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Resumo

p53 xoga un papel importante en diferentes funcidns bioléxicas como a proliferacion celular, a
lonxevidade, cestrés, e desordes asociados & obesidade como a esteatose e a esteatohepatite
non alcohdlica. O obxectivo desta tese € estudiar o papel de p53 no metabolismo lipidico
hepatico e dos posibles mecanismos que conducen as alteracions metabdlicas. Atopamos que
ausencia de p53 provoca unha disminucion de peso corporal e masa graxa de forma
independente da inxesta debido & activacion da termoxénese no tecido adiposo pardo. Ademais,
vimos que p53 é fundamental para accion adipoxénica da ghrelina no tecido adinecsoe

no figado. A disminucién dos niveis de p53 de forma total ou especifica no figado, provocan
un incremento da graxa hepética de forma independente da inxesta. Descubrimos que esta
accion esta mediada por TA@b8a que a sua disminucion hepaticduee a esteatose en ratos
obesos e deficientes en p53. A sobreexpresion no figado de & pp@duce esteatosdraves

da activaci -n de | KKb e o estr®s do ret?2clt
elevados de TApGS | KKb e XBP1l en f2zgado de doente
Plabras chave:esteatose, esteatohepatite, ghrelina, p53, p63, metabdifEdico.

Resumen

p53 juega un papel importante en diferentes funciones biolégicas como la proliferacién celular,
la longevidad, el estrés y desOrdenes asociados a la obesidad como la esteatosis y la
esteatohepatitis no alcohdlica. El objetivo de estistes el estudio del papel de p53 en el
metabolismo lipidico hepatico y de los posibles mecanismos que conducen a las alteraciones
metabolicas. Encontramos que la ausencia de p53 provoca una disminucién de peso corporal y
de masa grasa debido a la aatida de la termogénesis en el tajido adiposo marron. Ademas,
observamos que p53 es fundamental para la accion adipogénica de la ghrelina en el tejido
adiposo blanco y en el higado. La disminucién total o especifica de los niveles de p53 en el
higado, provoan un incremento de la grasa hepatica de forma independiente de la ingesta.
Descubrimos que esta accion esta mediada por TAp&ue su disminucidn hepética reduce

la esteatosis en ratones obesos y deficientes en p53. La sobreexpresion de gragase
esteatosis a trav®s de | a activaci-n de | K
altimo, encontramos niveles elevadosde TAp63 | KKb y XBP1 en el hz2g
esteatosis y esteatohepatitfabras clave: esteatosis, esteatohefiati ghrelina, p53, p63,
metabolismo lipidico.

Abstract

p53 plays an important role in different biological functions such as cell proliferation, longevity,
stress and disorders associated with obesity such as steatosis -@htbhofic steatohepatitis.

The aim of this thesis is the study of the role of p53 in hepatic lipid metabolism and the possible
mechanisms that lead to metabolic alterations. We found that the lack of p53 causes a decrease
in body weight and fat mass due to the activation of thernesgem brown adipose tissue. In
addition, we observed that p53 is crucial for the adipogenic action of ghrelin in white adipose
tissue and in the liver. The total or specific decrease of p53 levels in the liver, cause an increase
in liver fat independenglof intake We discovered that this action is mediated by TAp§i&ce

its hepatic reduction attenuates steatosis in obese andefibi2nt mice. The overexpression

of TAp63a induces steatosis through the activation of Batd the stress of the endoplasmic
reticulum. Finally, the expression of TAp®3IKKb and XBPL1 is increased in the liver of
patients with steatosis and steatohepatitey words: steatosis, steatohepatitis, ghrelin, p53,

p63, lipid metabolism.
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Abreviaturas yAcronimos

ABREVIATU RAS Y ACRONIMOS

AAV: virus adenoasociadoadencassociated virus
ACADL: Long-chain specific acyCoA dehydrogenase
ACADM: mediumchain acyfCoA dehydrogenase
ACC: acetil CoA carboxilasa

ad: adenovirus

ADN: acido desoxiribonucleico

AgRP: péptido relacinado con agouti (agouti related protein)
ALT: alanina aminotransferasa

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

AMPK: proteina quinasa activada por AMP

AP-1: proteina activadora 1

Apo: apolipoproteina

ARNmM: acido ribonucleico mensajero

AST: aspartato aminotrafesasa

ATF4: factor de transcripcion activador 4.

ATF6: factor de transcripcion activante 6 (Activating Transcription Factor 6)
ATGL.: trilicéridos lipasaddipose triglyceride lipase)
ATP: adenosin trifosfato

BAT: tejido adiposo pardd(own adipose tissye

BW: peso corporaldody weighk

C/EBP: (CCAAT/enhancdainding protein

CAMKK: proteina quinasa quinasa dependiente de calcio/calmodtkteEym/calmodulin
dependent protein kinase kinase

CART: transcriptasa relacionada con la cocandetaminaCocine and amphetamine
regulated transcript

CCK: colecitoquinina
CCL2: (chemokine ligand)2
CHOP: proteina homologa de C/EBP
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ChREBP: proteina de union en respuesta a carbohidratsbghydrateresponsive
elelementbinding proteir)

CPT1: carnitina palmitdiransferasa 1

CREB: (CAMP response elemebinding

DAG: diacilglicerol

DGATZ2: (diacylglycerol Qacyltransferasge

EE: gasto energéticaefiergy expendituje

elF2a: (a-subunit of the translation initiation factor elF2)

ERAD: componentes de degradacion aados al REER-associated degradation
FAO: fatty acid oxidation

FAS: acido graso sintasa

FATP: proteina transportadora de acidos gratasy(acid transport prote)n
FBS: fetal bovine serum

FGF21: factor de crecimiento de fibroblastd#(oblast growthfactor).
FOXO1: Forkhead box O1

FQ: food quotient

G6P: glucosa 6 fosfato

GADD34 (growth arrest and DNA damage)34

GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa

GCKR: regulaor de la glucoquinasgliicokinase regulat9r

GFP: proteina verde fluorescent8rieen fluorescent protejn

GHSR: receptor del secretagogo de la hormona del crecimigraa/{th hormone
secretagogue receptpr

GK: glucoquinasa
GLP-1: péptido similar al glucagén flucagonlike peptidel)
GLUT: transportador de glucosglcose transportgr

GRP78: proteina regulada por glucosa gucoseregulated protein 78/immunoglobuin
heavychain-binding protein

GSK3: glucogeno sintasa quinasagdycogen synthase kinasg 3

GTT: test de tolerancia a la glucoggucose test tolerange
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Abreviaturas yAcronimos

HCC: hepatocarcioma

HDL.: lipoproteinas de alta densidadigh density lipoproteins

HFD: dieta alta en gras&i@h fat det)

HMG -CoA: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa

HNE: 4-hydroxinoneal

HNF: factor nuclear de hepatocitdsepatocyte nuclear factor)

HPRT: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase

HSL: hormona sensible a lipasa

IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulinaqulin-like growth factoy

IKK b: quinasa kB (1 4B kinase

IL: interleuquina

IMC: indice de masa corporal

INSIG2: insulin induced gene 2

IR: resistencia a insulinansulin resistance

IREla:pr ot e2 na r e g u e(inasitbladRequieng énnymes 1i atpfeal 1 U
IRS: sustrato del recépr de la insulinaigsulin receptor substraje

ITT: test de tolerancia a la insulinagulin test tolerance

JAK-STAT: janus kinaseSignal transducer and activator of transcription

JNK: quinasa €Jun Nterminal C-Jun Nterminal kinasg

KO: knock out

L A: actividad locomotoralgcomotor activity

LDL: lipoproteina de baja densidddw density lipoprotein)

LKB1: liver kinase B1

LPL: lipoproteina lipasa

LPS: lipopolisacéarido

LXR: factor hepatico Xl{ver X receptor)

MAPK: proteina quinasa activada por agéeno (nitogenactivated protein kinase)
MCD: dieta deficiente en metionina y colinragthionine and choline deficient diet

MCPL1: proteina quimioatrayente de monocitosfocyte chemoattractant protein
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MDA: malondialdehyde

MGL: monoacilglicerol lipasa

MTOR: (mammalian target of rapamicyn

MmTORC: (mammalian target of rapamicyn complex

MTTP: proteina microsomal de transferencia de lipidaisifosomal triglyceride transfer
protein)

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NAFLD : enfermedad de haglo graso no alcohdlico (non alcoholic fatty liver disease)
NAS: NAFLD activity score

NASH: esteatohepatitis no alcohdliddqnalcoholic steatohepatitis)

NEFFAs: &cidos grasos libres no esterificadosr{sterified free fatty acigs

NFkb: factor nuclear k (nuclear factor kappdight-chain-enhancer of activated B célls
NLRP3: NLR Family Pyrin Domain Containing 3

NOS2: 6xido nitrico sintasa 2{tric oxide synthase 2)

NPY: neuropéptido Y

OMS: organizacion mundial de la salud

p70S6:quinasa ribosomal S@ibosomal protein S6 kinase

PBS:tampon fosfato salinghosphate buffer salife

PCR: reaccion en cadena de la polimerasadiherase chain reaction

PDC: complejo piruvato deshidrogenasa

PDK: piruvato deshidrogenasa quinasa

PECK: fosfoenolpiruvato carboguinasgphosphoenolpyruvate carboxykingse

PERK: quinasa del factor de transcripcion pancreatico del reticulo endoplasmico iniciador de
la traduccién eucariot®KR-like ER kinasg

PFK: fosfofructoquinasa 1

PGCla: proteina 1 alpha coactivadora delaptor activado por el proliferador de
peroxisomasgeroxisome proliferateactivated receptor gamma coactivatealpha)

PGM: fosfoglicerato mutasa
PI3K: fosfoinositol 3 kinasaphosphatidylinositide -Binase$

PK: piruvato quinasa
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PKA: proteina quinasa A
PKC: proteina quinasa C

PNPLAZ3: proteina 3 que contiene el dominio de la fosfolipasa tipo papatiat{nlike
phospholipase domaicontaining protein 8

POMC: propiomelanocortina
PP1:fosfatasa 1

PPARa: receptor del peroxisoraaroliferador activado alfgperoxisome proliferator
activated receptor alpha

PPARSs: receptores del peroxisorpaoliferador activadgperoxisome proliferateactivated
receptor3

PUFASs: acidos grasos peihsaturadosgolyunsaturated fatty acijis
PYY: péptido YY

QM: quilomicrones

RE: reticulo endoplasmatico

ROS: especies reactivas de oxigengative oxigen specigs

RQ: coeficiente respiratoriagspiratory quotient

RT: roomtemperature

SCD-1: esteord#CoA desaturasa

SCO2: enzima citocromo ¢ oxidasa 2¢

SD: dieta estandastandarddief)

SDSPAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.
shRNA: short hairp ribonuclei acid

siRNA: small interfering ribonucleotide

SREBP: proteina de union reguladora de esterol tiymo(dterol regulatory elemestinding
protein1c)

T2DM: diabetes tipo 2type 2 diabetes mellitus)

TG: triglicéridos

TGFbhactor de creci mireant of darrminsdg)og rmamtthe fba 't
TIGAR: (TP53 inducible glycolysis and apoptosis regulator

TLR: receptor tipo toll

TM6SF2: superfamilia tranmembrana @(ansmembrane 6 superfamily membgr 2
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TNFR2: receptor 2 del factor de necrosis turmotair(or necrosis factor recepto)) 2
TNFU factor de necrosis tumor al U (tumor

TRAIL: receptores de ligando inductores de apoptosis rekaos con el factor de necrosis
tumoral TNFrelated apoptosisnducing ligand

TSC2 proteina 2 de la esclerosis tuberosa

TUDCA: acido taurosaleoxicolico fauroursodeoxycholic acjd

TZD: tiazolidinedionas

UCPL1: proteina desacoplante uUncouplin proteinl)

UPR: respuesta a proteinas desplegadato{ded protein respongse
VLDL : lipoproteina de muy baja densidagrfy low density lipoprotejn
WAT: tejido adiposo blancanhite adipose tissye

WT: wild type

XBP1: proteina de union ¥ox (X-box binding protei 1)

ANGLICISMOS
Ballooning:abalonmiento
Browning:amarronamiento
Downstreammas abajo
Splicing:corte alternativo
Knockout

Upstream:mas arriba

El resto de las abreviaturas son de uso comun o bien se detaillamtbdo especifico en el
te
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Introduccion

1 OBESIDAD Y SINDROME METABOLICO

1.1 DEFINICION Y PREVALENCIA

El término sindrome metabdlico se define como la combinaedaaiores de riesgyue,
cuando se combinan, dan lugar a eventos adversos incluyendo la diabetes mellitus tipo 2
(T2DM) y laenfermedad cardiovasculaumentandoleiesgo de mortalidadLos principales
factores de riesgo para desarrollar sindrome metabdlico son la falta de actividad fisica y las
dietas altas en grasa y azUcares; esto contribuye a las dos caracteristeaspelimdgipales: la
obesidd y la resistencia a insuliislipidemiaf. Los componentes que definen el sindrome
metabdlicode acuerdo a los criterios del NINgdtional Institutes of Healjrson:

V La circunferencia de la cintura: mas de 89 cm para las mujeres y 102 cm para los
hombres.

Hipertrigliceridemiacirculante: niveles superes a 150 mg/dL.

Niveles reducidos de lipoproteinas de alta densidad (HDL): menos de 40 mg/dL en
hombres y menos de 50 mg/dL en mujeres.

Presion arterial elevada: 130/85 milimetros de mercurio 0 superior.

Niveles de glucsa en sagre elevados durante &uno: 100 mg/dL o superior.

<<

<<

Presentaran sindronmaetabdlico aquellas personas que postas o mas de dichos
componentes o si toman medicacién para controlarlos.

La obesidad es fundamental para el desarrollo del sindrome metabdlico, en la mayoria de
los casos precede al resto de los factores de ri&malefine, de forma béasica, como la
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para (ansejad 1)

La organizacibn mundial de la salud
(OMS) clasifica el sobrepeso y la

L obesidd en base al indice de masa

A i ist: - / Atherosclerosis

s pescn = reeema | coOrporal (IMC) que se define como el

— \ i — peso en kilogramos dividido por el
P et o TN \ il cuadrado de la altura en metros (K¢/m
« 4 Portal FFA-=~NAFLD \ p— \ I « Diastolic dysfunction . .
iopewneprodveton [ L€ 7 | Hmkorcaor Se considera sobrepeso un IMC igual o

\ / 3 A \ . .

—— Lz 2 R superior a 25 y la obesidad como un
« 4 Mitochondrial function 1 . :Insulln secretion H . 7 .
o -4 T2om IMC |gl_Ja[ 0 superior a 3(En términos
- Sarcopenis? Il termodinamicos, la obesidad resulta de

un desequilibrio entre la ingesta calérica
y el gasto de energia; sin embargo, su
etiologia es mas compleja. Las
circunstancias socioeconomicas, el
entorno y los comportamientos
personales y las interacciones genactipo
fenotipo deben tenerse en cuenta para

Imagen 1. La obesidad y los metabolitos lipidicos toxicos compernder la obesidad ya que todos
derivados de tri glicéridos se acumulan en los tejidos esos factores afectan a la ingesta, el
ectopicos y conducen a disfuncion multiorganica y recambio de nutrientes. la termogénesis
enfermedades metabolicas crénicas 3. Con permiso de ’ ’

la utilizacion de lipidos, el almacenaje
diferencial de grasa en d&ptos que no
son los adecuadb@magen 1).

Elsevier.

27



BEGONA PORTEIRO COUTO

En 2014, mas de 1900 millones de adultos tenian sobrég@2% poblaciony mas de
500 millones eran obes¢8,3% poblacién)Cada afio mueren, como minimo, 2,8 millones de
personas causa de la obesidad y sobrepeso

La obesida@n general, y especialmentéritantil es uno de los problemas de salud publica
mas graes del siglo XXI Los nifios con sobrepeso tienenamas probabilidades de convertirse
en adultos obesos y, en comparacidén con nifios sin sobrepeso, tienen mas probabilidades de
sufrir a edades mas tempranas diabetes y enfermedades cardiovasculares, que a su vez se
asocian a un aumento de la probabilidadhderte prematura y discapaciéiad

1.2 BALANCE ENERGETICO

La complejidad de la regulacion del peso corporal representa un gran desafio para entender
la etiologia de la obesidad y poder asi dedlar estrategias para tratarla y/o prevenirla.
Algunas investigaciones apuntan a la importancia de factores genéticos que generan
susceptibilidad hacia el desarmtle la obesidad, sin embarglpeso, la composicidén corporal
y el almacenamiento de engia en forma de triglicéridq¥G) en el tejido adiposovienen
tambiéndeterminadogor factoreambientales y sociales.

Para entender la obesidad, hay que entendeorelepto de balance energético y sus
componente§imagen 2) ingesta de energia, aloemamiento y gasto energétic

[ Energiangerida] [ GastoEnergético]

V Metabolismo basal.
V Termogénesiadaptativa
V Ejerciciofisico

V Alimentacion

Imagen 2. Componentes clave del Balance Energético 0,
Adaptacion de Spiegelman and Flier, 2001.

Suponiendo que un individuo no tiene ningun problema de absorcién de nutrientes, la
energia almacenada aumentara solo si la ingesta excede al total del gasto ersergétidace
un estado de balance energético pasity la consecuencia es un aumentdéad@asa corporal,
de la cual entre el 60% y el 80% correspondee grasa corporal. Por el contrario, cuando el
gasto energético excede al consumse produce un balance energético negativda
consecuencia es unérgida de masa corporaualquier factor genético o ambiental que afecte
al peso corporal debe actuar a través de uno o méagsooemes del balance energético
Aunque la ingesta de energia se debe Unicamentdimtntacion, el gasto energético total es
mas complejo y lo componen la actividad fisica, el metabolismo basal y la termogénesis
adaptativ¥’ (imagen 2)

V  Actividad fisica: se rdéiere a todo movimiento voluntario y representa entre
un 815% del gasto metabdlico total diaries muy variable y contribuye
significativamente a las diferencias interindividuales en el gasto energético diario total.
En estudios transversales, se ha amip@do que la actividad fisica es inversamente
proporcional al peso corporal. Ademas, es un rasgo familiar, es decir, tiene influencia
bioldgica, aunque el medio ambiente ejerce un gran imacto
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V  Metabolismo basal se define como el gasto energético de unviidio en
reposo, en un ambiente termoneutral y un estado postabsorptivquése puede
determinar evaluandonaserie de variables, se midenmunmente como la tasa de
consumo de oxigendel concepto de tasa metabdlica basal se desarrollé para poder
reaizar comparaciones del estado metabdlico de los animales. Esto es de gran
importancia en un contexto clinico para determinar, por ejemplo el estado tiroideo en
humano&. Desde hace mucho tiempo, se sabe que las hormonas tiroideas regulan e
metabolismo basal y que su mal funcionamiedso lugar a alteraciones en la
homeostasis energética. El 85% de pasientes con hipertiroidismo presentan una
pérdida de peso a pesar de incrementar su ingesta; por el contrario, el hipotiroidismo, se
asocia con una disminucion de la tasa metehpdando lugar a un aumento de peso a
pesar de la disminucion de la ing3

V  Termogénesis adaptativa se define como la produccién de calor en
respuesta a la temperedtambiental y a la dieta, y sirve para proteger al organismo de
la exposicién al frio o para regular el balance energético tras los cambios en la dieta. El
tejido adiposo marrorbfown adipose tissUdBAT), es el lugar mas importante donde
se produce laetmogénesis adaptathfaSu capacidad termogéniea importante para
la produccion de caloen recién nacidosgn roedores y mamiferos que hibernan
Adems§s, ayuda a Aquemaro el exceso de e
captacion de glucosa y acidos grasos para la produccién de traleés de su oxidacion
en las mitocondrigshace a este tejido una diana para un posible tratamiento para la
obesidad, diabetes y otros desordenes metab$licos

El BAT contiene pequefias gotas dijmias (estructura multiloculary numerosas
mitocondriasen cuya membrana interna se expresa la proteina gémateol (UCPEPL’. Esta
proteina proporciona una ruta alternativa para el desacoplamiento de la i@spirac
mitocondrial: favorece el gradiente de protones asociado a la fosforilacion oxidativa,
transformando la energia del gradiente en calor en lugattad®sin trifosfat¢ATP)1%’. Esta
ampliamente inervado por fibras eferentes del sistema nervioso simpatico, lo cual asegura el
control central de la termogénesis y presentagaoularizacion, permitiendoida disipacion
del calor generado.

La funcién del BAT est controlada a nivel central a través del sistema nervioso simpatico,
con la adrenalina como neurotransmisor clave. La activacion del sistema nervioso simpatico
conduce a la liberacion de dichoune ot r ans mi sor y a |l a activ
adrenérgicos que se encuentran en los adipocitos marrones (principalmente el receptor
adr e n ®rdgimagem 3) @& la activacion del receptor, acoplado a proteinas G, aumentan
los niveles deadenosin monofosfateiclico (AMPc), el cual actia a laproteina ginasa A
(PKA)%18  Esta ginasa provoca el incremento de la termogénesis actiiangionasa p38
mitogenactivatedprotein kinasgMAPK)°. PKA tiene respuesta de accion cronica yidey
sobre el BAT. La respuesta aguda provoca un aumento en la lipamnsecuente lilbacion
de acidos graso€sto ocurre debido a la activacion de tres proteinas: triglicérido lipasa
(adipose triglyceride lipasédTGL), hormona sensible a lipasa (HSLsu forma activada por
fosforilacién,(pHSL) y la monoacylglicerol lipasa (MG
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Ademas de la regulacion de la pirogens
termogénesis a nivel central, Secepiors o
existen sefiales periféric@snagen ow U TN
3) que influyen en su activacién o g

inhibicion, tales comdas rormonas AV
tiroideas quguegan un papel clave g N
en el metabolismo energético

OX-A/B 'GABAR

W GLPL |

actuando sobre tejidos periféricos NS
como el higado, pancreas, masculo mesinaivec \
esquelético, tejido adiposo blanco TN N |
(White adipose tissue WAT) y pancreas i I ey
BATY. En el BAT existe una .~ ¢ ., . =%
elevada expresion des receptores | 0w N W mateie
de estas hormonas; stadios A i > J“”ii/
genéticos y farmacoldgicos o /\IJ

I AR

hipotermia e intolerancia al frio escan >

activity I/

debido a la alteracion en la 7~
respuesta simpatitz>. Ademas, Sketetalmuscle
las hormonas tiroideas también

pueden actuar a nivel central Imagen 3 : Regulacién de la termogénesis en el

activandoel programa termogénico BATY. Licencia creative commons .

a través de sus acciones sobre el

sistema nervioso simpatis®. La leptina es unanormona/citoquinaque incrementa la
actividad del sistema nervioso simpatico hacia el A&tones deficientes en leptina (ratones
ob/ob o en su receptor (ratondb/db tienen el BAT atrofiado, con una baja expresion de
UCP1 dando lugar a una n@ actividad termogénié&?®. El BAT esuno de los tejidos mas
sensibés a la respuesta a la insulilian condicones fisiologicas, en las que los niveles de
insulina son elevados, el BAT muestra una gran captacion de dfféosa adiponectira
incrementa el consumo de energia a travésraeteptor activado de prodifacion de los
peroxisomas alfePPARa (peroxisome proliferateactivated recepto alph@f. Otros estudios,
han demostrado que reduce la termogénesis mediante la reduccién de la sefial'del®KA
expresion de UCP132,

BAT

Thermogenesis

muestran que su bloqueo da lugar a Vs /"’{/7

Natriuretic
peptides

7 Heart

FGF21les un regulador metabdticdnvolucrado en el control de la homeostasis de la
glucosa, sensibilidad a insulina y cetogénesis. Se produce principalmente en el higado y se
libera a la sangr&xisten numerosos estudios que demuestran el pdjattbe de crecimiento
de fibroblasto21 (fibroblast growth factorFGF2J) en la induccién de la termogénesis en el
BAT. Actla bajo el control de PPARYy la disponibilidad de &cidos grasos lib(een sterified
free fatty acidsSNEFFAs}'.

1.3 REGULACION Y CONTROL DE LA INGE STA DE ALIMENTOS

Pam la supervivencia y la reproduccion, el cuerpo ha desarrollado un sistema complejo
para controlar eficazmente la homeostasis energética. El cerebro supervisa constantemente el
estado metabdlico y ajusta somportamientoasi como a la vez integra la sidide sefales a
organos periféricos para asegurar un aporte de energia adecuadst&ina nervioso central
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detecta una escasez calorica o un &xoel cerebro orquesta respuestas que alteraugdesta

de alimentos, la particonutricional y funcioes fisiol6gicas como la producciéon de glucosa
hepatica, laadiposidad y la termogénesis. La interrupcion de este delicado equilibrio son las
causas de patologias comunes de trastornos metabdlicos como la obesidad y I&diabetes

La regulacion de la alimentacion debe dividiese sistemas de control a corto plazo y
sistemas de control a largo plazzanbos sistemas estan interrelacionados de modo que la
respuesta a un déficit de energia va acompafiado de un incremento de la ingesta y'%iceversa

1.3.1 Sistemas de control a corto plazo

Estos sistemas, a grandes rasgos, i ndi can
el final de la ingesta. Hablamos de la saciedad, respuesta a factores neuroendocronta
distension intestinal y liberacion de hormonas que se generan durante los procesos de digestion
y absorcién. Estasefales influyen en el apetito a través de sus acciones sobre el hipotalamo,
el tronco cerebral y el sistema nervioso autondiesificaremos estas sefiales segun su origen:
células de la grasa, tracto gastrointestinal y masthr

Sefales del tejido adiposo

Originalmente, se consideraba al dejiadiposo blancdan solocomo un érgano de
almacenaje del exceso de caloifegeridasen forma de triglicéridgaun depdésito a partulel
cual se liberan NEFFAslurante el ayuno para satisfacer las demandas energéticas del
organismo. Estudios llevadoscabo en los ultimos afios revelamegel WAT es un égano
endocrino extraordinariamente complejo que actia como regulador de la homeostasis
energétic®. Libera unaamplia gama dédactores, incluyendo proteinas complejas, acidos
grasos, prostaglandinas y esteroidpse se sintetizan de novo o se conviernten en el tejido
adiposo. A estas sefiales se las denonaiipoqunas® y pueden actuar a nivel local
(autocrino/paracrino) y sistémico (endocrino). Ademas, este tejido posee numerosos receptores
que le permin responder a las sefiales afereht@snonalesasi como las procedentes del
sistema nervioso centrdsi, el WAT, esta implicado en la coordinacion de una gran variedad
de procesos bioldgicos, adesndel metabolismoenergético, en la regulacién da
hematopoyesis, proliferacién celular y angiogénesis, inflamacién y funcion inmune

Ademas de los adipocitos y células pmsouas, el WATcontiene células endoteliales,
nerviosas e inmunitariaGstas Ultimas son de especial interés ya que se ha puestnifiestoa
gue la inflamacion puede ser la base del desarrollo de trastornos relacionados con la obesidad.
Se la visto que en WATe individuos obesos, existe una elevada expresion de proteinas pro
infalamatorias comcel factor de necrosis tumoral alfguma necrosis factor TNFa),
interleuquina 61(6), la 6xido nitrico sintasa hitric oxide synthase 20OS2), el factor de
crecimiento tramsf or mamg¢g §@gRbpeid’ h factor b,

A continuaciondescribiremos brevemente las acciones de las principajesqadias:

U Leptina: es una proteina de 167 aminodacidos codificada por elobe®e gcreta
principalmente a partir de los adipocitos aunque también se encontraron ciertos niveles
de acido ribonucleico mensaje(6RNm) en otros tejidos como la placenta, glandulas
mamarias, mucosa gastrica e higdddu regulacién transcripcional depende del flujo
de energia dentro de los adipocitos, por lo que los niveles circulantes de leptina vienen
definidos por la masa grasa; aumenti@msitorianente tras las comidas y disminuyen
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durane el ayun®. Existen al menos seis isoformas de seseptors, la principal
(Ob-Rb) altamente expresads el hipotalamo donda leptina ejerce su accion sobre
neuronas que expresen su receptor mediante una righalezacion dependiente JAK
STAT (janus kinaseSignal transducer and activator of transcriptihla principal
funcion de la leptina estd mediada a través de su receptor en el cerebro dando lugar a
una disminucioén del apetito y a un aumendt gasto ene#gjico, que se explica
principalmente por el incremento de la termogéndsss.leptina también ejerce
funciones anivel periférico a través de la expresion de sus receptores en distintos
teji dos. xidaawn elalipolisis @ inthbe la sintesis de TG. En los ratones
ob/oh el tratamiento con leptina restaura la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad
ainsulina. Estudios con animales y cultivos celulares muestran que la leptina modula la
accion de la insulina y viceversa, existiento una interaccion entre las dos vias de
sefializacioff. Otros efectos endocrinos importantes de la legtma por ejemplo, la
regulacid de la funciéon inmune, hematopoyesis, angiogénesis, desarrollo éseo y
reproducciof?.

U  Adiponectira: es un péptido de 248minoacidos altamente expresauo el
WAT. Su secrecién es estimulada por la insulina y otros factores que regulan sus niveles
en la sangreEn individuos obesos, el incremento de masa grasa, da lugar a una
disminucién de la adipeectina circulante mientras que la pérdida de peso tiene como
resultado concentraciones aumentadas en humanos y roéd&mshumanos, los
niveles @rculantes de adiponectina estan irsanente relacionados con el IM@ la
concentracion de triglicéridodJno de los mecanismos que podrian explicar esta
relacion inversa £ su aataciéon como factor antiflamatorio; asi, su produccién es
inhibida por factoes pranflamatorios como TN&, IL6, el estrés y la hipoxia Posee
dos receptoresAdipoR1 que se expresa principalmente en el musculo esquelético y
AdipoR2, en el higadd. Ambos receptores actiian a travéslalgroteina quinasa
activada por AMP(AMPK) y PPARa®. En el higado, aumenta foxidacion y
disminuye la gluconeogénesiddemas, los niveles de AdipoR1 y AdipoR2 estan
disminuidos en NASHEN el musculo, la union con el receptor da lugar a un incremento
d e doxadacidon y de la captaciéde glucosa. Reduce los niveles plasmatides
glucosay triglicéridos.

U Resistina:es un péptido de 12 KDa que se sintetiza principalmente en
adipocitos aunque se han encontrado niviedgss de ARNm en otros tejidos como el
hipotdlamo, glandula adrenal, bazo, musculo esquelético, pancreas tg trac
gastrointestin&f. Aunque es principalmente una adipoquigra,humanos puede ser
sintetizada por el musculo, células pancreaticas y macrdfagbgatron de secrecion
de la resistina es similar al observado en leptina. Los niveles circulantes incrementan
tras las contdas y con el aumento de la masa grasa; se ve ampliamente afectada por el
estado nutricional y metabdlico ya que el ayuno da lugar a una disminucion de los
niveles de ARNIff. Estudios enatones deficientes en resistina muestran bajos niveles
de glucosa en sangre debido a una menor produccion heétib@atamiento con
resistina administrada de forma periférica no afecta al peso corporal ni a la*thgesta
Sin embargo, la administracion central de resistina parece tener un efecto en la
homeostasis metabdlica por un lado inhibiendo la ingesta, y por otro lado induciendo
la resistencia a insulina en el higadestudios posteriores demostraron que la
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administracion central cronicde resistinareduce el peso corporal y activa la
lipogénesis de novo en el hitgay en el WAPOL,

Sefnales procedentes del pancreas

x  Insulina:A pesar de los periodos de ayuno y alimentacion, la concentracion
de glucosa en plasma permanece en un randde$fe/ mM) en individuos normales.
Este control se debe al equilibrio que existe entre la absorcién de glucosa a través del
intestino, la produccion hepatica y la captacion por parte de los tejidos periféricos en
funcion de la demanda metabdlita.insdina incrementa la captacion de glucosa en el
musculo y en la grasa e inhibe su sintesis en el higado. Promueve el almacenamiento de
los sustratos mediante la lipagsis en el masculo y la grasa, mientras que inhibe la
gluconeogénesis en el higado. Estemla glucdlisis y la sintesis de protasn el
crecimiento y la diferenciacion celutar

El receptor de la insulina es del tifactor de crecimiento similar a la insulina
(insulin-like growth factor IGFI1) es una proteina tetramérica que consiste en dos
subunidadeay dos subuni dades b que poseen act
de la insulina, se produce la autofosforilacion de dichas tirosinas que actian como sitios
de unidn para los siguientes componentes de la ruta de sefalizacion. El receptor de la
insulina posee 9 sustratos diferentes, de los cuales, cuatro son del tipo sustrato receptor
de insulina (insulirreceptor substrate, IRS)Los sustratos poseen diferentes funciones
segun su distribucion tisulaPrincipalmente hay dos vias de transducciéon éealss
activadas pola insulina: 1)via de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI13K) a través de la
cual regula el metabolismo de glucosa y lipid¥.ia de lasMAPK que egula la
sintesis de proteindsa viafosfatidilinositol 3 quinasgphosphatidylinositide-&inase
PI3K) es la principal a través de la cual la isulina ejerce sus funciones en el metabolismo
de la glucosa y lipidos. Esta via transmite multiples sefiales; la mejor caracterizada es
lavia PI3K/Akt y PI3K/PKC(proteina quinasa Cf*°. Existen otras quinasas cofiao
quinasa €Jun Nterminal C-Jun Nterminal kinaseJNK), la quinasakB (1 4B kinase
I K K,bPKC, mTORC (mammalian target of rapamicyn complex)la proteina
ribosomal quinasariposomal protein S6 kinasp70S6§ que pueden fosforilar varios
residuos de serinas en los sustratos para los receptores de insulina. En general, dichas
fosforiladones actian como reguladores negativos, disminuyendo la respuesta en la
sefalizacion de la insulipfa

x  Glucagbn es una hormona secretada por las células alfa de los islotes de
Langerhanspancreaticos derivado del gen q®-glucagdén, en respuesta a bajos
niveles de glucosa plasmatitaEsta hormona contrarresta la hipoglucemia y se opone
a las acciones de Iasulina medante la activacion de la sintesis y movilizacion de la
glucosa hepaticéf. Sin embargo, ademas de su implicacién en el metabolismo de la
glucosa, se ha descrito que el glucagon tambétd involucrado en la regulacion del
metabolismo lipidico y gasto energético. Numerosos estudios han descrito que el efecto
del glucagdn sobre el metabolismo lipidico se traduce en una reduccién de la sintesis y
secrecion de componentes implicados en lehaeenaniento energético (TG
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lipoproteinas de muy baja densidaerf low density lipoprotejrVLDL ), colesterol)

y en una movilizacion lipidica®®°. Se ha descrito que la administracién periférica de
glucagdn reduce la ingesta pero este efecto es mas acusado cuando la administracion es
central®®; la accion anorexigénica del glucagon implican la via PK#téina quinasa
quinasa dependiente de calcio calmodulinalcjum/calmodulirdependent protein

kinase kinas€ AMKK/AMPK en el arcuat§?.

Sefales del tracto gastrointestinal

x  Ghrelina se descubri6 como un ligando enddgeno para el recepto
secretagogo de la hormona de crecimiegtowth hormone secretagogue receptor,
GHSRY3 Se tata de un péptido de 28 aminoéacidos producido y secretado por las
células parietales del estomé&td.a expresion de ARNm de la ghrelina anta por la
pérdida de peso, el ayuno y la hipoglucemia inducida por la insulina. Su administracion
periférica estimula la ingesta de alimentos y disminuye la utilizacién de la grasa. Por lo
tanto, se ha propuesto a la ghrelina como una sefal entéridachada en la
homeostasis energética, siendo la Ghicemona peptidicgue estimula el apetito en
lugar de actuar como una sefial de sacf@dademas de su efecto hiperfagice, Isa
demostrado que la ghrelina provoca un aumento de la masamgsasu administracion
centraf®®’ o periféric&®. Para conocer los mecanismos realares que llevan a dicha
adiposidad, estudios in vitro han demostrado que la ghrelina estimula la diferenciacion
de preadipocitos de r&fay estimula la acumulacion de lipidos asi como la apoptosis
inducida por TNBE en adipocitos viscerales humaffds. Ademas de sus aciones
directas sobre el WAT la infusién cronica de ghrelina provoca esteatosis hepética,
aumentando el numero de gotas lipidigael contenido de TG debido a un mecanismo
dependierd receptor GHSR14 De forma similar, la administracion central cronica de
ghrelina también favorece la amulacion de lipidos hejicos y reduce su
movilizaciorf’. Los efectos anabdlicos de esta hormona, son parcialmente
independiates de su efecto hiperfagico ya que se ha visto que en ratas obesas inducidas
por dieta, aumenta la adiposidad y la esfine de enzimas lipogénicas sin efectos
hiperfagicosdebido a la resistencia de los efectos orexigénicos de la ghrelina en las
neurona ArRP/NPY?,

x  CCK (Colecitoquinia) péptido sintézado en el yeyuno y duodeno en
respuesta a la presencia de nutrientes. Tiene una vida media dezemtreutos, siendo
su principal accion reducir el apetito actida aferencias del nervio vagdiene
funciones locales como el retraso del vaciadorigastestimulacion de la secrecién de
enzimas pancreaticas y contraccion de la vesicula Hiliar

X GLP-1(glucagonlike peptidel): es una incretina derivada debpesamiento
posttranscripcional del gen pigro-glucagon en las odllas L del intestino y en el
sistema nervioso central®. Las acciones de GEP abarcan diverso tejidos,
estimulando la secrecion de insulina en el pancreas, retrasando el vaciado gastrico e
incrementando la presion sanguinea en el corazéon. En el cerebrd, §eRe su
accion metabolica entre otras zonas, en el hipotalamo, actuando como unaahdemo
saciedad y en el metalismo de la glucosd.a activacion de GLA central inhibe la
captacionde glucosa en el musculo, favoreciendo la liberacion de ifsulina
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acciones centrales de GiIPtambién involucran al metabolismoitico en el WAT
reduciendo el almacenamiento de TG independientemente de la iHgESBAT esta
también regulado por los efectosntrales de GLR, ya que incremental programa
termogénico, favorecienda transformacion de los adipitos del WATa un fenotipo
de adipocito marrérbfowning "&7°.

X PYY (péptido Y) este péptido se localiza a lo largo del intestino con una
mayor concentracion en el colén y en el recto. Aunque existe algutravewsia al
respecto, la forma-36 es orexigénica mientras que PYY3@ ejerce un efecto
anorexigénico. Sus efectos pgsindriales incluyen retraso del vaciado géstrico y
reduccion de la secrecion gastrica. Se han detectado acciones sobre el metdeolismo
la glucosa pero con un componente de dimorfismo sexual, que puede ser asociado a las
diferencias de género sobre el eje hipotalkiipofisario®.

2 METABOLIS MO HEPATICO

2.1  METABOLISMO LIPIDICO HEPATICO

El higado es un 6rgano metabdlico clave que controla el metabolismo energético del
cuerpo. Actla como un centro para conectar metabdlicamente a varios tejidos, incluidos el
musculo esquelético y el tejido adipoSo. metabolismo esta estrechamente controlado. Se han
identificadomultiples sefiales nutritivas, hormonales y neuronales para regular el metabolismo
de la glucosa, lipiddy los aminoacidosLa disfuncion de la sefializacion hepética y el
metabolismo causapredispone a la enfermedad del higado graso no alcoholico (NAFLD) y/o
diabetes tipo Z.

Tras la digestion, la glucosa, los acidos grasos y los aminoacidos se transportan al higado.
En estado posprandial, la glucosa seaalena en forma de glucégeno y/o se convierte en acidos
grasos o aminodacidoEl higado es el principal 6rgano que puede conveatipohidratos en
acidos grasos. @ando existe un exceso de glucosa en los hepatocitos, los acidos grasos libres
se esterifica con gliceroi3-fosfato para generar TG que se almacenan en gotas lipidicas o bien
se empaquetan ysecretan a la circulacibn como particulas de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL)hacia el WAT vy otros tejidos extrahpepati¢osagen 4) Los aminoaaos
se metabolizan para proporcionar energia o se utilizan para sintetizar proteinas, glucosa y/u
otras moléculas bioactivasn ayuno o durante el ejercicio, los combustibles (glucosay TG) se
liberan desde el higado a la circulacion y se metabolizahretseulo, tejido diposo y otros
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tejidos EI WAT producey
libera NEFFAsy glicerol a
través de la lipdlisis. El
musculo descompone el
glucogeno y las proteinas
liberando lactato y alanina.
Ketone . .
bodes  Lactato, alanina y glicerol
e O " FFA vuglven al higado para ser
ATGL utilizados como precursores

para la sintesis de glucosa
e et o (gluconeogénesis). Los
<« ATGL

NEFFAs se oxidan en las

Glucose

ChREBP

Acetyl-CoA
Insulin—————> SREBP-1c

Glucose —————> ChREBP l
Diet

mitocondrias hepéticas a
Apoa_mo@ través de la b-oxidacion
Insulin generando cuerpos cetonicos
(cetogénesisfimagen 4)los
cuales proporcionan
Imagen 4 : Metabolismo hepatico de TG 1. combustibles metabdlicos

Con permiso de American ASSN for the

advancement of science . para los tedeOS

extrahepaticos durante
periodos de inanicion o
duranteel ejercicid™.

2.1.1 Grasa procedente de la dieta

El higado es altamente susceptible a alteraciones en el contenido de lipidos de la dieta. La
esteatosis hepatic desarrolla en humanos y roedores en los primeros dias de inicio de dieta
alta en grasa. Esto no es de extrafiar ya que el 75% del aporte sanguineo que recibe el higado
procede de la vena porta hepética que transporta la sangre procedente del troictie giasal,
pancreas, bazo y vesicula biliar al higado. Aproximadamente entreA@aldel contenido de
TG proceden de la grasa de la dféta

2.1.2 Metabolismo lipidico extrahepatico

Comienza con la absorcion intestide las grasas procedentes de la dieta. Para poder pasar
del lumenintestinal al plasma, los lipidos son emulsionados e hidrolizadosos &cidos
biliares dentro del lumeros lipidoshidrolizados son absorbidos pos enterocitos donde son
empaquetaak en particulas de lipoproteinas (quilomicrones nacientes). Se secretan al sistema
linfatico y entran ena circulacién. Durante su viaje pierden dgmlipgroteinas, ApoA y
ApoA-1V, que son sustituidas por ApoE y ApdlCimportantes para su procesad\poGll
activa a la lipoproteina lipasa (LPL) que facilita la digestion de los quilomicrones a acidos
grasos y glicerol. Los acidos grasos son captados parcialmente por los adipocitos mientras que
los quilomicrones remanentes vuelven a la circulaciqmoEAes reconocido por el receptiar
lipoproteinas de baja densiddoly density lipoproteifLDL) en el hepatocito lo que facilita su
captacion. Dentro del hepatocitts quilomicrones remanentes son eliminados por lisosomas
liberando glicerol, acidos gsas, colesterol, aminoacidos y residuos de fosfato que son
metabolizados y reciclados en nuevas particulas, VE.DL
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2.1.3 Lipogénesis

La lipogénesis implicda sintesis de acidos grasde novo a partir deintermediarios
metabolicos como elcetil-CoA o el maloni-CoA. Esta altamente regulada por la glucgda
insulina, que activafatores de transcripciécomo la proteia de union reguladora de esterol
tipo 1-c (sterol regulatory elemesiinding protein 1cSREBP1¢ y la proteina de unién en
respuesta a carbohidrat@arbohydrateresponsive elelemebinding protein ChREBB en el
ndcleo(imagen 4) La insulina activa BEBP1c a través de la via de sefalizacion Alldgtor
hepatico X(liver X receptorLXR) y mTOR* SREBP1c es la isoforma mas expresada en el
higado; tiene funoines superpuestas con otra proteina de la misma familia, SREBP2 pero ésta,
esta implicada en la regulacion del metabolismo del coleStdros ratonesransgénicos para
SREBP1c, donde incrementa su @gidn, poseen mayor actividipogénic&®. La glucosa
promueve la lipogénesis activand€hREBP’ que al igual que SREBP1c, regula forma
positiva la expresion de multiples genes involucrados en la sintesis de acidos graskas como
acetl CoA carboxilasa(ACC), la acido graso sintas&AS) y la esteoril COA desaturasa
(SCD1®"8, ChREBP, ademas, incrementa genes involucrados en la glucolisis lo cual
proporciona mas sustratos parailatesis de NEFFAg TGE.

Dependiendo del estado metabdlico, los acidos grasos son procesados hacia TG e
inmediatamente almacenados o bien son rapidamente oxidados como fuente de energia durante
un estado de ayur{onagen 4)En individuws sanos, en ayuno, tiesa de lipogénesde novo
es de aproximadamente el 5% mientras que durante la comida incrementa hasta un 23%. Sin
embargo, en pacientes con NAFLD que presentan hipertrigliceridemia e hiperinsylinemia
muestran un incremento de ipdgénesis de novo hasta un 26% tras un &yého

2.1.4 Captacion

Otra fuente de acidos grases el hepatocitees el reclutamiento desde el torrente
sanguined.os acidos grasosgrsolopasan al interior de la céluda forma pasiva sinongién
facilitada a través de proteinas transportadoras de acidos dedagoadd transport protein
FATP) comoFATP2 y FATPS5. Los ratones deficientes en el FATP5 poseen una disminucién
de la absorcidiepatica de NEFFAg por tanto del aimacenamiento de®?GLa translocasa
de acidos grasos CDBGAT se expresa en macréfagos, adipogitosocitos, enterocitos y
hepatocitos facilitando la captacién y el tréfico intracelular de los acidos grasss Hor
roedores con esteatosis hepatica, la expresion de CD36/HAdramentaaunque su papel en
la enfermedad hepética en humanos no esta muy claro. En pacientes con obesidad maorbida, los
niveles de ARNm de CD36/FAT se correlacionaron positivamentelcoontenido de grasa
hepéticsel y con la apoptosis esteatohepatitis no alcohdlicllgnalcoholic steatohepatitis
NASH%29,

2.1.5 Oxidacion

Facilita la degradacion de los acidos grasos a aCetil para obtener energb@r lo que
su tasa sera elevada en ayyiiaja en estado posprandiala o xi daci - n b mit o
proporciona energia para los hepatocsos no que tambi ®n gener a
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hidroxibutirato, acetoacetato y acetona) que se exportan a la circulacién y proporcionan
combustibles metabdlicos para los tejidos extrahepaticos durante et‘ayuno

Los acidogyrasos se activan mediante la aCglA sintetasa en el citosol. Este proceso es
indispersable para qupuedan entrar emlmitocondria. Losle cadena media y corta pueden
pasar directamente por difusion, mientras que los de cadena larga lo hacen aettavés d
carnitina palmitoiltransferasa TPT1). El malonil CoA, intermediario en la sintesisnovo
de TG, es un inhibidor alostéo de CPT#,

PPARa y la insulina estan involucrados en la regulacion de la oxid%ci®RARa regula
de forma positiva las proteinas de trampale acidos grasos y enzimas relacionadas con el
metatwlismo de la Apo&’.

En circunstancias nor mal es, | os 8cidos gr as
oxidacion en las mitocondrias, mientras que los acidos grasos de cadena muy larga se oxidan
en los peroxisomas. En situaciones de sobrecarga de acidos grasodiabétios la w-
oxidacion, tiene lugar en el reticulo endoplasmético

2.1.6 Secrecion de lipidos

Aunqgue los mecanismos de cémo las lipoproteinas se ensamblan y son secretadas no se
conoce en detalle, hay tres componentes esenciales para el phpodsda principal proteina
responsableal ersamblaje y secrecion de lipidos; una cantidad adecuatadiesy la enzima
responsable de su transferencia hacia las lipoproteinas naciemesteliaa microsomal de
transferencia de lipidogmicrosomal triglyceride transfer proteifMTTP). Por b tanto,
mutaciones en Apob o delecciones en Mttp, reducen la secrecion hepatica de las VLDL y
provocan esteato$fs En humanosiutaciones en el exén 26 de Apmsulta en elevados
niveles de colesterol, higado graso y posible cirrosis y hepatocaréhobmasecrecion de
VLDL desde el higado estd a menudo incrementada ennpegieon esteatosis; la tasa de
secrecion de lipidos es éal conforme a su incrementoasta que se alcanza una meseta
(umbral) en el que los niveles de lipidos hepaticos exeden el 10%. En esos casos, dgesar de
secrecidn, no se revierte la enfermedadhigado graso no alcoholidégnalcoholic fatty liver
diseaseNAFLD?®?,

38



Introduccion

2.1.7 Macroautofagia

Estudos recientes han relacionado il Lysosome
macroautofagi@on la homeostasiipidica en el O) Autophagosome
higadd’. Mediante la ruta lisososmal, iseiclan : \ /‘\.\‘,H
los constituyentes celulares prescindibles @_’@ ‘@
) \\H’

fuentes de energtiurante un estado de ay'ffio /
Estudios recientes en animalesisugn que es un

proceso clave en la lipdlisis hepéatica / @_@
degradacion de la gota lipidica. Durante /

inanicién, la macroautofagia conduce a la fusi '

de lisosomas y gotas lipidicas dentro ue

autofagosomas que son degradados; 10s acid@§agen 5 : Funcion de la macroautofagia en

grasos son por tantbberados (imagen 5)y el metabolismo lipidico hepético °7. Con

pueden ser catabolizados via oxidacion @ permiso de American Physiological Society .

cuerpos cetonicos en caso de inanicion. Ademas,

el glicerol liberado en la degradaciéon de los TG, se puede convertir en glucosa via
gluconeogénesis hepatica.

2.2 METABOLISMO HEPATICO DE LA GLU COSA

2.2.1 Captacion,sintess de glucogeny gluconeogénesis

El higado desempefia un papel fundamental en el metabolismo de la glucosa ya que regula
su concentracion en sangre. La glucosa llega a los hepatocitos a través de los transportadores
de glucosaGLUT?2. La delecion de este transpantdloquea su entradala célulasin afectar
a la sintesisle novg esto sugiere que la glucosa puede utilizar otros mecanismos de ¥ntrada
Tras su entrada, la glucosa se fosforila a gluéeesfato (G6P) mediante la enzima
glucoquinasa (GK)Se sabe que lawutaciones en el gen de la GK estan implicadas en el
desarrollo de NAFLB. Se regula transcripcionalmenter pBREBP1c,por los factores
nucleares de hepatocitbgpatocyte nuclear factopHNF) HNF4a, HNF6, FOXO1(Forkhead
box 0% (imagen 5)La G6P no puede ser pasar a través de los transporatdores por lo que es
retenida en el interior del hepatocito.

Tras la ingesta, la G6P actla como precursor para la sintesis de gluadgerds de la
glucégeno sintas®. La insulina activa lafosfoprotein fosfatasa, la cual cataliza la hidrdlisis
de los grupos fosfato de varios enzimas implicados en el metabolismo del glycégeno
incluyendo la glucégeno sintadasta enzima solo esta aeticuando no esta fosforilagia@ste
hecho es deperghite del PK la cual se activalastericamente por la &6y ademas esta
finamente reguladaor la ratio glucagon/insulinaEn ayuno, la concentracion de insulina
disminuye. El glucagon y las catecolaminas, secretadas por las aétledspancreas y la
médula adrenal respectivamentetj\ian a PKA la cual activa a la glucégeno fosforil&sa

Durante periodos cortos de ayuno, el higado produce glucosa principalmente a traves de la
glucogenolisis. Sinmabargo, el glucdgeno se agota rapidamente duranteslémeas de ayuno
y decrece progresivamente después de [alforas; luego entra en juego un segundo aporte
de glucosa proveniente de la gluconeogeénesis, capaz denexalat homeostasis de la glaao
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hasta las 60 horas de aytiMfoEn la gluconeogénesis, el hepatocito es capaz de producir
glucosa a partir de precursores como lactato, piruvato, glicerol y aminoéacidos. La tasa de
gluconeogénica se controla por la activaaénas encimaisfoenolpiruvato cdmoxiquinasa
(PECK), fructosal,6-bifosfatasa y |&6P fosfatasd? En ayuno, hormonas catabéigcaomo

el glucagén, dan lugaa una sefializacion mediada por AMP ciclico que desencadenan la
interaccién de CREB con sus coactivadopara dar lugar a la activacion transcripcional de
genes gluconeogenic83 Ademas deelemento de respuesta a AMPCAMP response
elemertbinding, CREB), FOXOL1 junto conla proteina 1 alpha coactivadora del receptor
activado por el proliferador de peroxisomgeeroxisome proliferateactivated reeptor
gamma coactivator -alphaPGC1) y otros factores tienen efectos trancripcionales sobre
genes gluconeogenicos en ayuno gracias a la falta de sefalizacion de la sidi@ ynsu
principal diana AK®%% De forma contraria, después de la ingesta, la terminacion de la
gluconeogenesis hepética se alcanza por la inhibicion transcripcional de geoeeogénicos

por insulina Concretamente, en estas condiciones, cuando los niveles de insulina son elevados
se activa la sefalizacion por AKT de forma que se impide la actuacion de FOXO1 sobre la
transcripcion de genes gluconepig@s .

2.2.2 Glucolisis

Los hepatocitos poseen una gran flexibilidad a la hora de seleccionar combustibles para la
obtencién de enrgia (glucosa y/o acidos grasos). Dicha seleccion estaaquuriadfiales
hormonales. Tras la ingestapmento en que la glucosa es abundateepatocito prefiere la
via glucoliticaja G6Psemetaboliza para generar piruvatotros intermediari®quese utilizan
para la sintesis de lipido aminoacido biense procesa en elatd de Krebgpara obtener
energiaEn ayuno, estado en que la concentracion de glucosa es baja, el hepatocito oxida acidos
grasos para obtener enefgia

La glucolisis esta regulada por cuatro enapancipales: la GK, fosfofructuinasal
(PFK), la piruvato kinasa (PK) y lgsruvato deshidrogenasa quinasBPKs). Durante el
ayuno, la expresion de estas enzimas
se encuentra baja mientras que tras la
ingesta incrementan su actividad
glucoliticd®®. La glucosa puede

Insulin, SREBP-1c,
HNF4a, HNFB, USF1

e activar factores de transcripcion
8 °°“ . como ChREBP que induce la
GW) e O expresion de genes como la PK
/“_ m/w dando lugar a piruvato. ChREBP

) | gy FERk A vk AN Ml juega por tanto un papel critipara
e o < il el depésito del exceso de
i L e LR carbohidratos en forma de grasas
_— e - Sl puediendo contribuir al desequilibrio
\ & Q\‘ J entre el consumo de nutrientes y su

almacenaje favoreciendo la

obesidaé’’ (imagen 9.
Imagen 6 : Metabolismo hepatico de la glucosa 8. Licencia
creative commons .
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3 ENFERMEDADES HEPATICAS ASOCIADAS AL SINDROME
METABOLICO

La enfermedad de higado graso no alcohdlivon@lcoholic fatty liver diseas@&AFLD)
sedefine como la presencia de mas de untBgticéridos en los hepatocitpen ausencia de
otras patologias hepéticas como infecciones viricas crénicas como la hepatisis, de
medicamentes que inducen esteatosis y otr#srmedadesomo hepatitis autoinmune,
hemocromatosis, enfermedad de Wilson o consumo de a®hal NAFLD esta fuertemete
asociada con las caracteristicas del sindrome metabdlico, que incluyen obesidad, resistencia a
insulina {nsulin resistance IR) o T2DM vy dislipidemia; por lo tanto, se considera la
manifestacion hepatica de este sindro®e.ha convertiden la causa mas frecuente de
disfuncion hepética en muchos paises desarrollados o en vias de desarrollo, en linea creciente
con la prevalencia en aumento de la obes&ltR Se prevé ademas, que sea la causa principal
para el transplante hepatico en varios paises en una década ya que la incidencia de dafio hepatict
mas seglero (cirrosis) por hepatitis viral cronica disminuye, mientras que la de NAFLD
aumenta.

LaNAFLD se presenta como una enfermentdidimatoriahepéticacronicacon un amplio
espectro de estadiosomopodemos observar en la imagendésde una simple esteatosis
(acumulacia intrahepatica de TG) hacia NASHgista fasesfles de la germedad como la
fibrosis cirrosis y hepatocarcinoma celul&n paralelo a dicha acumulacién de lipidos, pueden
ocurrer otros eventos dafiinos como lipotoxicidad, estrés oxidatikonacion, apoptosis, etc.
que son los querovocan la progresion de NAP a NASH y hacia fibrosis, cirrosis y, en
ultimo caso, a hepatocarcinotffa

o

y
el L Simple | _4
1] .
Boumel Lives S!EB‘OSBS o =

Cirrhosis carcinoma

/ I Hepatocellular
\ NasH (B £ ’ '
d 7,
-

Normal
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:

Imagen 7 : El espectro de la enfermedad del higado graso no alcohélico 1.
Con permiso de American ASSN for the advancement of Science .
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3.1 PRrRevVALENCIADE NAFLD vy NASH

Existen limitaciones a la hora de realizar las estimacionés pleevalencia de NAFLD
tanto por la poblacion estudiada (etnia, sexo..) como por la sensibilidad de la técnica de
diagnéstico utilizada.a disponibilidad de técnicas no invasivas para estudiar el metabolismo
hepético en bimanos son limitadasesrequieen biopsias hepaticas para identificar a los
individuos con NASH, lo cual impide realizgrandes estudios poblacion&feg\ pesar de sus
limitaciones, & bigsia hepatica sigue siendo el método estandar. Otras técnicas no invasivas
como las basadas en imagen (tomografias, resonancia magnética..) proporcionan una
evduacion del contenido de triglicéridos hepaticos pero no pueden distinguir entre esteatosis y
NASH o detectar fibrosis poco avanzadass estudios basados en la bioquimica hepatica
informaglode una menor prevalencia de NAFLD que los estudios basados ganésma
biopsias™.

Clinicamente, los pacientes con NAFLD suelen ser obesos con resistencia a insulina y/o
diabetes tipo 2, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hipertensiédos ellos factores de riesgo
para la enfermedad cardiovascular. De hecho, la prevalencia de NAFLD en pacientes con
componentes del sindrome metabdlico es muy alta. El 76% de los pacientes con diabetes,
desarrollan NAFLD y el 90% de los g@antes con lbesidad severa sometidos a cirugia
bariatrica, tienen NAFLES, La preval@ecia de NAFLD en persosacon un IMCnormal, sin
la presencia de factores de riesgo metabdlico, es de alrededor d¥l 16%

La prevalencia obtenida para pacientes con NAStpartir de paentes con NAFLDes
del 59,1%%%, La mortalidad aumentan pacientes con NASH vy fibrosis avanzada. Un estudio
de seguimiento a largo plazo, ha mostrado que en 129 pacientes con NAFLD, la mortalidad no
aumentd en aquellos pacientes que motraban una simple esteatosis pero si en pacientes con
NASH!!L Aproximadamente el 41% de los pacientes con NASH desarrollan una progresion de
fibrosis con una progresioén anual del 0,09%. Ladiecia anual de hepatocarcinoma (HCC)
en pacientes con NAFLD fue del 0,44 por cada 1000 personas al afio mientras que para NASH
fue de 5,29 por cada 1000 personas at%rio

3.2 HISTOPATOLOGIA Y CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES HEPATICAS NAFLD Y
NASH

El sello histologico de NAFLD es la esteaspsla acumulacion de T@epaticos;
normalmente gotas mixtas grandes (macrovesiculares) y pequefias (microvesiculares)
contenidas dentro de los hepatoci{oeagen 7. La esteatosis macrovesicular es la mas
extendida en pacientes con NAFLD en donde una gran vacuola de grasa desplaza al nucleo
hacia la periferia celul&¥. Las caracteristicas histoldgicas de NASH incluyen esteatosis con
lesion hepatocelular e inflamacién lobular con o sin fibrosis. Si se produce fibrosis, seprodu
cambios en la arquitectura hepatica como la pérdida de la distribucion normal de las queratinas
8 y 18 dentro de los hepatocitts Tanbién pueden aparecer cuerpos apoptoicos y necrosis.

La lesion en los hepatocitos se describe cballmoningque significa que aparecen hinchados
y agrandados, con el citoplasma con una apariencia reticldgdaecen infiltraciones de
linfocitos, macrofags, eosinofilos y neutréfild$' (imagen 7.
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En 1999 el grupo de Brurdt al realizd6 una evaluacion semictitativa de lesiones
asociadasan NASH estableciendo urddasificacion del estadde la fibrosis como se habia
hecho para otras enfermedades hepaéticas crétic&m embargo, este sistema touwo en
cuenta que para evaluar la NASH es necesario contar con todas las caracteristicas de esta
enfermdadde forma individual (esteatosis, inflamaciérbgllooning. Mas tarde, la NAHS
Clinical Regarch NetworKCRN), una red de ocho centros de investiga@GnEEUU @e
cooperan entre spertenecienteal National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
DiseaseqNIDDK), validaron un sistema de puntuacicon que abarca todo el espectro de la
NAFLD'5, EI NAFLD Activity Score (NAS) es un sistema que puntua de forma independiente
cada una de las @anteristicas de la NASH Se ha utilizado un NAS > 5 para diagnosticar la
NASH. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que tan solo un 75% de las biopsias
analizadas la NASH presentaban un NAS!¥; 5ambién se puso de manifiestofalta de
criterios histopatoldgicos unificad'!”. Con el fin de reducir las variaciones entre pat6logos,
un consorcio europeo denominado FLIRtfy liver: Inhibition or Progressionided un nuevo
sisema de puntuacion llamado SAgtdatosisactivity-fibrosig)*8 (imagen §. Con este nuevo
sistemase distinguen claramengsteatosis de actividadhepatocitos normales de aquellos
adyacentes que tienballooning En la siguiente imagen podemos ver los valores asighados

Steatosis Ballooning _ Lobular Diagnosis
(0,1,2,3) (0,1,2) inflammation
(0,1,2)

O ——> NAFLD

1 < 1 —— NASH
2 ——> NASH
1,2,
0 — NAFLD
2 < 1 —— NASH

2 —> NASH

Imagen 8: Algoritmo de diagndstico y seguimiento de NAFLD adaptado del método de
inhibicién de la progresion de higado graso (FLIP) y el método de puntuacién SAF 2.

3.3 PatoLocia DE NAFLD Yy NASH

Como principal érgano detoxificante del cuerpidhigado juega un papel importante en el
control de la homeostasis metabdélica como lugar principal de sintesis, metabolismo, almacenaje
y redistribucion de carbohidratos, lipidos y proteéffhasos mecanismos implicados en la
progresion de la enfermedad hepatica, NAFLD y NASH son complEjpggeneral, para
explicar la patogénesis de NAFLD, se acepta que los ewgtaonducen a su desarrollo estan
relacionados con la obesidad y la resistencia a insulina. Estos eventosaptava mayor
liberacion de acidos grasos librgsgpodrian desempeiiar un papel importante en el desarrollo
de la esteatosis hepatita
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En 1998 Day et al. propusieron lgphit e si s de | os
en la acumulacion de TG &cidos grasos libres en los hepatocitos como conssals
aumento de la lipolisis periféricde lipidosen la ingesta o biede la lipogénesis de novo
hepaticaimagen 9. La simple acumulacion de TG citosoélicos se considera inerte e incluso la
acumulacion de gotas lipidicas puede tener un efecto hepaiciprdf. Sin embargo, la
acumulacion de intermediarios lipotoxicos, como el diacilglicerol (DAG), provocan resistencia
S e g u n dimplicd dadid Ipepaticdprogresion a NASH)
provocado por el aumento del flupontinuadade &cidos grasos libres en el higado generando
lipotoxicidad, estrés oxidativg del reticuloendoplasméaticdRE), inflamacion, apoptosis y
alteraciones en los niveles de adipoquitd8 Este dafio hepatico puede terminar con el
desarrollo de fibrosis debido a la activacion de las células estgldeesdeposicion de
colagend?! (imagen 9. Sin embego, durante los Gltimos afios se cree que el dafio hepatico se
a un proceso de "nAm¥l ti pl &ea ymalélpeelas 0
acumulacion de TG y gotas lipidicas y a los mesaos fisiopatolégicos del NASH

a insulina hepéti¢d’. E |

debe

previamentenencionados

Development Active Steatohepatitis
of steatosis steatohepatitis with fibrosis

Insulin-resistant .
adipose tissue 1
H
H
H

+ Lipolysis (4FFA)
+ Adipocytokines
+ Adiponectin

/ Activation of
Increased + Lipotoxic s inflammatory
TG-derived - pathways
metabolites =

4Glucose
production
4 VLDL secretion
g, > sy

g
Apo-B &
g
Q, o \
. +Small, dense
Q LDL-C

Imagen 9 : Representacion esqumatica de la fisiopatologia de NASH
permiso de Elsevier.
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131 Con

4 MECANISMOS CELULARES QUE CONDUCEN AL DANO

4.1 RESISTENCIA A INSULIN A

Como ya hemos mengciado, la inslina es lipogénica y antigluconeogénica en el
hepatocito En una situacion fisioldgicda insulina favorece la entrada de glucgsau
fosforilacion a G6P, promovienda formacion de glucégeno primero, y a la oxidacién por la
glucdlisis y ruta de las pentosas fosfato desptié®e esta manera, la glucosa proporciona
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acetitCoA y nicotinamida adenina dinucleotido fosfdfldADPH) necesarios para la sintesis
de novo de &cidos graséas

La resistencia a insulinaesconsidera el factor fisiopatolégico mas importaneeé
desarrollo de la NAFLDDismiuye el transporte de glucosa estimulado por la insulina al interior
de los adipocitos y miocitos y empeaa accion en la inhibicion de la sintesis hepatica de
glucosa. Se han propuesto varias rutas metabdlicas que juegan un papel imporgnte en
desarollo de esta patologia como la inflamcion, la activacion del estrés del RE y la acumulacion
de lipidos extraépatico$?®. En la mayor parte de los casos de resistencia se cree que se deben
a defectos en la via de sefalizacion: mecanismos de regulaciéon negativanalias en la
funcion de los transportadores de gluéés&stos defectogarian segin la funcién fisioldgica
de bos tejidos y 6rganos afectados.

4.1.1 Resistencia a insulina periférica base de la esteatosis hepatica asociada a
obesidad

La resistencia a insulina se define como un desajuste en su capacidad para regular el
metabolismo de glucosa y lipidos. Es un efecto tanmpy crucial asociado con la obesidad y
la diabetes tipo2>'%®, asi como a otros desérdenes del metaboliSité

En una situacion posprandial, en el tejido adidasosulina frena la lipdlisis de los TG
almacenados inhibienda HSL'?®, aumenta la entrada de glucosa y su oxidaciorolitioa
generando intermediarios metabdlicos para la sintesis de TG de aubiva, la LPLdel
endotelio vascular que rompen los quilomicrones (QM) y las VLDL liberando acidos grasos
que entran por difusion al adipocitd

Cuando existe un exceso de
calorias, éstas se almacenan en
innammatorycens  10S — adipocitos del WAT.En
- adultos, & primera adaptacion
para evitar la lipotoxicidad
derivada de la sobrealimentacion
cronica es el aumento de
tamafio de los adipocitos
(hipertrofia) segwlo de un
mecanismo compensatorio a
largo plazo que implica la
replicacién celular de la grasa

high caloric diet
white fat tissue

metabolic stress
Inflammatory stress

ER-stress

Kt INK ]

” (hiperplasia), mecanismo
patocytes X A
predominante en la obesidad
blockage of insulin-signaling- insulin-resistance infantil. En esta situacignel
adipocito expresa un perfil
Imagen 10 : El exceso de calorias provoca estrés metabdlico genético similar al de los

infl i | WAT 4. Li i i . A
e Inflamatorio en e icencia creative commons macrofagogl y produce

adipoquinas  proinflamatorias
como TNFR, interleuquinas, proteina quimioatrayente de monocitos mon@cyte
chemoattractant proteit, MCP1) y otros prductos dexiados de macrofaggqemagen 10).
Numerosos estudios sefialan que &aNH.6 y, en menor medida, la adiponectina, son las
responsables del desdfoade la IRal desajusar la fosforilacion del receptét® La reducida
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secrecidrde adiponectinan obesidadaltera el metabolismo de lipidos y la sensibilidad de la
insulina en el higadda administracion de adiponectiea ratones obesos alimentados
dieta alta en grasa aliviad¢ateatosis y la inflamacid#’. En la esteatoheptatitis, la disminucion

de la secrecion de adipotiea por los adipocitos disfuncionales contribuye a la formacién de

NASH 135 Por otro ladoTNFa e IL6 actiian a través detais metabdlicas activadas por las

gui nasas JNK e | KKb,

insuling*136137,

gue Cc oamdtoria § resiseencia a a

Se ha demostrado que las citoquinas incrementan la lipdlisis en el tejido &Fdso
afectando a la estabilidad de las gotas lipidicas favoreciendo la funcion de lad*iphsas
acidos grasos bloquean la sefial intracelular de la insulina en el propio tejido adiposo y ademas

estimula la secrecion de insulina por l@lcu | as b

del p8ncreas

si el pacreas se agota, T2DM.a elevadaconcentracion de é&cidos grasoscuaantes
contribuyea la acumulacion ectopicoa en otros tejidos, como el higado y el médtllo

4.1.2 Resistencia a insulina hepética

En un individuoobeso con resistencia periferica a la insulina es de esperar una elevada
concentradn de &cidos grasos libresn el hepatocito, al encontarse inducidas las tres

principales fuentes de idos grasos: la dieta (15%), NEFFA&isculantes, pringalmente del
tejido adiposo (59%) y la sintesis de novo hepética (A6%@gen 11). Ademas, tambiée

generanNEFFAs en los sinusoides hepaticos por la acciéon de la lipasa hepética sobre los

quilomicronest,
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Imagen 11 : Defectos metabd licos que conducen al
desarrollo de la esteatosis hepatica 3. Con permiso de
American Society for Clinical Investigation

‘4 DAGs son
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——— Insublin
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Dentro del hepatocito, o
acidos graseson netabolizados de
dos formas: via oxidaciébn para
generar ATP o bien se esterifican
para dar lugar a TG, incorporados en
las VLDL y exportadas o
almacenadas dentro del hepatocito
(imagen 11) Por otro lado, ds
metabolitos
intermediarios en la conw@én a
TG; su acumulaciohepéatica en las
gotas lipidicas citosélicas se asocia
con una mayor translocaciéon de una
nueva isoforma de las quinasas tipo
C, la PK& a la membrana
plasmatica donde se une e inhibe el
dominio quinasa intracelular del
receptor @ la insulina y la
fosforilacion de los sustratosle

may

Pr ovaoecec

insulinal y 2. En un estudio traslacional reciente, en un grupo de pacientes obesos no diabéticos
sometidos a cirugi bariatrica encontraron unaariacion significativa en la resistencia a
insulina El contenido de DAG vy la activacion de P&fDeron los predictores mas potes de
la resistencia a insulift@epatica y representareh60% de dicha variabilidatf (imagen 12
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El exceso de glucosa se convierte en acidos grasos mediante la conversion de glucosa en
piruvato, yde ahi pasan a la mitocondria para entrar en el ciclo de Krebs. El citrato formado es
enviado al citosol donde es convertido a ae€yh. La enzima ACCL1, lo convierte en malenil
CoA para acabar forando moléculas de P&

La sobrecarga dépidospr ovoca en | a c¢c®lula b pancr e
desregulada para compensar la incapacidad del higado para reducir la produccion de glucosa.
La hiperinsulinemia conduce a una regulacion positiva de los factores de transcripcion
SREPB1c y ChREB incluso bajo estas condiciones de resistinca a insulina, resultando en un
incremento de la sintesis de novo de TG. SREBP1c también activa ACC2, una isoforma de
ACC que produce malorLoA en la membrana mitocondrial. Este incremento de malonil
CoA dismnuye la oxidacionde los acidos graSos

Insulin Insulin

Oleate
GPAT Glycerol-3P

Insulin
transduction
signal

T.'

LPA

s \ d h — Proteasomal
ncrease degradation
DAG =it PKCE -—-{M QD P <

R Foxo1
DGAT l it

Iublqumnallon

Inactive P

Foxo1 J

O _PISKJ
Insulin
resistance

Increased
H

Decreased
Hepatocyte HPG Hepatocyte

Imagen 12 : Mecanismos por los cuales los metabolitos lipid icos afectan la
sensibilidad a la insulina en el higado 2. Con permiso de American Society for
Clinical Investigation

T a nt oeoxidaeon bomo el ensamblaje de las VLDL estan inhibidos en pacientes con
higado graso no alcoholit¥. Siendo la insulina una hormona lipogénica, su papel en la
regulacion de las VLDL es controvertido. Se ha descrito que concentraciones elevadas de
insulina promueven la degradacion deoB y una menor secreciéon de VLDL en cultivos
primarios de hepatocitade modelos murind¥. En esta linea, también se ha registrado una
menor secrecion de VLDL en pacientes con NASKSin embargo, otros estudios relacionan
la hiperinsulinemia y resistencia a insulinanam aumento en la sintesis dpo8t3%146, Sin
embargo, mas athnte en esta tesis, discutiremos sobre el papel del reticulo endplasmético y
sus efectos sobre la secrecion de TG.

4.2 MEDIADORES MOLECULARE S DE LA LIPOGENESIS Y SU PAPEL EN LA ESTEATOSIS

A. Factores de transcripcion nucleaes:

FXR (farsenoid X receptor): Enl digado, los agonistas de FXR mejoran la
sensibilidad a insulina incrementando la eliminacion de TG, debidonarao de la
expregon de la APOCIly el receptor de las VLDL A u me n tosidacion a b
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mitocondrial. FXR también inhibe directamente lévacion de las células estelare
hepatcas y la fibrogénesis hepatica asi como la inflamacion de la microbiota
intestinat*’.

TLXR: es un faalr de transcripcion qugiegaun papel critico en la homeostasis
del colesterol y el metabolismo de los acidos biliares. Aumentaroggliyesis hepatica
ya que regul&REBP1c. Ademas, el promotor de ChREBP contiene sitios de union a
LXR incrementandosi su actividad'®,

TPXR (pregnane X recept@rmodula la homeostasis lipidiaaravés de SREBP1c
y de carbohidratos, lanflamacion y la fibrogénesisSuprime la gluconeogénesis
hepatica compitiendo con el factor nuclear HNF4 por su lugar de unién seaPBXR
también actia como aepresor de la transcripcidon de FOXOL1, otro regulador positivo
de la gluconeogénesis que esta sobreexpresada en NASH.Adesids efectos en la
regulacion metabdlica, PXR tiene potentes actvidadamflamatoriag/ antifibroticas
tanto in vivo como in vitro. Es capaz de suprimir la apoptosi§vdact or nuc |
(nuclear factor kappdight-chainrenhancer of activated B k€ NFkb) y mejora la
autofagia en los hepatocit3&'°.

TPPARs receptores del peroxisopraliferador activdo (peroxisome
proliferator-activated recepto)s Pertenecen a una superfamilia de receptores
nucleares; se pueden clasificar en tres subtipos: PRPRRARI (también llamado
PPARDB) ¢ PPAR

- PPARy. Normalmente su expsion es baja en higado, pero en modelos
de resistencia a insulina e higado graso, su expresion es elexatkdeion
parcial de PPARen modelos de ratones resistentes a insulina (ob/ob) pudo
atenuar el desarrollo de la esteatosis, independientemerte ptlesencia de
hiperinsulinemia o hiperglicemi?. PPARypromueve la diferenacion de los
adipocitosla secrecion de adiponectinangjaa la sensibilidad a insulina. Las
tiazolidinedionas (TZDs)utilizadas en el tratamiento para la diabetem
agonistas de PPARjue revierten NASH y una ligera fibrosis en pacientes con
NASH, pero poseen efectos secundarios no deseados; por eso fedmba
compuestos en los que se combinan PRAKRPARS,

- PPARa: se expresa en el higado y otros 6rganos metabdlicamente activos
como el muasculo estriado, el rifignel pancreas. Regula de forma positiva
numerosos enzimas involucrad®s  -oxadacitn,transportadores de acidos
grasos a través de la membrana y la cetogénesis. La activacion da PPAR
mejora la eliminacion de TG mediante la regulacién positiva de QRh.diana
de PPAR es la catalasa, que mejora la detoxificacion del peroxido de hidrogeno
y protege al hepatocito frente al estrés oxidativo, que es crucial para el desarrollo
del dafo hepatico en NASH. PPARumenta la transcripcion de FGEZHor
ultimo, PPARa tiene propiedadesantiinflamatoriase inhibe la secrecion de
citoquinas como IL1, IL6 y TN& liberadas debido al incremento LPS
(lipopolisacarido)

- PPARJ: su expresion es ubicua y se ha implicado en el metabolismo
lipidico y la homeostasis energgtien varios érganos, incluyendo el higado. En
las células no parenquimales, tiene propiedadesirdaamatorias, ya que
polariza a los macrofagos de un tipo de respuestinffanatorio M1 a un
fenotipo M2 antiinflamatorio“°.
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B. AMPK
Es un sensor celular de estac yetformin TZDs

energético de la célula y ur Acetyl-CoA
regulador clave del metabolism¢ ACC
celular. Se activa durante ¢ AMPK /,w J
restriccion calérica o demandas d i ¥ Malonyl-CoA |-} B oxidation
energia elevadas, cuande agotan - |FAS
las reservas de ATRa activacion : i
de AMPK estimula la produccion [¥ Saturated FAs |
de ATP mediante la activacion de ¢SCD’

rutas catabolicas, comd a -
oxidacion y la inhibicion de
procesos que consumen ATP, comdmagen 13 : Consecuencias hepaticas de la activacion
la lipogénesis. La metformina, de AMPKSS. Con permiso de  American Society for
. . . Clinical Investigation .

tratamiento para la diakes, activa
la actividad hepética de AMPK. La&ZDs se conocen principalmente porque acttan
activando PPAR, sin embargo, se ha visto que también activan ARAFiagen 13.

En modelos preclinicos de NASH, los activadores de AMPK mejoran la resistencia
ainsulina suprimiendda gluconeogénesi§ambién mejora NASH blucido debido a
la ingesta de undieta alta emgrasaa través de la regulacion negativa de factores clave
en la sintesis de colesteroagidos grasos, como SREBP y ACED los hepatocitos, la
activacion de AMPK puede también mejota biogénesis y actidtad mitocondrial
mediante la inhibicion de mTORC1, previniendo asi la acumulacién hepéatica de lipidos
debidoal exceso de nutrienteBdemas de sus efectos metabdlicos, la activacion de
AMPK también tiene un efecto directo anflamatorio ya que inducealtransicion
funcional de macréfgos que liberan citoquinas proinflamatorias, fenotipd a
fenotipo M2o antiinflamatoria¥ 14,

¥ Monounsaturated FAs |

C. mTOR
Es también un regulador del metabolismo y crecimiento celular que responde a
estimulos nutricionales y hormonales; la desregulacién de mTOR est4 implicada en
muchas enfermedades como la diabetes, la obesidad y NASH.

MTOR se asta con varias proteinas para formar dos complejos de sefalizacién
con diferentes reguladores y sustratos diana: mMTORC1 y mTORC2. mTORCL1 se activa
por aminodacidos y factores de crecimiento como la inguéi IGFs.Promueve el
anabolismo celular mediante #ntesis de proteinas, lipidos y nucleétidos. Regula
positivamente la lipogénesis a través de la inhibicion de AKT y directamente a través
de la activacion transcripcional de SREBPAdemas del metabolismo de &cidos
grasos, mTORCL1 activa la sintesis dé&esterol y su captacion mediante el control de
SREPB2BIloquea rutas catabdlicas y procesos como la autofagia a nivel transcripcional
y posttranscripcional regulando negativamente PRARa cetogénesifEn modelos
animales, la inhibicion de mTORC1 meddASH inducido por dita alta en grasd.

49



BEGONA PORTEIRO COUTO

4.3 LIPOTOXICIDAD

La progresion de la esteatosis a NASH podria determinarse no por la cantidad de TG en el
higado, sino mas bien por la acumulacion de intermediarios lipotégroagdentes de la
sintesis de TG y/o la lipolisis. Los mediadores lipotoxicos clave en el dafio hepatico podrian
también ser objeto de intervenciones farmacol6giGREBP2 es el mediador de la
aaumulacion del colesterol libr&xisten estudioslel papel @ la acumulacion del colesterol
libre y la patogénesis del NASH. EI mecanismo por el cual se interrumpe la regulacion
negativa de SREBP2 y los depdsitos desterol en la patogénesis del NASH involucran a
mTORC1 que media la transcripciérl den que codifica para SREBFEZREBF2%,

La ceramida es un esfingolipido que consiste en un acido graso saturado o monoinsaturado
de longitud variable unido a un grupo amino y unaebassfingosinaExisten evidencias
clinicas yde laboratoriaque indican que la acumulacion intracelular de ceramidas favorece la
patogénesis de NASH a través de una gran variedad de mecanismos qee,ifeldigfuncion
de la homeostasis del célcio, lo cual conducergsdel reticulo endoplasmatico y, en ultima
instancia, a la activacion de la gposis mediada por diotestrés.  acumulacion de ceramidas
puede provoaaresistencia a insulinaediane la inhibicion de Akt También participa en la
activacion del inflamosoma y empedazautofagid®’.

La enzima DGATZdiacylglycerol QGacyltransferasgcataliza el Ultimo paso en la sintesis
de TG, la esterificacion H®AG mediante ésteres de a€lbA de cadena larga. Exsiten dos
isoformas de la DGAT, DGAT1 y DGAT2. La DGAT2 se expresa principalmente en higado y
tejido adiposo. Su inhibicioreduce la expresion de SREBP1c y mejora la expresion de genes
relacionados cola oxidacion de los acidos grasos y rutas termogénicas. La sobreexpresion de
DGAT?2 esta relacionada con una marcada esteatosis hepatica, adiposidad y resistencia
insulina. La acumulacion deAG puede desencadenar inflamacién a tarvés dbNFme d i a d a
por la accién de la PKC (PKLademas de fibrosis hepéatica mediada por las células est€lares

4.4 ESTRES OXIDATIVO

En un contexto de gran abundancia de acidos grasos, la mitocondria esta sobrepasada y los
perxisomas y la membrana del reticulo endoplasmatico comienzan a ser sitios de oXfdacion
Se han observado defectos estructurales en las mitocondriasielgggmcon NAFLD, lo que
puedeser indicativo de fallen la fosforilacion oxidativaLa disfuncién de la respiracion
mitocondrial puede conducir directamente a la produccgespecies reactivas de oxigeno
(ROS. La oxidacion en el reticulo endoplasmétista controlada por el sistema de citocromos
p450, concretamente por CYP2E1 y los miembros de la familia CYP4A. CYP2EL parece ser la
principal fuente de KD, y de peroxidacion lipidicéimagen 12) Ademas, presenta mayor
actividad en individuos obesagiabéticos o hiperlipidémic¥.

El efecto acumulativo de la oxidacion de acidos grasos extramitocondrial incrementa el
estrésoxidativo. Algunas consecuencias de la formacion de estas especies es el agotamiento
del ATP, dafio en ehcido desoxiribonucleiclADN) (afectando a la biogénesis mitocondrial),
alteraciones en la estabilidad de las proteinas, destruccion de membranas via peroxidacion
lipidica y liberacion de citoquinas inflamatofias
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Introduccion

La peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos de las
membranas celularekas especies reactivas de oxigeno son moléculas de vida media corta y
con efectos locales. Cuando atacan a acidos grasos poliinsatuPatfess) resulta en la
formacion de productos aldheido, como el HN®@-hydroxinonegl y el MDA
(malondialdehydg que poseen una vida media mas daggtiene capacidad de difundir
amplificando los efectos del estrés oxidatNgimagen 12)Los aldehidos formados a través
de la mroxdacion de losacidos grasos patisaturadogpolyunsaturated fatty acid®UFA9
empeoran la homeostasis celular:sintesis de nucleotidos y proteinas, agotan el glutation
(antioxidante natural), aumentan la produccion de cit@guprinflamatorias cora el TNR,
promueven la infiltracion de células inflamatorias en el higado y activan las células estelares
que promueven la deposicion de coladgeno, la fibrosis y la perpetuacion de la respuesta
inflamatoria®3, Ademas, la oxidacion de los PUFA aumenta la protedlisis en el reticulo
endoplasmatico de ApoB, atenuando asi la secrecion de VLDL en rdétlores

Imagen 14 : Mecanismos de dafio celular inducido por
lipidos en NAFLD®5, Con permiso de American Society
for Clinical Investigation

4.5 INFLAMACION

Existen numerosas evidencias de la relacidon entre la obesidad y la inflamacion. La obesidad
se asocia con un grado de inflamacion bajo y crénico en el tejido adiposo blanco a través de la
activacion del sistema inmune innafalemas, la inflamacién asociada a la obesidad va unida
a la resistencia a insulina en tejidos periféritos

En el higado, las células de Kupffer se activan en idaldg obesos y segregan citoquinas
que promueven la acumulacide macréfagos proinflamatorios, contribuyeradlaesteatosis
hepatica. Dichas citoquinas prlamatorias activan quinasas con actividad seria/treonina
como JNK e IKK5S,
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