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PALABRAS CLAVE Resumen La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) se ha convertido en el tras-
Lipasas metabdlicas; torno hepatico mas comdn en los paises desarrollados, que abarca condiciones patologicas
Lipotoxicidad; que van desde la esteatosis simple a la esteatohepatitis no alcohdlica, cirrosis y hepatocar-
Enfermedad del cinoma. A menudo la patogenia de la EHGNA ha sido interpretada por la hipotesis del «doble
higado graso no impacto», donde tras la acumulacion de lipidos hepaticos tendria lugar la aparicion de mediado-
alcoholica res proinflamatorios que inducirian inflamacion, lesion hepatocelular y fibrosis. Actualmente, el

modelo propuesto sugiere que la constante exposicion de los hepatocitos a acidos grasos libres
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y sus metabolitos, agentes potencialmente lipotoxicos, estarian contribuyendo al desarrollo de
EHGNA y resistencia hepatica a la insulina; sugiriendo asi un papel primordial para las lipasas
metabdlicas intracelulares en este proceso.

© 2015 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

Role of metabolic lipases and lipotoxicity in the development of non-alcoholic
steatosis and non-alcoholic steatohepatitis

Abstract Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has become the most common liver disease
in developed countries, covering a spectrum of pathological conditions ranging from single stea-
tosis to non-alcoholic steatohepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Its pathogenesis
has been often interpreted by the ‘‘double-hit’’ hypothesis, where the lipid accumulation in
the liver is followed by proinflammatory mediators inducing inflammation, hepatocellular injury
and fibrosis. Nowadays, a more complex model suggests that free fatty acids and their meta-
bolites could be the true lipotoxic agents that contribute to the development of NAFLD and
hepatic insulin resistance, suggesting a central role for metabolic lipases in that process.

© 2015 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccion

La enfermedad del higado graso no alcoholica (EHGNA)
se ha convertido en el trastorno hepatico mas comun en
los paises desarrollados, afectando aproximadamente a un
30% de adultos y a un 10% de nifos"?. Esta enfermedad
abarca un espectro anatomopatoldgico de condiciones que
van desde la simple acumulacion de triglicéridos (TG) hepa-
ticos (esteatosis simple) a la esteatosis con inflamacion
(esteatohepatitis), cirrosis e incluso hepatocarcinoma?3.
Aproximadamente el 20% de los pacientes con esteatohepa-
titis progresan hacia cirrosis e insuficiencia hepatica*>. De
hecho, la esteatohepatitis asociada a cirrosis es actualmente
la tercera causa mas frecuente de trasplante hepatico en los
Estados Unidos®.

La EGHNA es considerada como la manifestacion hepatica
del sindrome metabdlico (SM) y se encuentra fuertemente
asociada a la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la obesidad.
Tanto la obesidad como la DM2 son consecuencias del estilo
de vida moderno, que se caracteriza por el aumento de la
ingesta de acidos grasos (AG) saturados, trans-insaturados y
fructosa en la dieta, asi como el sedentarismo’.

Aunque los mecanismos implicados en la patogénesis y
progresion de la EHGNA no son del todo conocidos?®, la resis-
tencia a la insulina (Rl) en el musculo, tejido adiposo y en
el higado parece desempenar un papel central®®. El dete-
rioro en la sefalizacion de la insulina en el tejido adiposo
provoca un aumento de la lipdlisis, generando asi un flujo
de AG hacia el higado que promueven la Rl hepatica, con
el consiguiente aumento de la lipogénesis de novo y acumu-
lacion de TG en este 6rgano'®'". Aproximadamente el 60%
de los AG que participan en el cimulo de TG hepaticos en
la EHGNA proceden de la lipdlisis del tejido adiposo, el 15%
directamente de la dieta (ingesta excesiva de grasa e hidra-
tos de carbono) y el 25% restante proceden del incremento

de la ratio de la lipogénesis de novo controlada por factores
de transcripcion como SREBP1c (proteina de union al ele-
mento regulador de esterol), ChREBP (proteina de union al
elemento de respuesta a hidratos de carbono), LxRa (recep-
tor X hepatico) y PPARy (receptor gamma activado por el
factor proliferador de perixosomas). Muchos son los estudios
que han demostrado el incremento de la expresion hepatica
de genes involucrados en la lipogénesis de novo en pacientes
con EHGNA'?-', En este sentido, nuestro grupo, al estu-
diar la expresion de genes involucrados en el metabolismo
lipidico hepatico en mujeres obesas morbidas con EGHNA,
observo que la expresion hepatica de FAS (sintasa de aci-
dos grasos), importante enzima lipogénica bajo el control
de LxRa'’, estaba significativamente aumentada en muje-
res con esteatosis/esteatohepatitis no alcohélica, respecto
a aquellas con histologia hepatica normal'®.

Recientemente se ha observado que la constante
exposicion de los hepatocitos a metabolitos lipidicos poten-
cialmente toxicos, tales como AG, acido fosfatidico, acido
lisofosfatidico, ceramidas y diacilgliceroles (DAG), pue-
den dar lugar a efectos «lipotéxicos»®, caracterizados por
estrés en el reticulo endoplasmico, inflamacién, apop-
tosis, necrosis, ballooning y formacion de cuerpos de
Mallory-Denk, caracteristicas histopatologicas propias de la
esteatohepatitis'®. Estas observaciones refuerzan la hipote-
sis de que los metabolitos derivados de los TG serian los
verdaderos agentes toxicos?®?', y que la hidrélisis de los TG
hepaticos a través de lipasas metabdlicas estarian contribu-
yendo al desarrollo de la EHGNA'.

Dado que actualmente no existen terapias efectivas para
la EHGNA, a excepcion de la pérdida de peso, los esfuerzos
en la investigacion actual se centran en la comprension
de la patogenia de esta enfermedad, con la finalidad de
identificar nuevas dianas terapéuticas. En este sentido,
esta revision pretende actualizar los conocimientos sobre
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la contribucion de las lipasas metabdlicas hepaticas y
mediadores lipotoxicos en el desarrollo de la esteatosis
y esteatohepatitis no alcohdlica.

Rol de las lipasas metabdlicas
en la patogénesis y progresion de la
enfermedad del higado graso no alcohélico

Debido a que la EHGNA se caracteriza principalmente por
la acumulacién hepatica de lipidos??, las lipasas metabdli-
cas se han involucrado en la patogénesis y progresion de la
enfermedad y se encuentran actualmente en el centro de
interés.

Los AG liberados del tejido adiposo son transportados
hacia el higado y captados mediante transportadores celu-
lares especificos como clister de diferenciacion 36 (CD36)
y proteina transportadora de acidos grasos (FATP) o por
difusién pasiva?®. Una vez dentro de los hepatocitos son este-
rificados y almacenados en forma de TG. Estudios en ratones
modificados genéticamente que sobreexpresan diacilglicerol
aciltransferasa 2 en el higado, enzima que cataliza el Gltimo
paso en la formacion de TG, han objetivado un aumento de
la acumulacion hepatica de TG sin inflamacion o Rl hepatica.
Sin embargo, la silenciacion de la expresion de diacilglicerol
aciltransferasa 2 previene el cimulo hepatico de TG, pero
causa dafio lipotoxico debido al exceso de AG libres'. Estos
hallazgos sugieren que los TG podrian estar protegiendo
contra la lesion hepatica mediada por lipidos. Sin embargo,
las propiedades antilipotdxicas de los TG se ven limitadas
debido a que las lipasas metabdlicas pueden actuar sobre
ellos liberando AG libres, generando asi una nueva fuente
de intermediarios lipotoxicos'®.

Diacilgliceroles, resistencia a la insulina hepatica y
enfermedad del higado graso no alcohélico

La accion de la insulina en las células hepaticas requiere
un conjunto de sefales intracelulares coordinadas, que se
basan sobre todo en procesos de fosforilacion y desfos-
forilacion. Durante este proceso, la insulina se une a su
receptor y activa la via de la PI(3)K y Akt2, suprimiendo
la produccion hepatica de la glucosa mediante 2 mecanis-
mos principales: primero, la disminucion de la expresion de
las enzimas gluconeogénicas mediante la fosforilacion y la
exclusion nuclear del factor de transcripcion FOXO1, y en
segundo lugar, el aumento de la actividad glucogeno sintasa
(GS), mediante la fosforilacion e inactivacion de la cinasa
glucdgeno sintasa 3 (GSK3)24-%¢ (fig. 1A).

El desarrollo de la EHGNA se encuentra fuertemente
asociado a la resistencia a la insulina hepatica. Esta relacion
ha sido demostrada en ratas sometidas a una dieta rica en
grasa durante 3 dias, las cuales desarrollaron esteatosis y Rl
hepatica, sin cambios en el peso corporal, adiposidad o RI
en el masculo esquelético?’ . Curiosamente, en el higado de
estos animales se observo un aumento de DAG. La conexion
entre la acumulacion de DAG y RI hepatica podria atribuirse
a la activacion de la proteina quinasa Ce (PKCe), altamente
expresada en el higado. Estos cambios se han asociado con
reducciones en la fosforilacion del receptor de la insulina
y en la actividad Akt2. Por lo tanto, en este modelo, la

actividad de la insulina para inducir la sintesis de glucdgeno
e inhibir la gluconeogénesis se ve disminuida debido a
la activacion de PKCe mediada por DAG, promoviendo la
union de PKCe en el dominio intracelular del receptor de la
insulina (fig. 1B).

PKCe es un miembro de la familia PKC, compuesta por 3
grupos diferentes: convencional («, Bl, Bll, y vy), novel (3,
g, m, ¥y 0) y atipico (£ y N\)?.. PKCe es una isoforma novel
con una afinidad mucho mayor por el DAG que las isofor-
mas PKC convencionales?. El papel especifico de PKCe en
la Rl hepatica fue examinado en un estudio en el que se
utilizaron oligonucleotidos antisentido (OAS), que actian
preferentemente en el higado y el tejido adiposo®. Samuel
et al. demostraron en ratas que la disminucion de la expre-
sion hepatica de PKCe mediante OAS especificos las protegia
del desarrollo de RI hepatica inducida por lipidos, a pesar
del aumento en el contenido de lipidos hepaticos®'. Estos
resultados fueron replicados en ratones knockout para el
gen PKCe, donde también se observo una proteccion frente
al desarrollo de Rl hepatica inducida por una dieta rica en
grasa®’. Posteriormente, la interaccion entre DAG, la acti-
vacion de PKCe y la RI hepatica ha sido demostrada en
numerosos modelos de EHGNA asociada a resistencia hepa-
tica a la insulina®-#,

Estos modelos para la resistencia hepatica a la insulina
inducida por lipidos han sido translacionados a humanos.
Kumashiro et al. evaluaron los posibles mecanismos implica-
dos en la RI hepatica en un grupo de pacientes con obesidad
morbida y EHGNA. En este caso, el contenido de DAG hepa-
tico y la activacion de PKCe fueron los predictores mas fuer-
tes de Rl hepatica®. En cambio, no encontraron asociacion
entre la sensibilidad a la insulina y otros factores implicados
en el desarrollo de RI hepatica, tales como ceramidas, mar-
cadores de estrés del reticulo endoplasmico o concentra-
ciones de citoquinas inflamatorias. Estos resultados fueron
replicados en otro estudio en el que se demostro también el
contenido de DAG hepatico como el mejor predictor de la Rl
hepatica en humanos obesos, mientras que no hubo asocia-
cién con el contenido de ceramidas o marcadores de inflama-
cion hepaticos*. De hecho, se ha sugerido que la inflamacion
hepatica es una consecuencia, y no una causa, de la resisten-
cia alainsulina. Por lo tanto, aunque el exceso de ingesta de
calorias conduce a la obesidad, solo aquellos que desarrollan
esteatosis hepatica desarrollaran RI. Estos resultados sostie-
nen la hipdtesis de que el paso clave en la patogénesis de la
resistencia a la insulina hepatica consiste en la acumulacion
de DAG, dando lugar a la activacion de PKCe.

Mecanismos implicados en la acumulacién
hepatica de diacilgliceroles

Los DAG pueden acumularse en el higado por diferentes
motivos. En primer lugar, por un incremento del transporte
de quilomicrones remanentes hacia el higado. En segundo
lugar, por un incremento de la liberacion de AG por parte de
los adipocitos. En tercer lugar, la hiperinsulinemia pospran-
dial debido a la RI en el mUsculo esquelético puede derivar
en un aumento de la lipogénesis de novo hepatica, causando
un aumento del contenido hepatico de DAG. Finalmente, la
disminucion de la funcion mitocondrial puede también estar
participando en la acumulacion del contenido hepatico de
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Figura 1  A. Sefalizacion hepatica de la insulina. La insulina, a su llegada al hepatocito, se une y activa el receptor tirosina
cinasa de la insulina (RTKI), el cual promueve la fosforilacion del sustrato del receptor de la insulina (SRI), siendo el SRI2 el mas
importante a nivel hepatico. La fosforilacion de SRI2 genera sitios de unidn para la quinasa fosfatidilinositol 3 —PI(3)K—. La union
de PI(3)K a SRI2 convierte el lipido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3)
que, a su vez, recluta Akt2. Bajo condiciones de estimulo de insulina, la proteina cinasa D (PDK1) es fosforilada y activa Akt2, que
parece suprimir la produccion hepatica de glucosa mediante 2 mecanismos principales: primero, la disminucion de la expresion
de las enzimas gluconeogénicas mediante la fosforilacion y la exclusion nuclear de la proteina FOXO1, que inhibe la activacion
de la expresion de proteinas gluconeogénicas como la glucosa-6 fosfatasa (G6Pasa) y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK),
dando lugar a la supresion de la gluconeogénesis hepatica; y en segundo lugar, el aumento de la actividad de la glucégeno sintasa
(GS) mediante la fosforilacion e inactivacion de la quinasa glucogeno sintasa 3 (GSK3). En su forma inactiva (fosforilada), GSK3 no
cataliza la fosforilacion e inactivacion de la GS, permitiendo asi la sintesis de glucégeno hepatica.B. Mecanismos moleculares de
DAG-PKCe que median la resistencia a la insulina hepatica. La acumulacion hepatica de DAG permite la activacion y translocacion de
PKCe hacia la membrana plasmatica, lo que provoca la inhibicion del receptor quinasa de la insulina y su sefializacion intracelular.
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El aumento en el contenido hepatico de DAG es el resultado de un desequilibrio entre la captacion/liberacion de acidos grasos
(AG), la tasa de oxidacion mitocondrial de AG y la conversion de los DAG a triglicéridos (TG) durante la lipogénesis hepatica. Que
la ratio de la ingesta energética sea superior al gasto energético es una de las causas de la EHGNA vy resistencia a la insulina (RI)
hepatica inducida por el mecanismo DAG-PKCe. La predisposicion de factores genéticos, como las variantes genéticas de APOC3
que provocan un aumento de las concentraciones plasmaticas APOC3, dan lugar a la supresion de la actividad de la lipoproteina
lipasa, el aumento de quilomicrones remanentes posprandiales, y el aumento de la captacion hepatica de AG, contribuyendo al
incremento del contenido hepatico de DAG. Defectos en el almacenamiento lipidico en los adipocitos, tales como las lipodistrofias,
asi como alteraciones genéticas o adquiridas en la oxidacion mitocondrial de AG, pueden contribuir a la acumulacion hepatica de
DAG y consecuente desarrollo de EHGNA y Rl hepatica. Finalmente, los acidos grasos liberados durante la lipdlisis en los adipocitos
entrarian en el higado mediante transportadores especificos de AG (FATP2/5), aumentando el contenido hepatico de DAG.

DAG* (fig. 2). Cabe mencionar ademas que el sistema endo-
cannabinoide parece tener un papel emergente en el des-
arrollo de RI hepatica y acumulacion de lipidos en el higado.

Sistema endocannabinoide en el tejido hepatico

Los endocannabinoides entran en las células hepaticas
mediante transportadores especificos, tales como protei-
nas de uniéon de acidos grasos (FABPs), FABP5 y FABP7,
actuando®®“’ sobre los receptores de canabinoides 1 (CB1)
y 2 (CB2). Tanto los receptores de endocanabinoides como
endocanabinoides especificos, como el 2-aciletanolamida
(2-AE), se encuentran incrementados en el higado de mode-
los de ratdn con obesidad inducida por la dieta®®>'. Ademas,
en un estudio propio realizado en mujeres con obesidad mor-
bida y EHGNA, observamos que la expresion hepatica de
CB1 se encuentra significativamente incrementada en muje-
res con esteatohepatitis comparadas con las que presentan
Unicamente esteatosis hepatica®. Parece que la activacion
de CB1 podria activar la lipogénesis hepatica mediante la
induccion de estrés en el reticulo endoplasmatico, asi como
la activacion de factores de transcripcion (por ejemplo
SREBP1c)*, proceso que estaria contribuyendo a la forma-
cion de DAG. Finalmente, el DAG acumulado podria ser
transformado en 2-AE de nuevo, dando lugar a un bucle de
retroalimentacion positiva que estaria induciendo y agra-
vando la esteatosis y la Rl hepatica®*.

Aumento de la ingesta calérica

La mayor causa de la HGNA en los paises desarrollados
se atribuye especialmente a un desequilibrio energético,
donde la ingesta caldrica excede al gasto caldrico, con-
duciendo a un aumento de lipidos liberados hacia el
higado™"7.

En este sentido, Jonayvaz et al. demostraron que los
ratones que seguian una dieta cetogénica rica en grasa
desarrollaban esteatosis hepatica severa y Rl a pesar de
manifestar un incremento de gasto energético y pérdida de
peso. En este caso, el contenido de DAG hepatico fue incre-
mentado en un 350% debido a la activacion de PKCe, a la
disminucion de la fosfoliracion de IRS2 inducida por insu-
lina, y a la disminucion de la supresion de la produccion
hepatica de glucosa durante un clamp hiperinsulinémico-
euglucémico.

En humanos diferentes estudios sugieren que la moviliza-
cion regional de los TG circulantes y el transporte de acidos
grasos se encuentran alterados en los pacientes obesos que
padecen EHGNA. La lipoproteina lipasa (LpL) hidroliza los
TG circulantes, seguido por la absorcion de estos en el
tejido hepatico a través de los transportadores celulares
FATP y CD36°. La actividad LpL en el tejido adiposo en
respuesta a la insulina parece estar disminuida en pacien-
tes con obesidad®®, mientras que la EHGNA se ha asociado
con el incremento de la expresion hepatica de LpL, FATP y
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CD36°-%2, En general, parece que la sobreexpresion hepa-
tica de LpL®>** o de CD36 provoca la acumulacidn hepéatica
de lipidos, asi como la resistencia a la insulina hepatica®®,
mientras que la supresion hepatica de FATP protege contra
el desarrollo de esteatosis hepatica e IR%.

En su conjunto, estos estudios sugieren que en la obe-
sidad inducida por un aumento de la ingesta caldrica los
acidos grasos son transportados desde el tejido adiposo hacia
el higado y el musculo esquelético, donde son reesterifica-
dos en DAG, induciendo asi resistencia a la insulina en estos
organos.

Disminucion de la funcion mitocondrial

En el hepatocito la B-oxidacion mitocondrial es la princi-
pal ruta de oxidacidn de los acidos grasos®’. Las coenzimas
reducidas flavin adenin dinucledtido y nicotinamida ade-
nina dinucleotido, generadas en el propio proceso y en la
oxidacion del acetil-CoA mediante el ciclo de los acidos tri-
carboxilicos, donan sus electrones a la cadena respiratoria,
produciéndose adenosin trifosfato (ATP) por la fosforilacion
de la adenosin difosfato mediada por la ATP sintasa. Ade-
mas, las mitocondrias son también la principal fuente de
especies reactivas del oxigeno (ROS)%. Las ROS producidas
en este y otros procesos son neutralizadas por sistemas enzi-
maticos, sobresaliendo la superoxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa, y por defensas celulares vitamini-
cas, principalmente la vitamina E y la C. En pacientes con
EHGNA se ha descrito disfuncion mitocondrial, anomalias
ultraestructurales®®’?, actividad reducida de los comple-
jos de la cadena respiratoria®’!, fosforilacion oxidativa
deficiente, una menor capacidad para sintetizar ATP, un des-
censo en la concentracién de ATP intracelular’? y dafio en el
ADN mitocondrial’?.

Zhang et al.** demostraron que la disminucion de la
funcion mitocondrial hepatica puede ser un factor predis-
ponente de EHGNA y Rl hepatica. Este estudio observo
que los ratones Knockout para acil-CoA deshidrogenesa
de cadena larga, los cuales tienen reducida la funcion
mitocondrial en el higado, son propensos a padecer estea-
tosis hepatica asociada a un incremento del contenido de
DAG, a la activacion de PKCe y al desarrollo de Rl hepa-
tica cuando estos son alimentados con una dieta rica en
grasa. En humanos la asociacion de la disminucion de la
oxidacion hepatica con EHGNA es menos clara, ya que exis-
ten estudios discrepantes. Algunos han demostrado una
disminucion de la oxidacion’*7>, mientras que otros han
sugerido un incremento en el metabolismo mitocondrial
hepatico’®.

Defectos en el almacenamiento lipidico

Las lipodistrofias son un grupo de sindromes de caracter con-
génito u adquirido cuya caracteristica clinica principal es
la pérdida parcial o completa del tejido adiposo. A nivel
metabolico se caracterizan por una severa resistencia a la
insulina, hipertrigliceridemia grave, bajos niveles circulan-
tes de leptina, adiponectina y colesterol HDL, causado por
la acumulacion ectdpica de grasa, lo que incluye el desarro-
llo de la EHGNA’?, EL 80% de los pacientes con lipodistrofia
cumplen los criterios definitorios de SM’®, sin embargo,

presentan bajos niveles de hormonas derivadas de los adi-
pocitos en comparacion con pacientes con SM asociado a la
obesidad”®. Asi, las lipodistrofias, situaciones en las que no
existe expansion del tejido adiposo subcutaneo ni visceral,
ofrecen una posibilidad Unica para evaluar de forma especi-
fica el papel del cimulo hepatico de grasa en el desarrollo
de la EHGNAY,

Los ratones que expresan the dominant-negative protein
A-ZIP/F1 carecen practicamente de tejido adiposo blanco
(ratones sin grasa) y desarrollan acumulacion ectopica de
grasa en el higado y en el musculo esquelético, dando
lugar a la aparicion de una marcada Rl periférica y hepa-
tica. Esta RI puede ser corregida mediante el trasplante de
tejido adiposo blanco procedente de ratones sanos, lo que
se traduce en una disminucion de la cantidad grasa hepatica
acumuladay de la RI, tanto del tejido hepatico como de teji-
dos periféricos’®. Ademas, Shimomura et al., utilizando de
nuevo un modelo murino de lipodistrofia, demostraron tam-
bién su reversibilidad mediante la administracion sistémica
de leptina recombinante®’.

En humanos se han estudiado también pacientes con
lipodistrofia relacionada con la mutacion en la perilipina-
1, responsable de la inhibicion de la triglicérido-lipasa
intracelular. En estos pacientes, debido al aumento de la
lipolisis, se observa una reduccion del tejido graso sub-
cutaneo y el desarrollo de EHGNA?'. En los pacientes con
lipodistrofia también se ha podido demostrar beneficio de la
administracion exdgena de leptina recombinante®?. Peter-
sen et al., observaron que la administracion exdgena de
leptina en pacientes lipodistroficos reducia significativa-
mente el contenido lipidico hepatico y muscular, debido
principalmente a la disminucion de la ingesta caldrica,
con la consiguiente mejora en la sensibilidad a la insu-
lina tanto hepatica como de los tejidos periféricos®:.
Recientemente, se ha comprobado que, en pacientes
con diferentes grados de lipodistrofia, la terapia sustitu-
tiva con leptina mejoraba el dafo histologico del tejido
hepatico”’.

En conjunto, los estudios realizados en modelos animales
y en pacientes lipodistroficos demuestran una clara disocia-
cion entre la cantidad de tejido graso corporal global o la
cuantia del tejido graso visceral, y el grado de RI hepatica,
sugiriendo que la distribucion y acumulacion especifica del
tejido graso al nivel del higado y del mUsculo esquelético,
no la cantidad grasa corporal total, es la que determina la
RI hepatica y muscular?*.

Este ultimo concepto estaria apoyado por el papel que
el receptor PPARy estaria desempenando en el desarrollo
de la esteatosis hepatica. PPARy esta altamente expresado
en el tejido adiposo, ejerciendo un papel clave en la cap-
tacion de los acidos grasos por parte de los adipocitos,
asi como en su diferenciacion celular. Existen pacientes
con ciertas mutaciones que tienen disminuida la activi-
dad de PPARy. Estos desarrollan sindrome metabolico y
EHGNA, causado por el aumento del flujo lipidico hacia el
higado®. A pesar de que PPARy esta altamente expresado
en el tejido adiposo, se expresa también a nivel hepatico
pero en menor grado. Ratones deficientes en la actividad
hepatica de PPARy estan protegidos contra el desarrollo de
esteatosis hepatica, sugiriendo que PPARy desempefa un
papel importante en la regulacion del cimulo de lipidos
hepaticos®. Pacientes en tratamiento con tiazolidindionas,
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farmacos agonistas de PPARy, presentan una disminucion de
la acumulacion de lipidos a nivel hepatico y del musculo
esquelético, favoreciéndose el deposito lipidico en el tejido
graso subcutaneo y el aumento de la sensibilidad hepatica a
la insulina® %,

Asi, los conocimientos aportados por los estudios de las
lipodistrofias parecen apuntar a que la resistencia hepatica
a la insulina esta determinada por el cimulo especifico de
grasas a nivel hepatico, y no por el grado de obesidad glo-
bal, y en segundo lugar, resaltan la importancia del tejido
adiposo y de su capacidad adaptativa para almacenar el
exceso de grasas, hipertrofiandose, protegiendo al higado
de un cimulo lipidico excesivo.

Resistencia a la insulina en el musculo esquelético

En este apartado se pretende dilucidar el papel de la RI
muscular en la patogénesis de la EHGNA y la RI hepatica.

Papel del exceso de acidos grasos libres en la resistencia
a la insulina muscular

El potencial de los acidos grasos libres (AGL) para alte-
rar el metabolismo glucidico muscular fue propuesto hace
mas de 50 afos®, y desde entonces ha sido ampliamente
investigado. Diferentes autores®*-°® han confirmado que un
incremento en la concentracion plasmatica de AGL altera
la sefalizacion de la insulina y causa insulinorresistencia
muscular en individuos sanos. Ademas, se ha demostrado
que una disminucion de la concentracion plasmatica de AGL
secundaria a acipimox, analogo del acido nicotinico e inhi-
bidor de la lipdlisis del tejido adiposo, mejora rapidamente
la sensibilidad a la insulina muscular?’.

Asi mismo, numerosos estudios han demostrado una
fuerte relacion entre los lipidos intramiocelulares y la Rl
muscular®°¢%_ En adultos no diabéticos con normopeso el
contenido en TG intramiocelular es un predictor de Rl mus-
cular mucho mas potente que los acidos grasos circulantes®,
lo que sugiere que, en sujetos obesos, los lipidos intramio-
celulares pueden estar desempenando un papel causal en
la Rl muscular. De hecho, sujetos obesos insulinosensibles o
insulinorresistentes se distinguen segin el cimulo lipidico
muscular y hepatico'®.

Por otro lado, es importante senalar que la Rl muscu-
lar correlaciona con una variedad de metabolitos lipidicos
toxicos, consecuencia de una oxidacion incompleta de aci-
dos grasos, como acilcarnitinas, ceramidas y DAG®®101-104,
En modelos murinos, cuando se aumenta los AG en plasma
mediante la infusion de Liposyn® + heparina para activar la
LpL, la RI muscular aparece a las 3h, a consecuencia del
aumento de DAG y de la activacion de PKCe'®. Sin embargo,
no se observan cambios en el contenido de TG o cera-
mida muscular en ese momento, por lo que es importante
diferenciar entre los distintos lipidos que participan en la
patogénesis de la Rl muscular. Los hallazgos de Rl muscu-
lar mediada por DAG han sido confirmados en humanos por
Itani et al.'®. Ademas, en la patogénesis de RI muscular,
es importante tener en cuenta que el musculo esquelé-
tico también es el objetivo de citoquinas proinflamatorias
circulantes como factor de necrosis tumoral alfa e interleu-
cina 6. Finalmente, macrofagos inflamatorios M1 activados
procedentes del tejido adiposo pueden infiltrar el musculo

esquelético y causar Rl de una manera similar a lo que ocurre
en el tejido adiposo'”’.

Insulinorresistencia en musculo esquelético en pacientes
con esteatohepatitis no alcohélica

Segln la literatura un aumento moderado en la adiposidad
y en la concentracion plasmatica de AGL puede causar lipo-
toxicidad muscular. Por tanto, no es de extrafar que, en
pacientes obesos con EHGNA, la Rl muscular esté completa-
mente establecida’®®""% e incluso en individuos no obesos
con esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) si presentan Rl en
el tejido adiposo'''~""3. En cambio, individuos obesos sin Rl
en el tejido adiposo se comportan desde el punto de vista
metabolico como sujetos delgados, con casi normal insuli-
nosensitividad muscular y habitualmente sin desarrollo de
EHGNA108,111,114_

La RI primaria en el mUsculo esquelético puede condu-
cir a una redistribucion de los sustratos hacia el higado,
dando lugar a la aparicion de esteatosis hepatica y, pos-
teriormente, Rl hepatica a través del cimulo hepatico de
DAG con la activacion de PKCe. Esta hipotesis ha sido res-
paldada en estudios de modelos murinos que presentan
una inactivacion especifica del gen del receptor de insu-
lina (MIRKO)'">. La Rl muscular selectiva en estos ratones
comporta una hiperinsulinemia compensatoria con redistri-
bucidn de los sustratos hacia lugares ectopicos, tales como el
higado. Ademas, ratones que carecen del transportador de
glucosa muscular (GLUT4) presentan una pérdida casi com-
pleta de la captacion muscular de glucosa estimulada por la
insulina, que se asocia a esteatosis hepatica y RI'"®. Estos
hallazgos se han corroborado también en humanos. Asi, en
individuos con Rl muscular selectiva, observada en sujetos
sanos, jovenes, delgados o en individuos en el cuartil infe-
rior de insulinosensibilidad global, los hidratos de carbono
ingeridos se desvian de la sintesis de glucégeno muscular
hacia la lipogénesis hepatica, predisponiendo a estos indi-
viduos a RI hepatica y aparicion de EHGNA'" (fig. 3). Por
otra parte, un estudio reciente ha demostrado que una sola
sesion de ejercicio revierte los defectos en el transporte
de la glucosa muscular estimulada por insulina, asi como
los defectos en la sintesis de glucogeno''®. Esta mejoria se
evidencia por una disminucion de la lipogénesis hepatica
de novo y por la reduccion de la sintesis hepatica de TG
neta después de una dieta rica en hidratos de carbono. Por
lo tanto, se demuestra que la Rl muscular puede ser una
diana terapéutica para la prevencion y el tratamiento de la
EHGNA''®, En este sentido, Haufe et al. demostraron que
el efecto de la mejora de la condicion fisica sobre la insu-
linosensibilidad en pacientes con sobrepeso/obesidad esta
mediada a través de una reduccioén en el contenido de grasa
hepatica'”®. Ademas, se ha objetivado que el ejercicio cro-
nico sin reduccion en el peso corporal o en la grasa corporal
total también conduce a una reduccion en el contenido de
grasa hepatica'?’.

En resumen, tanto estudios en ratones como en huma-
nos apoyan el concepto de que la Rl muscular selectiva,
que es una de las alteraciones metaboélicas mas tempranas
detectadas en jovenes delgados descendientes de padres
con diabetes tipo 2, puede ser un factor importante y tem-
prano en la patogénesis de la EHGNAYy la resistencia hepatica
a la insulina.
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Figura 3 La resistencia a la insulina en el mUsculo esquelético contribuye a la lipogénesis hepatica.

En los sujetos insulinosensibles la insulina estimula la sintesis de glucdgeno tanto en tejido muscular como hepatico. Sin embargo,
en aquellos que presentan resistencia a la insulina en el musculo esquelético, esta hormona no es capaz de promover la sintesis
de glucdgeno, redistribuyendo el sustrato hacia el higado, lo que contribuye a un incremento de la lipogénesis de novo hepatica.
El aumento de la sintesis de lipidos en el higado de pacientes con resistencia a la insulina en el mdsculo esquelético promueve el

desarrollo de EHGNA.

Factores genéticos

En los ultimos afos se han descrito variantes genéticas de
distintos genes que hacen mas suceptibles a los individuos
portadores a desarrollar EHGNA y Rl cuando se exponen a
factores ambientales.

Apolipoproteina C3
La apolipoproteina C3 (APOC3) es una proteina que forma
parte de las lipoproteinas de muy baja densidad, que se
encarga de inhibir la actividad lipoprotein lipasa con el fin
de regular la distribucion de lipidos en los diferentes drganos
y tejidos del cuerpo.

Recientemente, Petersen et al. han demostrado que un
grupo de indios asiaticos, varones, sanos y delgados, que
presentan una de las 2 variantes genéticas (C-482 T/T-455C)
en el elemento de respuesta a la insulina del gen APOC3 se
encuentran en un riesgo mas elevado de desarrollar EHGNA
y RI. Las concentraciones plasmaticas de APOC3, asi como
la hipertrigliceridemia posprandial de los individuos que
poseen este polimorfismo, son aproximadamente un 30%
mas elevadas comparadas con los sujetos homozigotos para
APOC3 (C-482/T-455)"?". Ademas, después de ser sometidos
a una infusion intravenosa de lipidos, estos sujetos presen-
taron una disminucién de la hidrélisis de triglicéridos y un
aumento de la hipertrigliceridemia posprandial y quilomi-
crones remanentes, debido a la exagerada inhibicion de la
actividad LpL, permitiendo asi el desarrollo de EHGNA y RI.
También se pudo observar una reversion de la esteatosis

hepatica y Rl en estos sujetos después de una modesta
pérdida de peso'”'. Sin embargo, cabe destacar que las
variantes genéticas de APOC3 no son la causa directa del des-
arrollo de esteatosis hepatica, pero suponen una condicion
de predisposicion en aquellos individuos que son portadores,
siendo mas susceptibles a desarrollar EHGNA y RI cuando
se exponen a factores ambientales toxicos, tales como una
dieta hipercaldrica y rica en grasas. De acuerdo a esta hipo-
tesis, Lee et al. han demostrado recientemente que ratones
que sobreexpresan APOC3 no presentan esteatosis hepatica
o Rl cuando son alimentados con dieta control. Sin embargo,
cuando esta es remplazada por una dieta rica en grasas des-
arrollan esteatosis hepatica severa con un incremento del
contenido hepético de DAG, de la activaciéon de PKCe y RI*C.

Adiponutrin

Otro grupo en riesgo de desarrollo de EHGNA y Rl hepatica
son adultos y nifios hispanos'?2. En esta poblacion se ha visto
que la sustitucion de isoleucina por metionina en la posi-
cion 148 (1148M) de la enzima PNPLA3, conocida también
como adiponutrin, codificada por el gen PNPLA3, se encuen-
tra fuertemente asociada al contenido hepatico de TG y
desarrollo de EHGNA, incluyendo esteatohepatitis, cirrosis
y hepatocarcinoma'?®*-'?’, Sin embargo, a diferencia de las
variantes del gen APOC3 descritas en la seccion anterior, las
variantes genéticas de PNPLA3 no se encuentran asociadas a
RI, sugiriendo que la enfermedad de EHGNA puede disociarse
de la RI hepatica'?-"3°,
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Figura 4 Vias metabolicas implicadas en la acumulacion hepatica de DAG.

La via del glicerol-3-fosfato (glicerol 3P) representa la ruta de la lipogénesis de novo en la sintesis de triglicéridos y fosfolipidos. La
glicerol-fosfato-acil-transferasa (GPAT) cataliza la acetilacion de glicerol 3P con acil-CoA para generar acido lisofosfatidico (LPA), lo
que parece ser el paso limitante en la sintesis de triglicéridos (TG). Posteriormente, las enzimas acil-glicerol-fosfato-acil-transferasa
(AGPAT), fosfatasa del acido fosfatidico (PAP) y diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) catalizan la formacion de acido fosfatidico (PA),
diacilglicerol (DAG) y TG, respectivamente. Los DAG activan la translocacion de PKCe hacia la membrana plasmatica, inhibiendo la
activacion del receptor de la insulina. Los acidos LPA y PA que no han sido sintetizados en el reticulo endoplasmatico (RE) requieren
la translocacion a través del citosol para la sintesis de TG en el RE. En el higado los TG pueden depositarse en vacuolas intracelulares
o ser exportados en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). En las vacuolas, durante la lipolisis, la conversion de TG a DAG
es mediada por la lipasa de triglicéridos del tejido adiposo (ATGL). Los DAG pueden ser hidrolizados a monoacilglicerol (MAG) por
la hormona sensible a la lipasa (HSL) y, posteriormente, a glicerol por la lipasa de monoglicéridos (MGL), que puede ser utilizado
como sustrato para la gluconeogénesis. Estas reacciones, al liberar acidos grasos, contribuyen a su acumulacion hepatica. Los DAG
provenientes de lipdlisis intravacuolar y de la via de la fosfolipasa C, que libera DAG a partir de lipidos de membrana, podrian
activar la PKCe y la resistencia hepatica a la insulina (RI). Sin embargo, estos 2 Gltimos mecanismos no estan del todo dilucidados.

PNPLA3 pertenece a la familia de proteinas que com-
parten un dominio evolutivo identificado por primera vez
en la patatina, la principal proteina de los tubérculos de
patata'®'. El genoma humano codifica 9 proteinas que con-
tienen el dominio de la patatina, de los cuales PNPLA3 esta
estrechamente relacionada con PNPLA2, la mayor hidro-
lasa de TG del tejido adiposo’*>'33, PNPLA3 se expresa
predominantemente en el higado y en el tejido adiposo
humano'**, y se encuentra frecuentemente asociada a mem-
branas y vacuolas lipidicas'®. Esta proteina esta altamente
regulada en respuesta a estimulos nutricionales, tanto a
nivel transcripcional como postranslacional. Su expresion
se suprime en estado de ayunas, mientras que aumenta en
respuesta a la presencia de glucosa e insulina, donde el
factor de transcripcion SREBP1c se encarga de estimular su
transcripcion3e.

Se sugiere que PNPLA3 presenta tanto funcion lipasa
como de transacilacion, y que la mutacion [148M causa la
pérdida de la funcidn lipasa del gen'?’, contribuyendo asi
al aumento del contenido de TG hepaticos. Yongcheng et

al. demostraron que PNPLA3 cataliza la hidrolisis de los 3
mayores glicerolipidos (TG, DAG y MAG), con mayor prefe-
rencia por los acidos grasos C18:1, y que la mutacion 1148M
reduce la actividad hidrolasa contra los 3 glicerolipidos. Sin
embargo, cabe destacar que, practicamente, en la mayo-
ria de estos estudios se han incluido individuos obesos como
sujetos controles, los cuales presentan casi siempre algln
grado de esteatosis hepatica asociada a RI, haciendo dificil
discernir si las variantes genéticas de PNPLA3 con EHGNA
estan participando o no en la Rl hepatica. Para identifi-
car si la mutacion confiere un riesgo independiente en el
desarrollo de RI hepatica, seria importante evaluar la sen-
sibilidad a la insulina hepatica en individuos delgados con
EHGNA portadores de la mutacién 1148M'°.

En concordancia a los resultados obtenidos en humanos,
la sobreexpresion del gen mutante 1148 M de PNPLA3 en
ratones se asocid a un aumento del tamafo de las vacuolas
lipidicas y acumulacion de TG hepaticos'>'3¢. Sin embargo,
la sobreexpresion de PNPLA3 no mutado no cambié el con-
tenido de lipidos hepaticos en ratones'*>'3%138_ Por otro
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lado, los ratones Knockout para PNPLA3 no desarrollaron
esteatosis hepatica ni trastornos en el metabolismo de la
glucosa'?® 140,

Rol de la compartimentacién intracelular de
diacilgliceroles: disociacion de la enfermedad
del higado graso no alcohdlico y la resistencia
a la insulina hepatica

El modelo descrito anteriormente, que explica la relacion
entre DAG, PKCe y RI hepatica, se centra principalmente en
la incapacidad de la insulina para alterar el metabolismo
de la de glucosa hepatica. Sin embargo, la capacidad de
la insulina para activar la lipogénesis parece estar intacta
en la mayoria de los modelos de EHGNA. Por ello, aunque
la EHGNA se encuentra fuertemente asociada a RI hepa-
tica y DM2, recientemente se ha descrito la «paradoja de
la resistencia hepatica a la insulina selectiva», en la que se
propone la existencia de una disociacion entre la EHGNA y
la RI hepatica''- 142,

Experimentalmente es posible inducir resistencia a la
insulina sin EHGNA, o inducir EHGNA sin resistencia a la insu-
lina bajo ciertas condiciones. Por ejemplo, el bloqueo de la
secrecion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad
con una dieta deficiente en colina, o mediante la modifi-
cacion genética de la maquinaria de exportacion, aumenta
las concentraciones de TG hepaticos pero no induce Rl en
ratones'*'*, Por otro lado, los factores de transcripcién
ChREBP y SREBP1 han sido recientemente implicados, de
forma independiente, en la disociacion de EHGNA y RI hepa-
tica tanto en ratones como en humanos'#>', Para explicar
esta paradoja y la Rl hepatica selectiva, Cantley et al.
examinaron la localizacion subcelular de DAG en células
hepaticas y observaron que el knockdown del gen CGI-58,
activador de la lipasa de triglicéridos del tejido adiposo
(ATGL) que participa en la hidrolisis de TG, promueve la
acumulacion de DAG en gotas lipidicas, evitando asi la acu-
mulacion de DAG en la membrana celular y la translocacion
de PKCe hacia la membrana celular'¥’. Estos resultados con-
cuerdan con otros estudios realizados tanto en humanos®
como en modelos animales®®'#1%°  sugiriendo que la com-
partimentacion de DAG en el hepatocito podria ser un factor
importante en la patogénesis de la resistencia hepatica a la
insulina.

La acumulacion hepatica de DAG puede resultar de la
via glicerol 3-fosfato, que representa la ruta de la lipogé-
nesis en la sintesis de TG y fosfolipidos. Por otro lado, los
DAG intracelulares también pueden derivar de la hidrolisis
de TG compartimentados en gotas lipidicas, mediada por la
lipasa ATGL, asi como de la activacion de la fosfolipasa C,
que libera DAG a partir de lipidos de membrana (fig. 4). De
qué manera los DAG que derivan de estas 2 Ultimas vias pue-
den conducir a la activacion PKCe y a la Rl hepatica no se
ha determinado todavia. Sin embargo, los resultados obteni-
dos usando OAS especificos para CGI-58 indican claramente
que los lipidos secuestrados en gotas lipidicas no promue-
ven la activacion PKCe y resistencia hepatica a la insulina,
y que la compartimentacion de DAG y TG en compartimen-
tos neutros, en los cuales se estaria evitando la activacion
de PKCe, podrian explicar por qué el contenido hepatico de

DAG no siempre se correlaciona con la Rl hepatica en algunos
modelos animales®.

Conclusiones

Las lipasas metabélicas son las enzimas responsables de la
hidrdlisis de TG tanto en tejido adiposo como hepatico. La
lipolisis en el tejido adiposo provoca un aumento del flujo de
AG hacia el higado, promoviendo asi el desarrollo de estea-
tosis hepatica'. Existe una creciente evidencia, no solo en
modelos animales de EHGNA, sino también en humanos con
EHGNA asociada a obesidad, a DM2 y a lipodistrofia, que la
esteatosis hepatica esta fuertemente vinculada al desarro-
llo de RI hepatica. Por lo tanto, si los lipidos hepaticos son
mediadores importantes para la RI hepatica, es de esperar
que la reduccion de la esteatosis hepatica en pacientes con
EHGNA y DM2 conlleve a la reduccion de la Rl hepatica.

La EHGNA aparece cuando la ratio de lipidos suministra-
dos hacia el higado excede a la oxidacion y a la exportacion
lipidica hepatica. Por otro lado, un gran nimero de estudios,
tanto en seres humanos como en modelos animales, han
demostrado que la acumulacion hepatica de DAG permite
la activacion de PKCe, dando lugar a la aparicién de resis-
tencia hepatica a la insulina. Ademas, la compartimentacion
del DAG acumulado parece ser un factor crucial para el des-
arrollo de RI hepatica, pudiendo explicar por qué algunos
pacientes y modelos murinos con EHGNA no desarrollan RI
hepatica. Asi, el mecanismo DAG-PKCe parece desempenar
un papel primordial en el desarrollo de la EHGNA asociada
a la RI hepatica. Por todo ello, para el tratamiento de la
EHGNA y la DM2 resulta de gran interés todas aquellas tera-
pias que van dirigidas a reducir la liberacién de acidos grasos
hacia el higado, a suprimir la produccion de DAG o a aumen-
tar la oxidacion mitocondrial de los AG"™".

Aparte de la pérdida de peso, no existen actualmente
terapias efectivas para la EHGNA. Por dicho motivo, la
investigacion actual se centra en la comprension de la enfer-
medad subyacente a la esteatosis hepatica, con la finalidad
de identificar nuevas dianas terapéuticas. En este sentido,
se ha sugerido que nuevas terapias dirigidas a prevenir
la acumulacion hepatica de DAG y la activacion de PKCe
podrian ser efectivas®®. Por otro lado, pequefios péptidos
dirigidos a revertir la funcion enzimatica correcta de las
variantes genéticas de PNPLA3 asociadas a la progresion de
la EHGNA vy la esteatohepatitis no alcohdlica podrian pro-
porcionar un enfoque innovador para el tratamiento de la
EHGNA.
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