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Resumen

El consumo excesivo de alimentos procesados, que son ricos en azlcares refinados y acidos
grasos saturados, esta directamente implicado en la aparicién de la enfermedad del higado graso
no alcoholico (EHGNA). La EGHNA es la enfermedad hepatica mas frecuente en la sociedad
actual que comienza como una acumulacion excesiva de grasa (esteatosis) y luego puede
progresar a esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) y, en etapas mas severas, a fibrosis, cirrosis y
carcinoma hepatocelular. La prevalencia de esta enfermedad ha experimentado un incremento
notable en los Gltimos afios y, debido a esto, han surgido diferentes estudios de experimentacién
que intentan esclarecer cual es el inductor principal que desencadena el inicio de la enfermedad
y es determinante en su progresion hacia etapas irreversibles.

La composicion de la dieta puede influir tanto en el estres oxidativo como en la respuesta de la
defensa antioxidante, que modulan la transicién de EGHNA a EHNA. Los primeros estudios
realizados demostraron que el consumo de fructosa, sacarosa y ciertos acidos grasos pueden
causar dafio oxidativo en el higado y conducir al desarrollo de EHGNA. Inicialmente se postuld
que la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocondrial podria ser el
principal desencadenante de esta enfermedad. Sin embargo, hallazgos recientes han revelado
que la gravedad de esta patologia se asocia con unaalteracion en la funcién mitocondrial, pero
no con un aumento del estrés oxidativo mitocondrial. Esta revision bibliografica tiene como
objetivo mostrar que el incremento de las ROS peroxisomales, y no mitocondriales, es
considerado como uno de los primeros inductores que causan el inicio de la EHGNA, asi como
detallar los eventos secuenciales de las alteraciones mitocondriales involucradas en la
progresion de la enfermedad en etapas mas severas.

Abstract

The excessive consumption of processed foods, which are rich in refined sugars and saturated
fatty acids, is directly implicated in the development of non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). NAFLD is the most frequent liver disease in the current society that begins as an
excessive accumulation of fat (steatosis) and can then progress to nonalcoholic steatohepatitis
(NASH) and, in more severe stages, to fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma. The
prevalence of this disease has experienced a notable increase in recent years and, due to this,
different experimental studies have emerged to clarify which is the main inducer that triggers
the onset of the disease and is decisive in its progression towards irreversible stages.

The composition of the diet can influence oxidative stress and the antioxidant defense response,
which modulate the transition from NAFLD to NASH. The first studies carried out showed that
the consumption of fructose, sucrose and certain fatty acids can cause oxidative damage in the
liver and lead to the development of NAFLD. Initially it was postulated that the production of
reactive oxygen species (ROS) at the mitochondrial level could be the main trigger of this
disease. However, recent findings have revealed that the severity of this pathology is associated
with an alteration in mitochondrial function, but not with an increase in mitochondrial oxidative
stress. This bibliographical review aims to show that the increase in peroxisomal ROS, and not
mitochondrial ones, is considered one of the first inducers that cause the onset of NAFLD, as
well as detailing the sequential events of mitochondrial alterations involved in the progression
of the disease in more severe stages.
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Abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico

AG - Acidos grasos

CAT - Catalasa

CTE - Cadena de transporte de electrones

DM(2) - Diabetes mellitus(2)

EHGNA - Enfermedad del higado graso no alcohdlico
EHNA - Esteatosis no alcohdlica

FADH,; - Flavin adenin dinucleé6tido

FAO - Acidos grasos oxidados

GPx(4) - Glutatidn peroxidasa (4)

GR - Glutation reductasa

GSH - Glutation reducido

GSSG - Glutatiéon oxidado

H,0, - Peréxido de hidrogeno

HF- Dieta rica en azUcar

HFHS - Dieta rica en sacarosa y azUcar

HS - Dieta rica en sacarosa

MCP-1 - Proteina quimioatrayente de monocitos
MPTP - Apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
MUFA - Acidos grasos monoinsaturados

NAD(P)H - Nicotiamida-Adenina dinucleotido (fosfato)
NO - Oxido nitrico

-OH - Radical hidroxilo

O, - Anion superoxido

O, - Oxigeno

RE - Reticulo endoplasmatico

ROS - Especies reactivas de oxigeno

SFA - Acidos grasos saturados

SOD - Superoxido dismutasa



1 Introduccion
1.1 Enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA)

Durante el siglo XX se comenz0 a registrar un namero elevado de pacientes diagnosticados con
la enfermedad del higado graso, patologia que por aquel entonces se consideraba resultado de
un consumo excesivo de alcohol, pero se daba la peculiaridad de que dichos pacientes negaban
abusar de la bebida. Esta situacion era desconcertante para la comunidad cientifica y para
abordar el problema, un grupo de médicos y patdlogos encabezados por el aleman Karl Albert
Ludwig Aschoff iniciaron unainvestigacion con 20 de estos pacientes. El estudio, realizado en
biopsias hepaticas de los individuos seleccionados, mostro una alteracion histologica
caracterizada por un grado elevado de esteatosis, que se atribuyd inicialmente a la obesidad y a
alteraciones metabdlicas como la diabetes mellitus (DM) (Lonardo et al., 2020). Esta
investigacion finaliz en 1980 tras una evaluacion bioquimica de las muestras, acufiando el
término de esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) a la patologia que manifestaban los pacientes.
Esta afeccion se encuentraincluidacomo unade las etapas de la enfermedad del higado graso
no alcohdlico (EHGNA), la cual fue nombrada por primera vez afios mas tarde en diversos

articulos cientificos.

La EHGNA es la patologia hepaticaméas comun hoy en dia, caracterizada por una acumulacion
de lipidos que da lugar a una disfuncion celular. Se ha descrito que algunos individuos
presentan una cierta predisposicién genética al desarrollo de EHGNA. Sin embargo, cabe
mencionar que el desarrollo de estaenfermedad se ha asociado principalmente a un estilo de
vida no saludable, basado en el consumo excesivo de dietas hipercaléricas, especialmente en
forma de carbohidratos y acidos grasos (AG) saturados. Por ello, esta patologia esta fuertemente
asociada con la obesidad o con la DM tipo 2 (DM2). La EHGNA se trata de una enfermedad
que se distribuye de forma heterogénea, siendo mas comun en paises de Oriente Medio y
América del Sur y presentando una prevalencia inferior en Africa. Esta desigualdad entre etnias
y razas se debe fundamentalmente al factor genético que presenta la patologia, aunque también
esta ocasionada por la disparidad caldricade las dietas. Este ultimo factor es determinante a la
hora de distinguir, dentro de una poblacién con la misma predisposicion genética, la
probabilidad de sufrir la enfermedad, ya que alrededor del 90% de personas que padecen
sobrepeso u obesidad también presentan EHGNA (Hgjland et al., 2018), incluso personas con
resistencia a la insulina presentan esta patologia en un gran porcentaje de casos.

La EHGNA se inicia con la denominada esteatosis hepatica, una primerafase de la enfermedad
que se caracteriza por la acumulacion de lipidos debido a la infiltracidn de grasas libres o
asociadasa macrdéfagos, como consecuencia de un consumo exciso de dietas con alto contenido
graso (Hgjland et al., 2018). Cuando la esteatosis hepética se agrava, se inician las respuestas



inflamatorias del tejido dando lugar al segundo estadio de la patologia, la EHNA, unacondicion
en la que el estado proinflamatorio cronico puede conducir a la activacion de las células de
Kupffery las células estrelladas que estimulan la deposicién de coladgeno y la fibrosis hepatica
(Bataller y Brenner, 2005). En ultima instancia, se puede desarrollar cirrosis hepatica, la cual, a

su vez, puede culminar en un carcinoma hepatocelular (Figura 1).
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Figura 1: Representacion grafica de las fases que sigue la progresion de EHGNA, incluyendo los fenémenos mas
caracteristicos que conlleva cada una de ellas y la posibilidad, aunque poco frecuente, de que una esteatohepatitis
grave derive en un cancer hepético. Adaptacion de Wang et al., 2020.

1.2 Alteraciones celulares en la progresion de EHGNA

En las diferentes fases que abarca la progresion de la EHGNA se produce una serie de
alteraciones celulares caracteristicas. Comunmente, la progresion de esta enfermedad se explica
con una teoria basada en dos desencadenantes principales, pero para su comprension es
necesario considerar diversos factores que interactian (Buzzetti et al., 2016). El primer
desencadenante es el desarrollo de la esteatosis hepatica simple, en el que las células hepaticas
promueven la acumulacion de lipidos en vacuolas, aumentando su tamafio y dirigiendo la
enfermedad a la esteatohepatitis. EI segundo desencadenante hace referencia a la lesion
oxidativa que acompafia a la progresion de esta enfermedad. Esta lesion oxidativa implica un
proceso multifactorial en el que se incluye la activacion de los mecanismos relacionados con la
resistencia a la insulina, un aumento del estrés oxidativo, la peroxidacién lipidica, el estrés del

reticulo endoplasmatico (RE) y la inflamacion.



La acumulacion lipidica que involucra la esteatosis hepatica genera una mayor sintesis de AG y
afecta al proceso de eliminacion de losmismos, la B-oxidacion. Este alto contenido de AG tiene
un efecto hormonal sobre los adipocitos. Se produce una disminucion en la secrecion de
adipocinas, promoviendo una menor oxidacién de los AG en el higado, érgano que recibe un
alto aflujo de AG como consecuencia del consumo de dietas ricas en grasa. Asimismo, se
produce un aumento de los niveles de citocinas proinflamatorias como la TNF-a, IL-1, IL-6 0 la
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) (Simoes et al., 2019). Como resultado de este
proceso, la esteatosis avanza hacia la EHNA asociada a la inflamacién de los lobulillos
hepéticos afectados, cuya progresion favorece la resistencia a la insulina (Powell et al., 2021).
La liberacién de las citocinas proinflamatorias efectuada por las células de Kupffer y los
macrofagos periféricos origina la activacion de una respuesta inmune celular, que implica una
manifestacion primaria de neutréfilosy, posteriormente, la infiltracion de linfocitos T CD4 y
CD8 desde el torrente sanguineo (Brown y Kleiner, 2016). En cuanto a las alteraciones
estructurales presentesen EHNA destaca la formacién de los cuerpos de Mallory-Denk como
inclusiones citoplasmaticas compuestas fundamentalmente por queratina y que suelen
acompanarse de un balonamiento celular y la acumulacién de hierro que denota la gravedad de

la patologia (Brown y Kleiner, 2016).

A lo largo de la progresion de la EHGNA también se inicia un proceso de reemplazo de las
células mas dafiadas por colageno de la matriz extracelular, proceso que se conoce como
fibrosis. Esta produccion de elementos cicatriciales se lleva a cabo por accion de las células
estrelladas hepéticas, estimuladas por las células inflamatoriasde EHNA liberadas en el espacio
de Dissé (Bataller y Brenner, 2005). Ademas, la produccién de colageno también se efectta por
los miofibroblastos de las zonas portal. Cuando la fibrosis ocupa un espacio considerable del
higado, la enfermedad derivara en la cirrosis, donde la inflamacion comienza a disminuir. No
obstante, el higado en esta situacién puede sufrir complicaciones que dan lugar al desarrollo de
hepatocarcinomas. Este se trata del estadio crdnico con el prondéstico mas grave de la
enfermedad, que puede derivar de unacirrosis o directamente de una esteatohepatitis. Tiene una
similitud estructural y morfoldgica con el higado esteatdsico, en cuanto a la presencia de
hepatocitos balonizados o los cuerpos de Mallory-Denk (Valle et al., 2023).

Las primeras etapas de la enfermedad, en las que el higado presenta una simple esteatosis, se
consideran reversibles tras la modificacion del estilo de vida y la dieta de los pacientes que la
presentan. Sin embargo, las perspectivas de revertir la EHGNA disminuyen considerablemente
una vez que se alcanza un estado de inflamacion crénico tanto cony sin fibrosis. La progresion
de la ENGHA desde unaetapa reversible a unairreversible se ha asociado fuertemente con el
incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). El incremento de las ROS

contribuye de maneranotable en la progresion inflamatoria y fibrética de la EHGNA. Por una



parte, es importante destacar la accion de las ROS en la activacion de las células de Kupffery
las celulas estrelladas, favoreciendo el incremento de la inflamacion y perpetuando en un circulo
vicioso de oxidacion-inflamacion (Buzzetti et al., 2016). Asimismo, las ROS también
desencadenan efectos negativos sobre diversas funciones metab6licas como con la lipogénesis
y, por consiguiente, promueven una lesién hepatica lipotdxica (Chen et al., 2020). Como
consecuencia de este aumento de las ROS también se producen dafios a nivel del ADN y
proteinas celulares imprescindibles para la supervivencia de la célula (Chen et al., 2020). Por
ello, durante los Gltimos afios se ha considerado el incremento de las ROS como el principal
desencadenante en la progresion de la EHGNA desde su etapa inicial hasta el cAncer hepatico.

1.3 Estrés oxidativo, produccion de ROS y defensa antioxidante

Las ROS son moléculas derivadas del oxigeno (O:) que se generan mediante una reduccion
incompletadel mismo (Constanzay Mufioz, 2012). En concentraciones moderadas, las ROS
actian como moléculas de sefializacion para regular diversos procesos fisiologicos como la
proliferacion o la diferenciacion celular, entre otros. Sin embargo, las ROS también presentan
propiedades quimicas inherentes que les confieren reactividad a diferentes moléculas bioldgicas.
Entre las principales ROS se encuentran el anién superéxido (O2"), el perdxido de hidrégeno
(H20:) y el radical hidroxilo (-OH). Debido a la reactividad del O2", éste se tiende a eliminar
reduciéndolo a H2O2 por un proceso equitativo de reduccion y oxidacion. El H2O2 no es una
radical libre y no presenta unaalta reactividad, pero en presencia de hierro es capaz de reducirse
alun masy dar lugar al radical hidroxilo (-OH), este si, con alta reactividad (Figura 2) (Garcia-
Ruiz y Fernandez-Checa, 2018). EI -OH se trata del radical més perjudicial para las células por
su capacidad de dafiar elementos relevantes como las proteinas 0 el ADN (Constanza y Mufioz,
2012).

e e +2H" e +H"
02 02" H:0- -OH

Figura 2: Formacion de los distintos tipos de ROS y las adiciones necesarias para poder generar cada uno de estos
elementos derivados de la reduccion parcial del O-.

En una situaciéon normal, cuando existe un incremento en la produccién de ROS, éste se ve
contrarrestado por un aumento equitativo de la defensa antioxidante para mantener el equilibrio
redox. Las células presentan tanto sistemas antioxidantes enzimaticos como no enzimaticos que
participan en la neutralizacion de las ROS. En la produccion enddgena de esta defensa

antioxidante, participa la enzimaresponsable de la dismutacion del O.~, la superdxido dismutasa



(SOD), cuya funcidn se centraen convertir el Oz~ en un tipo de ROS menos reactivo, el H20x,
para poder eliminarlo de forma mas sencilla (Garcia-Ruiz y Fernandez-Checa, 2018). Esta
dismutasa va a realizar un trabajo conjunto con otras dos enzimas. Por un lado, la catalasa
(CAT) puede actuar sobre el H.0- convirtiéndolo en oxigeno y agua (Pérez, 2021). Por otro
lado, la glutation peroxidasa (GPx) oxidael glutation reducido (GSH) para que este transforme
el H20: en agua, siendo especialmente mas activa la GPx4 (Garcia-Ruiz y Ferndndez-Checa,
2018). El glutation oxidado (GSSG) puede recuperar su estado reducido por accion del glutation
reductasa (GR) mediante la formacion de NADPH (Figura 3) (Garcia-Ruiz y Fernandez-Checa,
2018).

SOD CAT
O H:0: H:0 + 02
GSH NAP”
GPx GR.
GSSG NADPH +H*
H:=0

Figura 3: Proceso de accion enzimatica de la defensa antioxidante sobre diferentes tipos de ROS para evitar su
acumulacion y sus efectos sobre proteinas y ADN. Adaptacion de Pérez, 2021.

Es importante destacar la incorporacion de antioxidantes no enzimaticos obtenidos a partir de la
dieta, los cuales también participan en el control de los niveles de las ROS celulares evitando
una situacion de estrés oxidativo. Entre los antioxidantes no enzimaticos destacan diversas
vitaminas, fundamentalmente la Cy la E, los carotenoides o los polifenoles, entre otros (Pérez,
2021).

Cuando hay una produccion excesivade ROS o cuando se reduce la actividad antioxidante y
ésta no es capaz de neutralizar las ROS generadas, se origina el denominado estrés oxidativo,
desencadenando dafios en lipidos, proteinas y ADN (Schieber y Chandel, 2014). Por ello, las
ROS son consideradas como un arma de doble filo; mientras actian como mensajeros
secundarios en varios procesos fisiologicos, también inducen dafios oxidativos bajo varias
condiciones de estrés, al verse alterado el equilibrio entre la produccién y la eliminacién de
estas moléculas. De hecho, el desequilibrio entre la defensa antioxidante y la generacion de las
ROS se encuentra asociado a diversas patologias celulares. Hoy en dia se consideraque el estrés
oxidativo esta intimamente involucrado en la progresion de la EHGNA, ya que éste es
determinante tanto para la estimulacién de la inflamacién y la progresion de la fibrosis como
para la formacién de cuerpos apoptoticos y tumorales como se describié anteriormente de
manera detallada.

La mitocondria se considera el organulo celular por excelencia involucrado en la produccion de

ROS. La mayor parte de los radicales generados a nivel celular provienen de esta organela
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(Garcia-Ruiz y Fernandez-Checa, 2018). En este caso la formacidon de ROS tiene lugar
principalmente en la cadena transportadora de electrones (CTE). Sin embargo, las mitocondrias
no son los tnicos elementos celulares involucrados en la formacion de ROS. Es muy destacable
la participacion de otros organulos como los peroxisomas. Los peroxisomas son organulos muy
dindmicosy metabdlicamente activosy son una fuente muy importante de ROS, las cuales se
producen principalmente en diferentes vias metabolicas, incluida la f-oxidacion de acidos
grasos (Sandalio et al., 2013). Ademas, las ROS también pueden ser producidas en sitios
secundarioscomo el RE o el propio citosol por accién de enzimas como la xantina oxidasa,
favoreciendo la formacion de O:" y sus derivados (Garcia-Ruiz y Fernandez-Checa, 2018).

1.4 Funcién mitocondrial

La funcion principal de las mitocondrias hepaticas es la produccion de energia. Este complejo
proceso de formacion de ATP se iniciacon la B-oxidacion, en el que los &cidos grasos oxidados
(FAO) mitocondriales son utilizados como la fuente de carbono principal en la generacion de
Acetil-Coa (Murphy et al, 2023). De igual forma, el piruvato formado por la oxidacion de la
glucosa, también se transforma en las mitocondrias hepéticas dando lugar a méas Acetil-Coa.
Esta molécula entra enel ciclo de Krebs, procedente de los dos mecanismos comentados con
anterioridad, donde sufre una serie de reacciones en las que se extraen electrones de los
intermediarios de dicho ciclo, liberando asi los equivalentes reductores NADH y FADH,
(Ramaccini etal, 2021). Ambos son necesariosen la CTE, ya que van a depositar sus electrones
en el complejoly 11, respectivamente, favoreciendo un bombeo activo de protones al espacio
intermembranoso, los cuales retornan posteriormente a la matriz mitocondrial por la ATP
sintasa formando ATP, en un proceso conocido como fosforilacién oxidativa o respiracion

mitocondrial (Fromenty y Roden, 2023).

La cadena respiratoria mitocondrial es una de las principales fuentes celulares de ROS. Se
generan grandes cantidades de O.~cuando el oxigeno se reduce de forma incompletadebidoa la
fuga de electrones en los complejos 1y I11. Ademas de los sitiosde produccién de ROS dentro
de la CTE también existen otros enzimas mitocondriales que generan otros radicales libresy que
contribuyen, aunque en menor grado, en el incremento de los niveles de ROS mitocondriales
(Bleiery Drose, 2013) (Vinogradov y Grivennikova, 2016). Estos organulos también presentan
diversos mecanismos antioxidantes para mantener el equilibrio redox, evitando que se produzca
estrés oxidativo (Garcia-Ruiz y Fernandez-Checa, 2018). El sistema de defensa antioxidante
mitocondrial incluye diversos enzimas antioxidantes endégenos, como SOD, CAT, GPx y GR
(Peoples et al, 2019).



Teniendo en cuenta que el higado es uno de los 6rganos con una mayor produccion de energia
endogena, una disfuncion de las mitocondrias hepaticas tiene consecuencias severas tanto en el
higado como a nivel sistémico, desencadenando en el desarrollo de diversas patologias como las
enfermedades cardiovasculares o renales (Byrne y Targher, 2015). Durante los Gltimos afios se
ha considerado que una funcién mitocondrial alteraday, la subsecuente generacion excesiva de

ROS, podria tratarse del principal responsable de la progresion de la EHGNA.

2 Objetivos

Durante los Gltimos afios, varias investigaciones han considerado al estrés oxidativo como el
factor fundamental en la progresion de la EHGNA y, aunque cominmente se ha considerado
esta afeccion como consecuencia de una disfuncién mitocondrial, recientes estudios han
descubierto que no siempre se da esta condicion.

En base a esta informacion, el objetivo principal de este estudio es realizar una actualizacion
bibliografica sobre las alteraciones de las funciones mitocondriales en la progresion de la
EHGNA, asi como en evaluar la importancia del estrés oxidativo en el avance de la enfermedad.

Estos objetivos se plantean con la intencion de responder a las siguientes preguntas:

1. ¢La mitocondria es el principal responsable del estrés oxidativo asociado a la
progresion de la EHGNA?

2. ¢Qué funciones mitocondriales se encuentran afectadas durante la progresion de la
EHGNA?

3 Material y Métodos

Este trabajo se ha basado en la basqueday recopilacion de informacion de diferentes articulos,
informes y otras revisiones bibliograficas sobre la EHGNA y el papel de la mitocondrial en la
progresion de la misma. La bibliografia referenciada en este trabajo proviene de diferentes webs

destinadas a la busqueda de informacion cientifica, principalmente:
1. PUBMED

PubMed es unaweb con la base de datos de la Biblioteca Nacional de Medicina de
los Estados Unidos (MEDLINE). Ofrece un gran numero de articulos cientificos, de
biomedicina y otras ciencias de la vida, publicadas en diversas revistas de caracter
cientifico. PubMed inicia su actividad en el afio 1996 y, desde entonces, han ido
aumentando el niumero de paises desde los que es posible acceder a este portal.
(https://pubmed.nchi.nlm.nih.gov/)



2. GOOGLE SCHOLAR

Google scholar, Google académico en espafiol, es un buscador creado en 2005 por la
compafia Google. Su funcidn radica en la bdsqueda especializada de informacion en
el &mbito cientifico ya sea por medio de articulos de revistas, tesis, informes

cientificos, libros, etc. (https://es.wikipedia.org/wiki/Google_Acad%C3%A9mico)
3. WEB OF SCIENCE (WOS)

WOS es una web destinada a la busqueda de informacidn, no solo cientifica, sino que
abarca otros muchos ambitos como el socioldgico. Esta plataforma fue creada en
1945 por la Fundacién Espafiola para la Ciencia y la Tecnologia (FECYT).
(https://www.recursoscientificos.fecyt.es/servicios/acceso-bases-datos)

4. BIBLIOTECA DE LA UNIVERSIDAD DE OVIEDO (BUO)

La Universidad de Oviedo facilita, a través del portal BUO, la recopilacion bibliogra-
fica de informacion cientifica con todos los documentos en versién digital que recoge

la pagina. (https://buo.uniovi.es/)

Para la busqueda de informacion especifica y concreta acerca de las cuestiones que atafie este
trabajo, se empled unaserie de operadores booleanos para combinar diversas “palabras clave”.
Inicialmente, la informacidn requerida engloba las caracteristicas generales de la EHGNA,
incidiendo en sus efectos sobre el organismo. La recopilacién bibliografica avanza con una
busquedaen profundidad del estrés oxidativo como inductor de la enfermedad y finaliza con
articulos y revisiones sobre el papel de las mitocondrias hepaticas y su implicacién en la
progresion de la EHGNA (Figura4). Tras la blsqueda, se tuvieron en cuenta preferentemente

aquellos articulos y revisionesen inglés que tuviesen una antigiiedad inferior o igual a 10 afios.

EHGNA

EHGNA
¢ Desarrollo v/o progresion de EHGNA
o EHGNA vy alteraciones celulares

Estrés oxidativo

Estrés oxidativo y ROS
Estrés oxidativo y defensa antioxidante
Estrés oxidativo vy EHGNA

Mitocondria

Funcién mitocondrial
¢ MNitocondra v estrés oxidativo vy EHGNA
¢ Disfuncion mitocondnal v EHGNA

Figura 4: Diagrama con las principales combinaciones de palabras utilizadas en la busqueda de informacion para
este estudio.



Para la realizacion de una bibliografia uniforme, se hautilizado el gestor de referencias Zotero,

con el estilo de citas de APA.

4 Resultados

Los resultados obtenidos tras aplicar los criterios de seleccion de blusqueda de informacion

definidos en el apartado anterior se muestran a continuacion (Tablas 1-3):

Tabla 1: Resultados obtenidos tras la aplicacion de las ecuaciones de blsqueda relacionadas con los aspectos
generales de la EHGNA, su progresion y las alteraciones celulares asociadas a la misma.

G. Scholar WOQOS PUBMED Total

Total 10.100 27.186 35.129 72.415
Articulos 6.120 18.185 27.229 51.534
EHGNA
Revisiones 1.080 4.471 7.369 12.920
Ultimos 10 8.170 23.626 30.705 62.501
afos
Total 7.750 5.404 11.871 25.025
EHGNA
DESARROLLO Y/O  Articulos 5.580 3.642 8.172 17.394
PROGRESION
DE EHGNA
Revisiones 2.170 1.591 3.549 7.310
Ultimos 10 7.270 4.863 10.588 22.721
afios
Total 191 99 1.140 1.430
EHGNAY Articulos 162 68 653 883
ALTERACIONES
CELULARES
Revisiones 21 30 284 335
Ultimos 10 115 90 1.019 1.224
afos
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Tabla 2: Resultados obtenidos tras la aplicacion de las ecuaciones de blsqueda relacionadas con el papel del estrés
oxidativo en el desarrollo de la EHGNA.

G. Scholar WOQOS PUBMED Total

Articulos 6.900 47.367 43.075 97.342

Ultimos 10 25.900 50.811 48.120 124.831
anos

Articulos 313 14.865 15.932 31.110

Ultimos 10 269 17.124 11.671 29.064
anos

Articulos 588 2.052 2.339 4.979

Ultimos 10 761 2.788 2.747 6.296
afos
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Tabla 3: Resultados obtenidos tras la aplicacion de las ecuaciones de busqueda relacionadas con el papel de las
mitocondrias en la progresion de la EHGNA como posible generador de estrés oxidativo.

G. Scholar WOS PUBMED Total

Articulos 2.094  4.409 5.449 11.952

Ultimos 10 1.350 5.401 5.758 12.509
anos

Articulos

Ultimos 10
anos

Articulos

Ultimos 10 843
afos
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Tras introducir las ecuaciones de busqueda mencionadas con anterioridad, los resultados
obtenidos muestran que PubMed se erige como la base de datos en la que el nimero de articulos
y revisiones, acercade la EHGNA, es mayor. Este hecho se produce en todos los contextos,
tanto en los aspectos generales de la enfermedad como en su progresion y en las alteraciones
celulares experimentadas en la misma, representado un 49% de los articulos totales encontrados.
Cabe destacar que, en los ultimos 10 afios, se han publicado aproximadamente el 87% de los
articulos y revisiones enfocados en el estudio de la EHGNA. Este resultado denota que durante
los Gltimos afios ha tenido lugar un aumento notable en la investigacion de esta patologia y de
los fendmenos involucrados ensu inicioy progresion, hecho que también se ve evidenciado en
las Tablas 2 y 3.

Al analizar de maneradetallada la Tabla 2, se observa que la base de datos con mayor nadmero
de articulos y revisiones relacionados con el estrés oxidativo y su implicacion en el desarrollo
de laEHGNA es la WOS, destacando en la ecuacion de busqueda que relaciona la produccion
de ROS en la generacidn del estrés oxidativo celular, ya que en el resto de las ecuaciones, el
buscador que proporcionaun mayor nimero de articulos es PubMed. La WOS engloba el 41%
de los articulos totales encontrados, aunque es importante resaltar que la WOS también presenta
numerosos articulos relacionados con estas ecuaciones de busqueda, en torno al 40%.

En la Tabla 3 se observa nuevamente el patrén obtenido en la Tabla 1, siendo PubMed la base
de datos que mas articulos totales presenta. Ademas, como se comento previamente en la Tabla
1, en los Gltimos tiempos se ha producido un incremento de la investigacion centrada en la
comprension de las alteraciones mitocondriales exhibidas durante la progresion de la EHGNA,

ya que el 99% de los articulos publicados en la WOS datan de los ultimos 10 afios.

En general, al aplicar las ecuaciones de basqueda para nuestro estudio, se observo que la base de
datos con un mayor numero de articulos encontrados es PubMed, con un total de 131.458
articulos. Por el contrario, el buscador con menor niamero de articulos encontrados es Google
Scholar con 53.425 articulos.

En cuanto a los articulos y revisiones publicadas mas recientemente, en concreto en los Ultimos
10 afios, PubMed es la base de datos que mayor nimero de articulos totales presenta con
109.890 articulos publicados, seguido por la WOS con 102.083 y por Google Scholar con
43.850 articulos. Sin embargo, la base de datos con mayor porcentaje de articulos publicados
recientemente respecto al nimero total de documentos registrados es la WOS, ya que
aproximadamente el 91% de los articulos proporcionados han sido publicados hace menos de 10
afos.

En base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que la base de datos con mas informacion

sobre la EHGNA vy el papel del estrés oxidativo y de las mitocondrias en el inicio y en la
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progresion de la enfermedad es PubMed, ya que no solo presenta un mayor nimero de articulos,

sino que también es el buscador con mas articulos recientes sobre el tema de estudio.

5 Discusion

5.1 ¢La mitocondria es el principal responsable del estrés oxidativo
asociado a la progresion de la EHGNA?

El estrés oxidativo se ha postulado como el principal inductor de la EHGNA en su inicio y
progresion. Este suceso, provocado por el desequilibrio entre la produccion de ROS y la defensa
antioxidante, se encuentra intimamente asociado a la funcion defectuosa de diversos organulos
celulares, los cuales se encuentran influenciados por diversos factores. Uno de los principales
factores involucrados es la dieta, que como se hamencionado previamente, puede derivar en el
desarrollo de obesidad o de DM2, patologias muy relacionadas a su vez con el desarrollo de la

EHGNA ya que aumentan notablemente el riesgo de padecer esta enfermedad.

Segun diversos estudios, el consumo de dietas con alto contenido graso, dietas con niveles
elevados de sacarosa o incluso la combinacién de ambas dietas, favorece el desarrollo de
esteatosis hepatica simple hasta el desarrollo de una respuesta inflamatoria sistémica y el inicio
de la fibrosis (Kleiner et al., 2005; Fan et al., 2018; (Simdes et al., 2020). Aunque, para que se
llegue a dar esta situacion, es necesaria la ingesta de dichas dietas durante un periodo
prolongado de tiempo (Satapati et al., 2012; Simdes et al., 2021). La fase inicial de esta
patologia, la esteatosis simple no inflamatoria, originada sobre todo por el consumo excesivo de
dietas grasas, se produce por unaacumulacion excesiva de lipidos en formade triglicéridos con
un alto contenido en acidos grasos monoinsaturados (MUFA), los cuales son lipidos
considerados como inertes con unaaccion protectora frente al dafio oxidativo. Con el avance de
la enfermedad, en la esteatohepatitis, se produce una disminucion de la enzima SCD-1,
caracterizada por incrementar la proporcion de MUFA en los hepatocitos. Debido a esto, los
MUFA se trasforman en acidos grasos saturados (SFA), los cuales inducen modificaciones
estructurales en las mitocondrias que derivan en una respuesta inflamatoria caracteristica de esta
etapa de la EHGNA (Lie et al., 2009; Mei et al., 2011).
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Figura 5: Imagen que representa el aumento del flujo de acidos grasos libres que llegan al higado a través de la
vena porta y que, en funcién de la proporcion de MUFA y SFA, deriva la EHGNA a una esteatosis simple 0 a una
esteatohepatitis. Lie et al., 2009.

La acumulacién de grasa descrita se puede observar a nivel histoldgico. Las grasas se acumulan
en las denominadas gotas lipidicas, aumentando el tamafio de los hepatocitos y produciendo en
ellos un abombamiento (Figura 6) (Kleiner etal., 2005; Lietal., 2009; Mei etal., 2011; Simdes

etal., 2020).
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Figura 6: Imagenes de secciones hepaticas tefiidas con hematoxilina eosina en la que se observa como el higado de
ratones alimentados con una dieta chow (dieta normal) no presenta ninguna anomalia, mientras que en los higados
de ratones alimentados con dietas hipercaldricas, HF (dieta alta en grasa), HS (dieta alta en sacarosa) y HFHS
(combinacion de ambas), si se observa una acumulacién de gotas lipidicas, evidenciando el desarrollo de una
esteatosis. Simdes et al., 2020.

Una de las consecuencias mas relevantes del consumo de dietas hipercaldricas es el efecto que
provocan sobre la composicion de las membranas celulares del higado, debido a que la
alteracion lipidica compromete la permeabilidad de las mismas, con todas las consecuencias que
ello implica. En las mitocondrias apenas se observa este suceso durante el inicio de la EHGNA,
ya que existen componentes como la cardiolipina que mantienen la fluidez de las membranas
mitocondriales, evitando una produccion excesiva de ROS (Paradies et al., 2000; Sunny et al.,
2011; Rolo et al., 2012; Einer et al., 2018; Simdes et al., 2020). En el estudio Simdes et al.

(2020) realizado conratones, se ha observado que, tras 16 semanas, independientemente de la
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dieta que siga el animal (HF, HS, HFHS), no se produce un incremento de las ROS a nivel
mitocondrial. Por tanto, este estudio demuestra que, durante la primera etapa de la EHGNA, el
estrés oxidativo producido por las mitocondrias es infimo. Por otra parte, en otro trabajo de
Simoes etal. (2021) realizado en ratones se evalu6 el efeto de una dieta HFHS, al tratarse del
tipo de dieta hipercaldrica que mas se asemeja a la dieta occidental, en el desarrollo y
progresion de la EHGNA. Para ello, los ratones fueron alimentados con este tipo de dieta
durante distintos periodos: 16 semanas, 20 semanas, 22 semanas y 24 semanas. El estudio
muestra como, en los ratones alimentados con la dieta HFHS desde la semana 16 hasta la
semana 24, no se producen cambios en la generacion de H,0, mitocondrial. De hecho, la
produccion de este tipo de ROS disminuye a partir de la semana 20. Asimismo, estos resultados
se correlacionaron con niveles bajos de dafio oxidativo mitocondrial durante la primeraetapa de
la EHGNA. Sin embargo, pese a observar que a nivel mitocondrial no se estaba produciendo un
incremento de las ROS y tampoco del dafio oxidativo, el estudio reveld que este tipo de dieta
hipercalorica estaba induciendo un dafio oxidativo a nivel citosolico. Por tanto, en conjunto,
estos estudios demostraron que, en primera instancia, las mitocondrias no son las responsables
del estrés oxidativo hepético que favorece el inicio de la EHGNA. La importancia de la
disfuncion mitocondrial recae sobre las fases mas avanzadas de la enfermedad, donde se genera
una fuga de protones masiva por la oxidacion de un mayor nimero de acidos grasos derivados
de la dieta, induciendo la alteracion de las membranas mitocondrialesy la generacion de estrés
oxidativo (Figura 7) (Koliaki et al., 2015; Pattersonetal., 2016; Fouret et al., 2018; Simdes et
al., 2020).

Los peroxisomas y el RE se tratan de otro tipo de organulos celulares que también se encuentran
involucrados en la produccion de ROS. Principalmente, los peroxisomas son losque van a tener
un papel més relevante en la generacion de estrés oxidativo en las primeras etapas de la
enfermedad (Antonenkov et al., 2010; Knebel et al., 2015; Knebel et al., 2018). Se ha descrito
que los peroxisomas, con la intencion de reducir los niveles lipidicos incrementados por la dieta,
efectlan la oxidacién de los AG. La degradacion de los AG a nivel peroxisomal es mediada por
enzimas oxidativas que catalizan reaccionesen las que se producen ROS (Figura 7). Las ROS
actian como compuestos pro-oxidantes que aumentan la sensibilidad de los hepatocitos y
generan dafio oxidativo. Asimismo, un estudio reciente haevidenciado que el estrés oxidativo
generado por estos organulos se ve magnificado por la pérdida gradual de la respuesta
autofagicaexperimentadaa lo largo de la progresion de estaenfermedad (Simdes et al., 2021).
La autofagia se trata de un mecanismo natural y regulado de la célula que eliminacomponentes
innecesarios y organulos disfuncionales para mantener la calidad celular. Se ha reportado que el
consumo elevado de dietas hipercaléricas no permite la formacion correcta de los

autofagosomas (Simdes et al., 2021). Por consiguiente, los peroxisomas disfuncionales no son
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correctamente degradados por este mecanismo lo que implica su acumulacién y el incremento
de las ROSy del dafio oxidativo celular (Huynhetal., 2007; Liu etal., 2009; Yanget al., 2010;
Inamietal., 2011; Fukuo et al., 2014; Button et al., 2017; Simdes et al., 2020). Teniendo en
cuenta lo anterior, todo parece indicar que los peroxisomas son los organulos que presentan un
papel mas relevante en la generacion de estrés oxidativo asociado al desarrollo y progresion de
la EHGNA en la etapa inicial. Asimismo, las mitocondrias comienzan a participar mas

activamente en la generacion de este estrés oxidativo en fases mas avanzadas de la patologia.
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Mitochondrion
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Figura 7: Esquema que muestra como los peroxisomas son uno de los principales organulos celulares involucrados
en la produccion de ROS en los hepatocitos. En las mitocondrias, los niveles de cardiolipina (CL) son fundamentales
para impedir la liberacion de los compuestos apoptéticos que inducen la muerte celular. Paradies et al., 2014.

5.2 ¢Quéfunciones mitocondrialesse encuentran afectadasdurantela
progresion de la EHGNA?

El consumo excesivo de dietas altas en grasas y azucares conlleva un aumento del peso corporal
que afecta en mayor medida al higado y, como respuesta al metabolismo desequilibrado
experimentado, los organulos hepéticos se adaptan con modificaciones estructurales y
moleculares que acarrean una fibrosis temprana. En concreto, la mitocondria se trata de uno de
los organulos més afectados a nivel celular. Ante el estado de lipotoxicidad descrito durante la
progresion de la EHGNA, las mitocondrias experimentan alteraciones en su ultraestructura y
funcion. Por un lado, se producen alteraciones en el proteoma mitocondrial (Figura 8), que
afecta al metabolismo de lipidos, glucosa y otros nutrientes. Asimismo, también se ha
observado que el metabolismo del 6xido nitrico (NO) se encuentra afectado, lo que desencadena
en una disminucion de los nivelesde NO y en el aumento de la resistencia a la insulinay a la

inflamacion (Eccleston et al., 2011). Por otro lado, también se produce el deterioro de la citrato
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sintasa, siendo unade las enzimas fundamentales en el ciclo de Krebs. La alteracién funcional
de dicha enzima provoca una reduccion de la oxidacion de los &cidos grasos y, con ello, un
aumento significativo en los niveles de triglicéridos. Este hecho no solo promueve el avance de
la EHGNA, sino que también favorece el desarrollo de resistencia a la insulina (Rector et al.,
2010). Y, por ultimo, una de las principales alteraciones descritas que juega un papel relevante
en la progresion de la EHGNA se trata de la fosforilacion oxidativa, proceso que tiene lugar en
la membranamitocondrial interna (Lee et al., 2018; Fouret et al., 2018). La alteracion de los
niveles proteicos y de la actividad de los distintos complejos mitocondriales de la CTE afecta de
manera determinante a la fosforilacion oxidativa y, por lo tanto, al metabolismo energético
celulary a la generacion de ROS. La relevancia de la alteracion de este proceso en el avance de
la enfermedad radicaen que la progresion de una fase temprana de esteatosis a una fase mas
avanzada de fibrosis esta relacionada con una respuesta diferencial en la respiracion
mitocondrial (Simdes et al., 2021).
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Figura 8: Esquema en el que se muestra cémo afecta la disfuncién del proteoma mitocondrial originada por el
consumo excesivo de dietas hipercaloricas a diversos procesos como la oxidacion de los acidos grasos y la
fosforilacion oxidativa, entre otros. Lee et al., 2018.

En las etapas mas tempranas de la esteatosis, propiciada por una situacion de lipotoxicidad, las
mitocondrias responden frente a un exceso de nutrientes con un aumento de la cardiolipina, la
cual es fundamental paramantener la fluidez de membrana mitocondrial cuando se elevan los
niveles lipidicos en los hepatocitos y, favoreciendo a su vez un aumento en la fosforilacién
oxidativa (Figura 9) (Muoio, 2014; Koliaki et al., 2015; Simdes et al., 2021). A medida que

avanza la enfermedad, esta respuesta se revierte debido a la acumulacién de AG. En particular,
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se ha descrito que la respiracion mitocondrial disminuye de manera progresiva y ésta se ve
acompafada de un descenso en los niveles de cardiolipina, lo que implica una mayor
permeabilidad de la membrana mitocondrial (Aounetal., 2012; Fouretetal., 2018; Peng et al.,
2018; Simoes et al., 2021). Este hecho facilita el acamulo de colesterol, lo que induce la
activacion de una via intrinseca dependiente de JNK asociada a la disminucidn de glutation
(GSH), que sirve como detonante en la apertura del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPTP) (Figura 9) (Colell et al., 2003; Fernandez-Checay Kaplowitz, 2005). Esta
es la consecuencia mas determinante de la acumulacion de colesterol, ya que conlleva la
liberacién de componentes apoptoticos al espacio intermembranoso, como el citocromo c,
precursores de caspasas y proteinas de choque térmico, acaeciendo una disminucion de la
autofagia y un aumento de la apoptosis (Colell et al., 2003). Ademas, como consecuencia de las
alteraciones descritas, también se desencadenan otras respuestas celulares como la activacion de
los procesos inflamatorios, derivados de la accién de la citocina TNF-a, y la disminucién en la
produccionde ATP (Figura 9) (Simdesetal, 2021). En general, todos estos trabajos, han puesto
de manifiesto que la mitocondria, pese a que no se puede considerar como el inductor principal
del estrés oxidativo que provoca el inicioy progresion de la EHGNA en una fase temprana, si es
uno de los organulos principales implicados en el avance de la enfermedad hacia estadios mas

graves.

catalaso £

Lip
H,0 +1/20,%—H,0, lPeroxidation
LS

Figura 9: Esquema donde se muestran las diferencias fundamentales entre las distintas etapas de la EHGNA. En la
fase mas temprana de la enfermedad se produce un aumento de la fosforilaciéon oxidativa debido a la alta
disponibilidad de nutrientes, mientras que en la fase mas tardia de la enfermedad se produce una fuga de protones a
través de la membrana mitocondrial interna que disminuye la fosforilacion oxidativa y favorece la activacion de la
via intrinseca dependiente de JNK. Koliaki et al., 2015.
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6 Conclusiones

Los datos aportados por los articulos escogidos para la realizacion del presente trabajo de
revision indican que la mitocondria tiene una especial relevancia en la EGHNA, considerandose
como uno de los principales organulos celulares responsables de la progresion de la enfermedad.
Tras analizar toda la informacion recogida, se han obtenido las siguientes conclusiones:

1. El desarrollo de la EHGNA y su progresion en las fases tempranas se encuentra
asociado al consumo excesivo de dietas hipercaloricas que favorecen la produccion de
ROS dependiente de la FAO peroxisomal y no a través de las mitocondrias.

2. Enlasprimeras etapas de la EHGNA existe una repuesta adaptativa temprana de las
mitocondrias a la disponibilidad de lipidos y carbohidratos que permite la disminucion
de los niveles de ROS producidos a nivel mitocondrial.

3. Lapérdida progresiva de la eficiencia mitocondrial se encuentra intimamente asociada

al desarrollo de fases mas avanzadas y graves de la EHGNA.

4. Laacumulacion de mitocondrias y peroxisomas dafiados y disfuncionales junto con el
déficit de la respuesta autofagica son considerados los desencadenantes determinantes

que originan la lesion de los hepatocitos y aceleran la progresion de la EHGNA.
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