insulina, induce la expre-
sión genética de diversas citocinas proinflamatorias y en-
zimas, entre otras, de la óxido nítrico sintetasa inducible
(iNOS) e induce la muerte celular por apoptosis o necro-
sis, entre otras.
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El posible papel patogénico del TNFa en la EHNA y en
la disfunción de la mitocondrias se sustenta en los resulta-
dos obtenidos en ratones ob/ob tratados durante 3 meses
con anti-TNFa (infliximab) por vía peritoneal. A pesar de
que este tratamiento no fue suficiente para normalizar
completamente las tasas de TNFa en el tejido hepático, sí
lo fue para que la actividad de los complejos I, II, III y V
se normalizara o mejorara de forma llamativa42. Además,
este tratamiento redujo los lipoperóxidos en el tejido he-
pático, disminuyó la actividad de la betaoxidación y nor-
malizó casi totalmente la histología hepática. La esteato-
sis hepática había desaparecido completamente, no había
infiltrados inflamatorios ni se reconocían cambios hidró-
picos en los hepatocitos. El efecto apreciado por nosotros
en la betaoxidación ha sido también observado por Li et
al43 y se puede atribuir a los efectos del TNFa en la sensi-
bilidad a la insulina72,73, el estrés oxidativo73 y la esteroil-
CoA desaturasa43, una enzima que participa en la síntesis
de los ácidos grasos74.
La simultánea mejoría de la disfunción mitocondrial y de
las lesiones histológicas tras el tratamiento con los anti-
TNFa permite apoyar que el TNFa participa en la pato-
genia de ambos trastornos y que los defectos mitocon-
driales pudieran participar en la génesis de las lesiones.
Entre sus múltiples efectos biológicos, el TNFa induce la
expresión de la iNOS. Esta enzima cataliza la oxidación
de la L-arginina en presencia de oxígeno para formar óxi-
do nítrico (NO). El hígado normal sólo expresa la NOS
endotelial. Sin embargo, en determinadas circunstancias,
por ejemplo, bajo el efecto del TNFa, la expresión en el
hígado de la iNOS aumenta de forma muy llamativa y el
hígado genera grandes cantidades de NO75. Este efecto
del TNFa está mediado por el factor de transcripción NF-
kB76, cuya actividad está muy aumentada en los ratones
ob/ob43. En nuestro estudio pudimos comprobar que en el
hígado de estos ratones, además de un gran aumento del
TNFa, también había una marcada inducción de la iNOS
mitocondrial. Sin duda, esa inducción enzimática depen-
de del TNFa, ya que en los ratones obesos tratados con
anti-TNFa se redujo su expresión de forma muy llamati-
va y se aproximó a los valores de control.
Estos hallazgos pueden tener implicaciones en la patoge-
nia, ya que el NO y otras sustancias reactivas derivadas
del nitrógeno pueden alterar la función de las mitocon-
drias y de la CRM77. En efecto, el NO reacciona con la ci-
tocromo c oxidasa (complejo IV) y bloquea el paso de
electrones y su fijación al oxígeno78. Por otro lado, el pe-
roxinitrito (ONOO), un producto derivado de la reacción
del NO con el O2

–, es un inhibidor de la actividad de dife-
rentes proteínas, incluidos algunos componentes de la
CRM77,79. Estudios in vitro han mostrado que el peroxini-
trito puede inactivar los complejos I, II, V y el citocromo
c79-81 y, en algunas circunstancias, también el complejo
III82. Los mecanismos por los que el peroxinitrito ejerce
esos efectos son variados e incluyen su capacidad oxidati-
va83, de lesionar el ADN84 y nitrar los residuos de tirosina
de las proteínas y generar proteínas 3-tironitrosadas85. Se
considera que la presencia de proteínas 3-tironitrosadas
en los tejidos es un marcador de agresión tisular por el ra-

dical peroxinitrito86. Por ello, nosotros buscamos la pre-
sencia de tales proteínas en el hígado de los ratones ob/
ob.
Mediante estudios de inmunofluorescencia en los que los
cortes histológicos del hígado fueron tratados con anti-
cuerpos específicos frente a proteínas nitrosadas en 3-ti-
rosina, pudimos comprobar que las proteínas del hígado
de los ratones ob/ob se encuentran intensamente 3-tironi-
trosadas en relación con lo que ocurría en el hígado de los
ratones controles. Estos hallazgos indican que las proteí-
nas del hígado de los ratones obesos han sufrido la agre-
sión del radical peroxinitrito o algunos de sus derivados.
Tras aislar las proteínas de las mitocondrias del tejido he-
pático, pudimos comprobar que las proteínas mitocon-
driales se encontraban nitrosadas y, en consecuencia, que
habían sufrido la agresión del radical peroxinitrilo. Cuan-
do inmunoprecipitamos las proteínas de las mitocondrias
con anti-3-nitrotirosina y las proteínas 3-tironitrosadas
fueron identificadas con anticuerpos específicos frente a
determinadas proteínas de la CRM, pudimos comprobar
que, al menos, el citocromo c y la proteína ND4, un com-
ponente del complejo I, se encontraban 3-tironitrosadas.
Considerando que la nitración de esas enzimas se ha aso-
ciado con descensos de su actividad catalítica87, existe la
posibilidad de que la nitración de las proteínas de la CRM
fuera la causa de su baja actividad enzimática y de las le-
siones halladas en el hígado de los ratones obesos. Con el
fin de valorar el papel del peroxinitrito y sus derivados
reactivos88 en la patogenia de estos defectos, tratamos a
ratones ob/ob, durante 3 meses, con ácido úrico adminis-
trado por vía intraperitoneal. Este ácido reacciona rápida-
mente con el peroxinitrito y da lugar a la formación de
uratos nitrogenados inactivos88,89. Por ello, se considera al
ácido úrico un limpiador natural de peroxinitrito88,90 y
otros derivados reactivos del peroxinitrito88,89. Se ha de-
mostrado que el tratamiento de ratones con ácido úrico
reduce la formación de proteínas 3-tironitrosadas88,89 y
previene la evolución de las lesiones neurológicas en un
modelo experimental de esclerosis múltiple86,91. Los efec-
tos del tratamiento con el ácido úrico en los ratones ob/ob
fueron muy llamativos, ya que logró la normalización de
la actividad de los complejos I y V de la CRM y la mar-
cada mejoría de los complejos II y III. Además, logró re-
ducir la tasa de lipoperóxidos en el hígado y de proteínas
3-tironitrosadas en los cortes histológicos del hígado. El
estudio de las proteínas mitocondriales y las fracciones
correspondientes al citocromo c y el péptido ND4 nos de-
mostró que este tratamiento ocasionaba una marcada re-
ducción de esas proteínas 3-tironitrosadas. Por último,
este tratamiento logró la regresión de las lesiones hepáti-
cas y consiguió que la estructura del hígado recuperara su
aspecto normal. Los efectos en la CRM observados con el
ácido úrico apoyan el concepto de que el peroxinitrito
está implicado en la patogenia de la disfunción de esa ca-
dena y de las lesiones hepáticas.
Los resultados de nuestros estudios nos llevan a proponer
que el TNFa del hígado, probablemente procedente del
tejido adiposo abdominal o de la estimulación de su ex-
presión en los hepatocitos por los AGL, da lugar a la in-
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ducción de la iNOS y, en consecuencia, a una mayor for-
mación de NO. Este radical, en presencia de O2

–, origina
la formación del radical peroxinitrito, que se uniría a las
proteínas de la CRM y determinaría la reducción de su
actividad funcional.
El descenso de la actividad enzimática de la CRM, ade-
más de disminuir la fosforilación oxidativa y la genera-
ción de ATP, condiciona que aumente el número de elec-
trones que se escapan de este sistema, que se unan al
oxígeno y que den lugar a la formación de ROS. La cuan-
tía de estos sería particularmente alta en las situaciones en
que la llegada de AGL al hígado para su oxidación mito-
condrial –como ocurre en la EHNA– esté elevada. Los
elevadas cantidades de lipoperóxidos hallados en el híga-
do de estos ratones obesos tendría ese origen.
Los ROS pueden inducir la peroxidación de los lípidos,
en especial de los ácidos grasos insaturados de las mem-
branas celulares. Las consecuencias de esta agresión son
variadas. Por un lado, repercute en las propiedades fisico-
químicas de las membranas y ello, en la actividad de las
enzimas y los receptores situados en ellas, la expresión de
antígenos, las interacciones intercelulares92-94 y la perme-
abilidad de la membrana. Consecuencia de esto último
puede ser que se produzcan cambios que comprometen la
viabilidad de las células (paso de calcio a las células)95 y
determinan su muerte por necrosis. Los aldehídos reacti-
vos derivados de la peroxidación de los lípidos, tales
como el MDA y el 4-HNE, pueden participar en la fibro-
génesis hepática. En efecto, Chojkier et al96 mostraron
que el MDA aumentaba de forma muy significativa la ex-
presión del ARN mensajero (ARNm) del colágeno a1(I)
en cultivos de fibroblastos humanos. Maher et al97,98 en-
contraron que la síntesis de colágeno se duplicaba cuando
los fibroblastos eran cultivados con MDA. Hallazgos
compatibles con los anteriores fueron comunicados por
otros investigadores99-102. Aunque los mecanismos de este
efecto no son únicos, es muy probable que intervengan
los conjugados que estos aldehídos reactivos forman con
los aminoácidos o radicales sulfidrilos de las proteínas103.
La formación de estos conjugados se ha demostrado en
modelos animales en los que se induce la peroxidación li-
pídica y en diversas circunstancias clínicas en las que hay
fibrogénesis activa102,104-108. Por otro lado, los tratamientos
antioxidantes disminuyen la formación de esos conjuga-
dos y previenen la fibrogénesis102,107,109. En un estudio
previo nosotros encontramos evidencias de que los conju-
gados de los aldehídos participan en el aumento de la ex-
presión genética del colágeno21, ya que el tratamiento de
las células con p-hidroximercuribenzoato (pHMB) o con
piridoxal-5´-fosfato (P5P) abolía tanto los efectos del
MDA como los de una combinación oxidante (cloruro fe-
rroso, ácido ascórbico, ácido cítrico) en la expresión ge-
nética del colágeno. En estos estudios, pudimos determi-
nar que esos aldehídos ejercen esos efectos a través de
unos elementos localizados entre las secuencias -116 y -
110 pb del promotor del colágeno a1(I) y que los factores
de transcripción Sp1 y Sp3 intervienen como mediadores
de ese estímulo. Estos factores reconocen las secuencias
ricas en G+C111 y actúan como factores que estimulan la

expresión de una amplia variedad de genes, incluido el
del colágeno a1(I)111-115.
Además, el estrés oxidativo, a través de los factores trans-
cripcionales NF-kB y c-Myb, induce la activación de las
células estrelladas del hígado (CEH) y contribuye a indu-
cir la fibrogénesis hepática. En las CEH activadas se pue-
de comprobar que la actividad de NF-kB está aumentada
y que el heterodímero p50/p65 se encuentra en el núcleo.
Igualmente, el estrés oxidativo puede inducir la expresión
genética del factor c-Myb y su unión al ADN116. Este fac-
tor de transcripción puede participar en la expresión de la
actina del músculo liso y en la contractilidad, la diferen-
ciación y la proliferación de las CEH116. 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 proliferación y por favorecer la expre-
sión de los genes de la matriz extracelular.
Mediante la activación del NF-kB, que produce el estrés
oxidativo, se pueden justificar otros fenómenos que se en-
cuentran el la EHNA, ya que induce la expresión de nu-
merosos genes proinflamatorios, como el TNFa, el
ICAM-1117, la MCP-1118, la IL-6, la MIP-2119 y CINC (cy-

tokine-induced neutrophil chemoattractant)120. En este
punto, los efectos del estrés oxidativo se superponen con
los que origina el TNFa, ya que éste también activa el
NF-kB, se comporta como proinflamatorio y puede ser
uno de los orígenes de los infiltrados que se hallan en el
hígado de los enfermos con EHNA. Nuestros estudios42,
al igual que los de Li et al43, demuestran que el tratamien-
to de los ratones obesos con anti-TNFa hace que remitan
o desaparezcan los infiltrados del hígado.
Algunas otras de las lesiones que se encuentran en la
EHNA también pueden producirse por el estrés oxidativo
y que los aldehídos reactivos derivados de él las medien.
En efecto, estos aldehídos pueden generar el entrecruza-
miento y la fusión de la citoqueratina y dar lugar a la for-
mación de hialina de Mallory; se unen a proteínas de la
superficie de los hepatocitos y pueden iniciar una res-
puesta inmunitaria. Por este último mecanismo también
podría producirse la respuesta inflamatoria que se en-
cuentra en los pacientes con EHNA. De hecho, en estos
pacientes se ha demostrado tal tipo de respuesta121.
En la EHNA, la muerte celular se produce no sólo por ne-
crosis, sino por apoptosis122. Son varios las vías 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 expresión de los ligandos Fas en la su-
perficie de los hepatocitos y de esta manera pueden ini-
ciar la muerte por apoptosis122. La interacción del ligando
Fas con el receptor Fas determina la activación de la pro-
caspasa 8, el factor Bid123 y la permeabilización de la
membrana mitocondrial por este último. Además, Bid
modifica la conformación de Bax (Bcl-2-associated X

protein) y favorece la formación de canales en la mem-
brana de las mitocondrias que permiten la salida del cito-
cromo c124 y produce la apoptosis de las células tras acti-
var la procaspasa 9 y la caspasa 3125.
El estrés oxidativo, mediante la activación de NF-kB,
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puede inducir la formación del TNFa y éste puede oca-
sionar la apoptosis de los hepatocitos126,127. En realidad,
esta citocina puede determinar la apoptosis o necrosis de
las células dependiendo de la situación energética de és-
tas, ya que la muerte por apoptosis es un proceso activo
en el que se consume gran cantidad de energía128. La vía
intracelular por el que el TNFa produce la apoptosis ce-
lular coincide en gran parte con la descrita para el sistema
ligando Fas/Fas. Además, tras la unión del TNFa a su re-
ceptor, se produce la activación de la esfingomielinasa, la
cual genera ceramida a partir de la esfingomielina de las
membranas celulares127. La ceramida causa la apoptosis
celular por diversas vías, entre otras, actuando directa-
mente en los poros de la membrana mitocondrial129. Ade-
más, en estudios previos de nuestro laboratorio64, demos-
tramos que, al menos en parte, la citotoxicidad del TNFa
estaba mediada por ROS.
Para finalizar, los AGL pueden ser importantes en la
muerte celular. Hay pruebas que indican que la acumula-
ción de ácidos grasos en células no adiposas se asocia con
disfunción y muerte celular. Se trata de un fenómeno que
se conoce con el nombre de lipotoxicidad. Esta toxicidad
puede contribuir a la patogenia de diversas enfermedades.
Por ejemplo, el depósito de ácidos grasos de cadena larga
en las células b del páncreas o en los cardiomiocitos de
ratas diabéticas determina la muerte de esas células130,131.
En los diabéticos se ha encontrado que la gravedad de la
cardiomiopatía se relaciona con el grado de depósito de
triglicéridos en el miocardio132. No se conoce el mecanis-
mo por el que el depósito de triglicéridos o de AGL deter-
mina esas lesiones o disfunciones. Los fibroblastos y las
células endoteliales expuestas a altas concentraciones de
ácidos grasos saturados de cadena larga disminuyen su
proliferación celular y mueren133. Se ha indicado que la
muerte se produce por apoptosis, y al menos esto se ha
demostrado en cardiomiocitos, células b del páncreas y
células hematopoyéticas expuestas al ácido palmítico o
esteárico, pero no a ácidos grasos de cadena media o insa-
turados134,135. Algunos han implicado la ceramida como
segundo mensajero de muerte celular. Este mediador se
forma por hidrólisis de la esfingomielina de las membra-
nas celulares y el TNFa lo utiliza para contribuir a la
apoptosis celular136. 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 Cz (PKCz), la proteinfosfatasa
activada por ceramidas137, la proteincinasa activada por
mitógenos (MAPK), la JNK y el NF-kB137,138.
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