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RESUMEN 

El incremento en la prevalencia de la obesidad en el mundo, está co-adyuvando al 

desarrollo de varias enfermedades crónicas degenerativas, entre ellas las 

relacionadas con el hígado. Datos experimentales revelan que es el tipo de lípido, 

más que el contenido de ellos, lo que condiciona la susceptibilidad al daño 

hepático. La sobrecarga de colesterol en el hígado conduce al agravamiento en el 

daño inducido por otros agentes tóxicos, sin embargo poco se ha explorado con 

respecto al estado que guarda la protección celular, sobre todo aquella mediada 

por la NADPH oxidasa e inducida por el factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF). El objetivo de este trabajo fue evaluar en hepatocitos, el efecto de la 

sobrecarga de colesterol en el proceso de protección mediado por la vía de  

HGF/NADPH oxidasa. Los resultados muestran que la administración de una dieta 

hipercolesterolémicaen durante dos días a ratones C57/BL6 de 8 semanas induce 

daño hepático y esteatosis. Los hepatocitos aislados de estos animales mostraron 

una sobreactivación de la oxidasa y por tanto el establecimiento de estrés oxidante 

celular, que condiciono el tratamiento con HGF. A pesar de que la dieta 

hipercolesterolémica disminuyó la expresión proteica de las  subunidades 

catalíticas y reguladoras de la NADPH oxidasa, este sistema incremento de su 

actividad, lo que promovió la expresión del factor de transcripción Nrf2 que 

responde ante situaciones de estrés oxidante. En conclusión, la sobre sobrecarga 

de colesterol impide la protección hepática mediada por el sistema HGF/NADPH 

oxidasa. 

Palabras claves: Colesterol, Hepatocitos, Esteatosis, NADPH oxidasa, HGF 



 
 

ABSTRACT 

The increment in the prevalence of obesity incidence in Mexico is leading to the 

increase in many chronic maladies, including liver diseases. It is well known that 

lipid-induced liver sensitization is related to the kind of lipid rather than the amount 

of them in the organ. Cholesterol overload in the liver aggravates the toxic effects 

of canonical liver insults. However, the status on the repair and survival response 

elicited by nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase and the 

hepatocyte growth factor (HGF) is not completely understood. In the present, work 

we aimed to figure out the HGF/NADPH oxidase-induced cellular protection in the 

hepatocyte with a cholesterol overload. Our results show that a 

hypercholesterolemic diet induced liver damage and steatosis in mice. The 

hepatocytes isolated from these animals exhibited an increase in basal NADPH 

oxidase activity, although transcriptional levels of some of its components were 

decreased. No effect on the oxidase activity was observed in HGF treatments. The 

protective effect of HGF was abrogated as a result of cholesterol cellular overload, 

calculated by a survival assay. In conclusion, the cholesterol overload in 

hepatocytes impairs the HGF/NADPH oxidase-induced cellular protection. 
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1 INTRODUCCIÓN 

A partir del siglo XX la revolución industrial en Latinoamérica suscitó cambios 

importantes que repercutieron en la salud de la población, ya que se incrementó la 

expectativa de vida, exposición a sustancias toxicas y tal vez una de las más 

importantes, el cambio en los hábitos alimenticios y la disminución de la actividad 

física, los cuales han incrementado la prevalencia de la obesidad (Méndez-

Sánchez et al, 2004). 

La obesidad representa el principal problema de salud  de nuestra sociedad, ya 

que al lado de la diabetes, las dislipidemias, el síndrome metabólico y el hígado 

graso se consideran desórdenes pandémicos que afectan a más de un tercio de la 

población en las últimas décadas (Berlanga et al., 2014; Popkin et al., 2012). 

En el contexto de los desórdenes metabólicos asociados a la obesidad, se 

circunscribe a la Enfermedad Grasa del Hígado no-Alcohólica (EGHNA--NAFLD) 

la cual incluye esteatosis simple, esteatohepatitis no-alcohólica (NASH por sus 

siglas en inglés), fibrosis y cirrosis. La NAFLD se caracteriza por tener un potencial 

para el desarrollo de carcinoma hepático y la falla hepática (Del Ben et al, 2014; 

Lirussi et al, 2007; Adams et al, 2005; Angulo, 2002). Generalmente, la NAFLD se 

asocia con una serie de enfermedades tales como obesidad, diabetes mellitus tipo 

2, hiperlipidemia, enfermedad celíaca, así como a la exposición a diversos 

fármacos,  toxinas, y procedimientos quirúrgicos (derivación yeyuno-ileal  y otras 

operaciones en el tracto gastrointestinal) (Lirussi et al, 2007). Esta condición 

clínico-patológica se caracteriza por la infiltración de grasa en más del 5% de los 

hepatocitos en ausencia de una ingesta crónica de alcohol (Berlanga et al, 2014).  
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Aunque se asume que el hígado graso es el resultado de la acumulación de 

triglicéridos, el daño potencial de otros lípidos como el colesterol ha sido 

documentado. El colesterol es un lípido de importancia biológica en el que, en 

condiciones normales el hígado es capaz de regular y esterificar  de forma 

eficiente, pero que en condiciones de sobrecarga puede convertirse en un 

mediador tóxico en la NAFLD o en la esteatohepatitis (Gutiérrez-Ruiz et al, 2012; 

Mari et al, 2006).   

Existen reportes que sugieren al estrés oxidante como uno de los mecanismos 

clave para acelerar  la progresión de esteatosis a NASH,  por el desbalance entre  

agentes antioxidantes y pro oxidantes como la NADPH oxidasa. Esto se debe a 

que la NADPH oxidasa no es exclusiva de células fagocíticas, existe NADPH 

oxidasa no fagocítica en diferentes tipos celulares, entre ellas células hepáticas y 

pancreáticas que se activan por la acción de agonistas como la angiotensina II y 

es capaz de generar anión superóxido (O2
.) y otras  especies reactivas de oxígeno 

(ERO), las cuales están implicadas en el daño a las células hepáticas  (Del Ben et 

al, 2014; Bedard y Krause, 2007; Colmenero et al, 2007; Chen et al 1997).  

Existen sustancias y moléculas antioxidantes con la capacidad de inhibir la 

síntesis de ERO o de secuestrar las ERO, ya existentes.  

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF por sus siglas en inglés) tiene 

propiedades pro-apoptóticas y en la actualidad se estudia su papel antioxidante 

como regulador negativo de la actividad de la NADPH oxidasa (Clavijo-Cornejo et 

al, 2013; Gómez-Quiroz et al, 2008). El factor de crecimiento de hepatocitos se 

identifico originalmente en 1984 como un potente mitógeno hepático. Hoy en día, 

el HGF participa en múltiples funciones, las cuales dependerán  del tipo celular 
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sobre el cual actúen. La actividad del HGF depende de la unión con su receptor c-

Met (Cellular-mesenchymal epitelial transition factor)  un proto oncogen que regula 

una complicada vía de señalización a través de la activación de las proteína 

cinasa activadora de mitógeno (MAPK). La activación de MAPK inducirá 

mecanismos de proliferación, transformación, diferenciación, apoptoisis, 

tubulogénesis, así como un control de la respuesta antioxidante (Clavijo-Cornejo et 

al. 2013; Palestino-Domínguez et al. 2012; Trusolino T et al.2010). 

 

1.1 HEPATOPATIA GRASA NO-ALCOHOLICA 

La NAFLD, es la principal causa de enfermedad crónica del hígado en el mundo 

con una prevalencia superior al 30% de la población adulta y representa la causa 

más frecuente de hipertransaminasemia persistente (Musso et al, 2010).  

Existen factores metabólicos, nutricionales, inflamatorios, autoinmunes, así como 

el consumo de fármacos y tóxicos que generan la NAFLD (Berlanga et al, 2014).  

La patogénesis de la NAFLD comprende desde un simple depósito de grasa en el 

hígado (esteatosis), que tiene un curso clínico benigno, pero que, si se acompaña 

por un proceso inflamatorio genera cambios en el hígado que dan lugar a la 

esteatohepatitis no-alcohólica (NASH) descrita por Jurgen Ludwing en 1980 a la 

que reconoció como un estadio progresivo hacia el desarrollo de  enfermedades 

más severas del hígado como la fibrosis, la cirrosis y el hepatocarcinoma como se 

muestra en la figura 1 (Uribe, M, 2008; Lazo et al, 2008; Solis-Herruzo, 2006; 

Schaffner y Thaler, 1986; Ludwing et al, 1980).  
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Figura 1. Historia natural de la progresión de la obesidad esteatohepatitis. 

 

La NASH en un proceso crónico que puede avanzar a fibrosis y es responsable de 

la mayoría de los casos de cirrosis criptogénica con una expectativa de vida de 5-

10 años en el 67% para pacientes que se complican con hipertensión y del 59 % 

para aquellos que desarrollan hepatocarcinoma (Propst et al, 1995) 

El curso inflamatorio de la NASH implica el reclutamiento de linfocitos 

polimorfonucleares y mononucleares sobre el parénquima hepático compuesto por  

hepatocitos y la activación de células de Kupffer (macrófagos residentes), que  

inducen estrés oxidante generado por la formación de radicales libres (RL) (Tilg y 

Diehl, 2000). 

Datos clínicos, epidemiológicos y bioquímicos sugieren que la NASH es una 

manifestación del síndrome metabólico, la cual es acompañada de alteraciones 

metabólicas de los lípidos, incluyendo hipertrigliceridemia y/o hipercolesterolemia, 

obesidad, resistencia a la insulina (RI) y diabetes mellitus tipo 2 principalmente 

(Bellentani et al 2009; Browning y Horton, 2004).  



8 
 

De acuerdo a lo reportado por el Instituto Nacional de Salud Pública, del año 1994 

al 2000, la prevalencia de las dislipidemias incremento un 21%, mientras que en 

una sub-población con peso normal se detectó la presencia de hipercolesterolemia 

en un 42.6% de los cuales solo el 6% había sido diagnosticado (Aguilar-Salinas et 

al, 2010). La prevalencia de NASH en México no se conoce con precisión, sin 

embargo, extrapolando los datos de sobrepeso, obesidad y dislipidemias de la 

encuesta nacional de salud y nutrición (ENSANUT, 2012) en la que revela que un 

68.9% de niños y niñas entre 5 y 11 años padecen sobrepeso u obesidad al igual 

que un 71.2% de adultos de más de 20 años, se predice a la NAFLD como la 

principal causa de enfermedad hepática para el año 2020 (ENSANUT, 2012). 

 

1.2 DEL HIGADO GRASO A ESTEATOHEPATITIS NO-ALCOHOLICA 

Se estima que  el 5 % de pacientes con hígado graso progresa a cirrosis, como 

consecuencia de la resistencia a la insulina que da pie al aumento de la lipólisis 

con liberación de grandes cantidades de ácidos grasos libres (AGL).  Cuando esto 

ocurre, el hígado que ocupa un lugar estratégico en el curso de la sangre portal 

que recibe los AGL, lo que origina la esteatosis (Fernández-Rodríguez et al, 2006; 

Adams et al, 2005). Los AGL almacenados en los hepatocitos pueden seguir 

diversas rutas metabólicas como la síntesis de triglicéridos y fosfolípidos, en la 

gluconeogénesis  o bien ser oxidados en las mitocondrias, peroxisomas o en los 

microsomas.  Estas oxidaciones pueden conducir a estrés oxidante celular, ya que 

la beta-oxidación de la mitocondria genera ERO como el anión superóxido (O2
.), 

durante la fosforilación oxidativa, por otro lado la beta-oxidación de los 

peroxisomas genera peróxido de hidrogeno (H2O2), finalmente la oxidación de los 
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microsomas con ayuda de los citocromos P-450 conduce a la formación tanto de 

O2
. como de ácidos dicarboxilicos, con lo que se evidencia que si la RI es crucial 

para la patogénesis del hígado graso, el estrés oxidante es definitivo en su 

evolución a NASH ya que este último puede determinar la peroxidación lipídica, la 

degeneración y necrosis de las células, la muerte por apoptosis, formación de 

aldehídos reactivos como el malonildialdehído (MDA), la expresión de citocinas 

inflamatorias, la activación de células estelares hepáticas (CEH) y la fibrogénesis 

(Chittury y Farrell, 2001; James y Day, 1999). 

La disfunción mitocondrial participa de manera decisiva en la génesis del hígado 

graso y en el origen del estrés oxidante ya que están implicadas en la beta-

oxidación de los AGL y en la generación de ERO (Pessayre et al, 2002; Esposito 

et al, 1999). 

Para que los AGL se trasloquen a la mitocondria es necesario que los AGL se 

unan a la carnitina mediante las enzimas carnitin-palmitoil transferasa CPT-1 y una 

traslocasa,  si existe una deficiencia de estas enzimas los AGL se retienen en el 

citoplasma y se reesterifican a triglicéridos. Después de translocar a la matriz 

mitocondrial, se realizan una serie de reacciones de beta-oxidacion (anabólicas) 

que tiene como producto principal acetil-CoA y el agente reductor NADH (James y 

Day, 1999; Yamamoto et al, 1996; Browyer et al, 1988).  La acetil-CoA entra al 

ciclo de Krebs donde reacciona con el oxalaceto donde produce citrato compuesto 

de 6 átomos de carbono que después de una serie de reacciones de 

descarboxilación genera más moléculas de NADH. Mediante un proceso 

defosforilación oxidativa los electrones cedidos por los agentes reductores a la 

cadena transportadora de electrones internalizan protones al espacio 
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intermembrana a través de los complejos  mitocondriales (I a V). Cuando estos 

protones regresan a través de la ATPasa (complejo V) se generan la conversión 

de ADP a ATP y los electrones son tomados por el oxígeno para generar H2O 

(Fromenty y Pessayre, 2005).  

Durante este proceso es normal que se escapen electrones y que tras unirse al 

oxígeno de la matriz mitocondrial den lugar a la formación de ERO, principalmente 

O2
., por lo que una disfunción mitocondrial en condiciones de altas cantidades de 

AGL disminuye la formación de ATP y aumenta la cantidad de ERO (Wallace, 

1999; Fromenty y Passayre, 1995; Halliwell, 1994).  

Las ERO resultantes, con la finalidad de encontrar estabilidad electrónica, oxidan 

los ácidos grasos poliinsaturados de las membranas mitocondriales y plasmáticas, 

las que dan lugar a la formación de MDA y 4-hidroxi nonenal (4-HNE), los cuales 

inhiben al citocromo C del complejo 4 disminuyendo la función mitocondrial y 

potenciando la generación de ERO, las cuales pueden dañar al DNA mitocondrial 

y enzimas con núcleo hierro-sulfuro y con ello determinar la hipofunción de la 

cadena transportadora de electrones (Chen et al, 2000). 

El  factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) derivado de los adipocitos no solo 

juega un papel crucial en la RI al inhibir al sustrato receptor de insulina (IRS)-1 tras 

la fosforilación en serina, sino que también juega un papel importante en la 

disfunción mitocondrial debido a una interferencia en el flujo de electrones en los 

complejos I y III de la cadena transportadora de electrones, al quedar retenidos 

estos electrones en el citocromo b estos escapan reaccionando con el oxígeno 

generando ERO  (Hui et al, 2004; Crespo et al, 2001, Sánchez-Alcázar et al, 2003; 

Sánchez-Alcázar et al, 2000). Por otro lado, TNF-alfa induce la expresión génica 
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de diversas citocinas inflamatorias y enzimas como la óxido nítrico sintetasa 

inducible (iNOS), enzima que cataliza la oxidación de la L-arginina que en 

presencia de oxigeno sintetiza citrulina y óxido nítrico (ON) (Solis-Herruzo, 2006; 

Tilg y Diehl, 2000).  

El ON generado altera la función mitocondrial al bloquear al citocromo C e impedir 

el flujo de electrones lo que genera O2
., el cual al reaccionar con las 

concentraciones elevadas de ON dan lugar a radical peroxinitrito (ONOO-), un 

radical libre altamente reactivo, que oxida al DNA y nitra los residuos de tirosina de 

las proteínas, disminuyendo la actividad funcional de las proteínas de la cadena 

transportadora de electrones (Radi et al, 2002; Radi et al, 2002; Szabó, 1996). 

La alta concentración de AGL generados por la lipólisis como producto de la RI,  al 

llegar al hígado y encontrarse con un ambiente oxidante ocasionado por una 

disfunción mitocondrial, induce la oxidación mitocondrial (Solis-Herruzo, 2006). 

Las ERO generadas no solo reaccionan con los AGL también pueden peroxidar 

lípidos de las membranas mitocondriales y alteran propiedades físico-químicas de 

las membranas lo que repercute en la actividad de las enzimas y receptores de 

membrana, en las interacciones intercelulares y la permeabilidad de la membrana, 

lo cual compromete la viabilidad celular y muerte por necrosis (Jenkins et al, 1982; 

Hegner y Platt, 1975). 

Se sabe que los productos de oxidación de AGL y lípidos como el MDA y el 4HNE 

no solo inhiben la citocromo C, sino que participan en la fibrogénesis hepática al 

estimular la expresión del gen de colágena-1 utilizando como mediadores al factor 

de transcripción Sp-1 y SP-3 (Solis-Herruzo, 2006; Jian et al, 1997). 
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Mediante la activación de otros factores de transcripción como el factor nuclear 

kappa-B (NF-kB) y c-Myb, el estrés oxidante induce la activación y proliferación de 

las células estelares hepáticas (CEH), lo cual contribuye a la fibrogénesis 

hepática. NF-kB induce la expresión de TNF-alfa, molécula de adhesión 

intercelular -1 (ICAM-1, por sus siglas en inglés), proteína quimioatrayente de 

monocitos (MCP-1, por sus siglas en inglés), la interleucina-6 (IL-6) y citocina 

inducida quimioatrayente de neutrofilos (CINC, por sus siglas en inglés) con lo que 

se justifica la presencia de infiltrados inflamatorios en NASH (Maher y Scott, 

1996). 

El estrés oxidante, los AGL y el TNF-alfa, pueden regular el mecanismo de muerte 

celular por apoptosis, ya que las ERO aumentan la expresión del ligando de FAS 

en la superficie de los hepatocitos y de esta manera inducir la apoptosis de ellos, 

ya que al unirse FAS ligando  su recetor activa la procaspasa 8 y el factor Bid,  el 

cual modifica a Bax y favorece la formación de canales en la membrana de las 

mitocondrias que da lugar a la liberación de la citocormo C, activando la vía 

intrínseca de la apoptosis al conformar el apoptosoma complejo integrado por 

citocromo C-Apaf.caspasa 9 (Lam et al, 2003;Feldstein et al, 2003;Feldmann et al, 

2000;Pessayre et al, 2000). 

Estas no son las únicas fuentes generadoras de ERO, existe la NAPDH oxidasa 

de la familia de las NOX que se expresa en los hepatocitos implicada en la 

producción de ERO y en consecuencia de alteraciones celulares que inducen a la 

progresión de NASH (Solis-Herruzco, 2006). 
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1.3 NADPH OXIDASA EN EL ESTABLECIMIENTO DE NASH  

La NADPH oxidasa (NOXs) fue originalmente identificada como un componente 

clave del sistema inmunitario para combatir agentes patógenos. Sin embargo, 

células del parénquima hepático y no parenquimatoso expresan diferentes 

miembros de la familia de las NOX. Su función como un complejo enzimático es 

catalizar la reducción de un electrón del oxígeno que, acoplado con la oxidación 

de NADPH, resulta en la producción de O2
.. La producción de O2

. es seguida por 

su dismutación a H2O2 espontáneamente o a través de la actividad de la enzima 

superóxido dismutasa (SOD) (Babelova et al, 2012; Cuypers et al, 2010).  

La NADPH oxidasa está constituida por una subunidad catalítica gp91phox y una 

regulatoria p22phox, que forman al flavocitocromo b558, las cuales interactúan con 

elementos reguladores que por lo general se encuentran en el citosol como: 

p47phox, p67phox, p40phox y la GTPasa de Rac  que se encuentra unida a la proteína 

inhibidora RhoGDP-inhibidor de disociación (RhoGDI) (Cui et al, 2011; De Minics y 

Brenner, 2007; Bokoch y Zhao, 2006; Lambeth, 2004; Babior, 1999; Someya et al, 

1999). Tras una estimulación, las proteínas citosólicas reguladoras  traslocan a la 

membrana donde interactúan con la flavoproteína b558 favoreciendo la actividad 

de la NADPH oxidasa (Fig. 2) con la finalidad de producir grandes cantidades de 

O2
. para combatir infecciones microbianas (Ago et al, 2003; Ago et al, 1999). 
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Figura 2. Estructura de la NADPH oxidasa y su mecanismo de activación. 

 

Los complejos NADPH oxidasa no fagocíticos son estructural y funcionalmente 

similares a los fagocíticos, al generar O2
.- por una reducción molecular del 

oxígeno. Los niveles de ERO en la forma no fagocítica de la NADPH oxidasa son 

apenas un pequeño porcentaje comparado con los generados por NADPH oxidasa 

fagocítica (Brandes y Kreuzer, 2005). 

La NADPH oxidasa fagocítica es un complejo constitutivamente activo que genera 

niveles basales bajos de ERO, pero que en respuesta a un agonista como 

Angiotensina II libera altos niveles de fuentes oxidantes. Se sabe que las ERO 

producidas en respuesta a un agonista, estimula de alguna manera vías 

intracelulares en sistemas redox (Bedard y Krause, 2007; Bataller et al, 2003; 

Wang et al, 2002).   

Las NADPH oxidasas son clasificada de acuerdo al tipo de ERO que generen y de 

acuerdo a su composición en las subunidades (Babelova et al, 2012).  
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Existen tres NADPH oxidasa con un dominio  gp91phox (NOX1, NOX2, NOX3 y 

NOX4), cuya estructura y tamaño es similar, estas contienen un sitio de unión al 

sustrato NADPH y otro a FAD. De acuerdo a su topología este grupo de oxidasas 

se encuentran en la membrana y reducen oxígeno a través de la membrana para 

generar O2
. y en una segunda reacción de dismutación, dos moléculas de O2

. 

generan H2O2, el que entre otras cosas puede funcionar como un sustrato para 

enzimas tipo peroxidasas y propagar el daño. Otro tipo de NADPH oxidasa es 

NOX5, que se encuentra constituida por una estructura básica de gp91phox, pero 

con un dominio extra en la parte amino denominado de calmodulina que contiene 

4 sitios de unión para calcio (Ca). El Ca cuando se une al dominio de calmodulina 

provoca un cambio conformacional, exponiendo los residuos hidrofóbicos que 

unen y regulan a las enzimas blanco. El tercer grupo de oxidasas es el DUOX, con 

estructura similar a NOX5, conteniendo en la parte amino terminal un dominio 

homólogo a peroxidasa y el dominio de unión a Ca, el dominio peroxidasa se 

encuentra en la parte extracelular de la membrana. La importancia de este 

dominio en DUOX es que se encarga de generar ERO (Fig. 3) (Lambeth, 2004). 

 

Figura 3. Clasificación de las NADPH oxidasa de acuerdo a sus dominios. 
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La estructura de la NADPH oxidasa no fagocítica expresada en las CEH del 

hígado no es conocida con exactitud, pero lo que sí es claro que p47phox y que 

requiere de Rac-1. Rac-1 es una proteína GTPasas de la familia Rho que regula la 

proliferación celular  y reorganiza dinámicamente la actina del citoesqueleto. Por 

esta razón estas proteínas son componentes cruciales en el funcionamiento de la 

NADPH oxidasa de las CEH (De Minics y Brenner, 2007; De Minics et al, 2006).  

Recientemente se ha propuesto  una acción secundaria importante de la NADPH 

oxidasa, en la regulación de la biología celular del hígado ya que los altos niveles 

de ERO producidos por las células de Kupffer protegen al hígado de patógenos 

externos, por otro lado las bajas concentraciones de ERO producidas por las 

células no fagocíticas  participan activamente en la regulación de las señales 

intracelulares en las CEH (Takeya y Sumimoto, 2006; Takeya et al, 2006; Adachi 

et al, 2005; Bataller et al, 2003).   

Esto ha llevado a que se investigue el potencial rol de NADPH oxidasa como un 

mediador de diferentes agonistas pro-fibrogénicos involucrados en la fibrosis 

hepática (Bataller et al, 2003). La importancia de la NADPH oxidasa durante el 

daño hepático fue demostrada por un análisis de microarreglos realizado en tejido 

de pacientes con NASH, el cual mostró una sobre-expresión del gen de la NADPH 

así como de genes relacionados (Colmenero et al, 2007; Albado, 2006).  

La angiotensina II ejerce un papel regulador en vías de señalización intracelular 

utilizando a la NADPH oxidasa como un mediador en las CEH esto se demostró 

cuando se observó una atenuación de la inflamación y la fibrosis al utilizar 

inhibidores de la angiotensina II (Bataller et al, 2005; Bataller et al, 2003).  
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La angiotensina II induce fosforilación de p47phox a través del receptor AT1 de la 

angiotensina (Croquet et al, 2002; Wei et al, 2000). 

Recientes estudios sugieren que no solo los bloqueadores de la angiotensina II 

deprimen las ERO producidas por la NADPH oxidasa y las complicaciones que 

esto conlleva en la activación de procesos inflamatorios y fibrogénicos, por lo que 

se proponen sustancias o moléculas con capacidad antioxidante. El factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF) ha mostrado tener un efecto antioxidante 

mostrando un efecto protector en la nefropatía diabética al disminuir los niveles de 

MDA y de glutatión oxidado (De Minics y Brenner, 2007).  

 

1.4 Litiasis Vesicular (LB) 

Además del hígado que es afectado por una dieta alta en colesterol, la vesícula 

biliar se ve comprometida con la litiasis. La litiasis es una enfermedad que  se 

caracteriza por alteraciones en la homeostasis del colesterol y el metabolismo de 

las sales biliares, lo que origina disminución de la solubilidad del colesterol y su 

precipitación en la bilis. Existen dos tipos de cálculos biliares (CB), los 

pigmentarios y los de colesterol; estos últimos se presentan con una mayor 

frecuencia del 75-89% de todos los casos de LB, y  los cuales  se tratan a 

continuación. La colelitiasis es la formación de cálculos de colesterol en la vesícula 

biliar y en ocasiones también pueden presentarse en los conductos biliares intra y 

extra-hepáticos. El mecanismo de formación de cálculos de colesterol no se 

conoce del todo; sin embargo, en la patogénesis del proceso se identifican 3 

fases: 1) La fase de sobresaturación de la bilis, 2) La fase de nucleación del 

colesterol en la bilis, y 3) La fase de hipomotilidad de la vesícula, cuando ésta ya 
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no se contrae lo suficiente para vaciar regularmente su contenido. Los factores 

etiopatogénicos críticos para la formación de CB son: una hipersecreción y 

elevación de triglicéridos, tabaquismo y diabetes mellitus (Méndez y Uribe 2008; 

González-Hita et al, 2005). 

El principal factor de riesgo nutricional en el desarrollo de CB es la obesidad. La 

incidencia de LB se eleva en forma paralela al incremento del índice de masa 

corporal (IMC); 35% de las mujeres con IMC>32kg/m2, presentan CB. El 

mecanismo por el cual se forman estos cálculos no está claramente definido, se 

ha encontrado que los obesos, sintetizan una mayor cantidad de colesterol en 

hígado, el cual se secreta en cantidades excesivas, lo que origina sobresaturación 

de la bilis (Méndez y Uribe 2008; González-Hita et al, 2005). 

 

2 ANTECEDENTES 

En la actualidad, la población mexicana tanto adulta como infantil presenta una 

prevalencia muy alta de obesidad. La Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 

(ENSANUT) señala que 47.9 millones de mexicanos presentan sobrepeso y 

obesidad y cerca de un 43% presenta algún desorden en el metabolismo de 

lípidos como hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia y sólo un 6% lo sabe 

mediante diagnóstico médico. Además,  varios estudios señalan que el mexicano 

tiene una predisposición genética al síndrome metabólico y que en su dieta, el 

consumo de grasas es superior al valor recomendado (Tellez-Ávila et al, 2008), lo 

que lleva a considerar que una proporción muy alta de la población mexicana 

padece o tiende a desarrollar  hígado graso o esteatosis, considerando esta 

condición como un antecedente de enfermedades hepáticas más severas. En la 



19 
 

última década se han realizado importantes avances que nos han permitido una 

mejor comprensión de la patogénesis en algunas enfermedades hepáticas y se ha 

demostrado que el estrés oxidante participa en gran medida en el inicio y la 

progresión del daño hepático. Por lo que el desbalance del estado redox celular 

y/o el estrés oxidante determina en gran medida el inicio y progresión de los 

distintos estadios patológicos en el hígado, es por ello que la esteatosis no 

alcohólica con hipercolesterolemia ha recibido gran atención desde el punto de 

vista del tratamiento clínico. Por otra parte se conoce por estudios en nuestro 

grupo el papel protector del HGF en procesos de daño hepático,  sin embargo no 

se conoce la participación de HGF/c-Met en el control del estado redox en la 

esteatosis producida por una dieta hipercolesterolémica (Enriquez-Cortina et al, 

2013; Clavijo-Cornejo et al, 2013; Gutierrez-Ruiz et al, 2012;  Valdés-Arzate et al, 

2009; Gómez-Quiroz et al, 2008). 
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3 HIPÓTESIS 

El complejo HGF/NADPH oxidasa es capaz de generar un mecanismo de 

protección hepática, sin embargo ante una sobrecarga de colesterol el hepatocito 

es incapaz de llevar a cabo esta respuesta. 

 

4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar actividad de la NADPH oxidasa en hepatocitos de ratones 

alimentados con una dieta rica en colesterol y su regulación por c-Met y HGF. 

 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Caracterizar el daño hepático inducido por una dieta HC por dos días en 

ratones c57BL/6. 

2.- Evaluar el estado oxidante que induce una dieta HC sobre hepatocitos 

primarios de ratones. 

3.- Analizar el efecto modulador de especies reactivas de oxígeno de HGF en 

hepatocitos primarios de ratones c57BL/6.  

4.- Evaluar la participación del complejo de la NADPH oxidasa como generador de 

especies reactivas de oxígeno en hepatocitos primarios de ratones c57BL/6. 

5.- Determinar en la vesícula biliar, los cambios anatómicos y morfoestructurales 

inducido por una dieta HC por dos días en ratones c57BL/6. 
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

El HGF recombinante fue obtenido de Peprotech de México, el anti-HGF se obtuvo 

de R&D systems (St Louis, MO, USA), los demás reactivos usados fueron de 

Sigma-Aldrich Química S.A. de C.V. (México) salvo cuando se indique lo contrario. 

5.1 Animales y tratamiento 

Ratones atones machos de la cepa C57BL6 de 8 semanas de vida se mantuvieron 

en el bioterio del Instituto Nacional de Rehabilitación bajo los cuidados específicos 

de acuerdo a la NOM-062-ZOO-1999 y a la NIH guidelines for the care and use of 

laboratory animals. Los animales estuvieron a una temperatura controlada (22 °C), 

ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h y un régimen de comida y agua de libre acceso.  

5.2 Diseño experimental 

Se formaron dos grupos con 10 animales en cada uno. Los ratones, previo al inicio 

de la dieta, se dejaron en ayuno por 12 h. El primer grupo fue alimentado durante 

48 h con una dieta balanceada estándar (Chow) (Purina, Inc), y el segundo recibió 

una dieta hipercolesterolémica (HC) que consistente en la dieta estándar Chow 

suplementada con 2% de colesterol y 0.5 % de colato de sodio (Dyest, Inc). Al 

término del tratamiento se extrajo sangre total de los animales y se separó el 

suero para realizar pruebas bioquímicas de función hepática y el perfil de lípidos. 

El tejido hepático fue seccionado para ser fijado con paraformaldehído neutro al 

4% (PFA) y ser embebidos en parafina para los estudios histológicos, mientras 

que otra parte fue congelada a -80 °C hasta su utilización para realizar en Análisis 

de expresión proteica.  
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5.3 Histología 

Se obtuvieron cortes de 7 μm de los tejidos incluidos en parafina. Los cortes 

posteriormente fueron desparafinados e hidratados gradualmente para realizar la 

tinción de hematoxilina y eosina y realizar el análisis histológico. 

5.4 Pruebas bioquímicas y de función hepática 

La determinación de aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa 

(ALT), lactato deshidrogenasa (LDH), colesterol, triglicéridos (TG), lipoproteínas 

tanto de alta como baja densidad (HDL y LDL fueron analizados por un método 

automatizado empleando el sistema Reflotron (Roche, Inc.).  

5.5 Aislamiento y cultivo primario de hepatocitos 

Otro grupo de ratones se usó para el aislamiento de hepatocitos, mediante  el 

método de doble perfusión con colagenasa, siguiendo el protocolo previamente 

reportado por Gómez-Quiroz y colaboradores en el 2008. Los hepatocitos se 

cultivaron en cajas Petri a una densidad de 250,000 células/cm2 en medio Williams 

E suplementado al 10% con suero fetal bovino (SFB) e incubados en una 

atmosfera controlada (37 °C, 5% CO2). La monocapa de hepatocitos adherida a 

las 4 h, se lavo con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) y el medio fue 

reemplazado por uno libre de SFB y suplementado con antibiótico/antimicótico 

(Invitrogen, Life Technology) al 1%. Los hepatocitos se mantuvieron en este medio 

durante 12 h para estabilizarlos y posteriormente poner los tratamientos.    
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Los hepatocitos en cultivo se trataron con 50 ng/ml de HGF (Peprotech, USA) a 

tiempos de 0.5, 1, 3, 6 y 12 h. Posterior al  HGF, las células se utilizaron para la 

determinación del contenido de colesterol libre con la molécula fluorescente filipina 

y de triglicéridos (TG) con el aceite rojo “O”; o fueron lisadas para extraer proteína 

total utilizada para el análisis de Western blot. Otro grupo de células se empleó 

para determinar la actividad de la NADPH oxidasa.  

5.6 Determinación de colesterol libre con filipina 

El contenido de colesterol en hepatocitos se determinó empleando  la molécula 

fluorescente filipina (Sigma Aldrich, EUA) a una dilución 1:100 en albúmina sérica 

bovina (BSA) al 0.1% en PBS  en los hepatocitos aislados de ambos grupos 

siguiendo el protocolo reportado por Mari y colaboradores 2006. 

5.7 Determinación de lípidos neutros con aceite rojo O 

La determinación de los lípidos neutros en los hepatocitos se realizó fijando con 

paraformaldehido (PFA) al 2.5% durante 15 min, posteriormente se tiñeron con 

aceite rojo “O” (Sigma Aldrich, EUA) al 0.2% en isopropanol durante 1 h. Para la 

observación al microscopio de luz los hepatocitos se lavaron con isopropanol (J.T. 

Baker, México) al 60% para retirar el exceso de colorante y los núcleos se tiñeron 

con hematoxilina de Harris (Hycel, México) durante 30 seg. La cuantificación se 

realizó extrayendo el colorante con isopropanol al 100% y se leyó a una 

absorbancia de 510 nm de longitud de onda. 

 



24 
 

5.8 Actividad de la NADPH oxidasa 

La actividad de la enzima se realizó por la determinación del anión superóxido en 

un sistema con inhibición de la NADPH oxidasa, utilizando proteína de membrana 

que se extrajo con una solución de lisis compuesta por Tris-HCl 50mM pH7.4, 

EGTA 0.1mM, EDTA 0.1mM, PMSF 1mM, aprotinina y leupeptina 10μM y por 

sonicación en hielo, seguido de una centrifugación a 14, 000 xg  durante 15 min a 

4 oC. El sobrenadante se recuperó y se volvió a centrifugar a 33,000 xg por 1h a 4 

oC en una centrífuga Beckman modelo TL-100 y se decantó el sobrenadante, 

recuperando las fracciones membranales en 100 ul de buffer lisis así como por 

sonicación durante 3 s. La proteína obtenida se cuantificó con el reactivo de 

Bradford (Bio-Rad, Laboratories, Inc). Para determinar la producción del anión 

superóxido así como la actividad de la NADPH oxidasa, en una placa oscura de 96 

pozos se utilizaron 20 ug de proteína a los que se les adicionó  o no cloruro de 

difenileneiodonio (DPI) (Sigma Aldrich) inhibidor de la NADPH oxidasa a 10 μM 

por 30 min, como control de la detección del anión superóxido a otros pozos se les 

adicionó superóxido dismutasa (SOD) (Sigma Aldrich) 250 U/mg y se añadió una 

mezcla formada por solución amortiguadora   de fosfatos 50 mM pH7.4, ácido 

dietilentriaminopentaacetico 0.2 mM (DTPA), DNA de doble cadena 1.25 μg/mL,  

NADPH 6μM, dihidroetidio (DHE) (Invitrogen, Life Technologies) 2.4 μM por pozo, 

incubándose a  37°C. Finalmente la flourescencia se leyó durante una hora en 

intervalos de 5 min, con un filtro de excitación de 485 nm y de emisión 535 nm en 

un equipo Multimode Detector (DTX880, Beckman Coulter) de acuerdo a lo 

reportado por Clavijo-Cornejo y colaboradores 2013.  
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5.9 Extracción y determinación de proteína 

Para el análisis del contenido de proteína por Western blot se extrajo la proteína 

total con solución de lisis compuesta del reactivo de extracción de proteína M-PER 

(Pierce Biotechnology, USA) suplementado con una mezcla de inhibidores de 

proteasas (Complete, Roche Applied Science, Indianapolis, USA) y fosfatasas 

(PhosphoStop, Roche Applied Science, Indianapolis, USA).  Se incubó en hielo 

durante 15 min y después se centrifugó a 14,000 xg durante 15 min a 4 oC.  El 

sobrenadante se recuperó, se alicuotó y se almacenó a -80 oC.  La proteína se 

cuantificó utilizando el estuche comercial de ácido bicinconínico (BCA) (Pierce, 

Biotechnology, EUA),  considerando al fabricante se tomó 5 ul de muestra y se les 

adicionó 150 ul de reactivo BCA diluido en 1:50 en CuSO4 y como curva patrón se 

utilizó albúmina sérica de bovino de 20-2,000 ug/ml, en seguida se incubó durante 

2 h a 37 oC. Finalmente se la absorbancia se leyó a una longitud de onda de 595 

nm en un lector de microplacas (Bio-Rad Laboratories, Inc).    

5.10 Análisis del contenido proteico por Inmunoblot 

Se utilizaron 30 µg de proteína y se separó por electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 11% en presencia de SDS al 0.1%, usando un voltaje de 120 V 

durante 120 min. Posteriormente la proteína se transfirió a una membrana de 

PVDF durante 18 min a 25 V y 1 A en un sistema trans-blot turbo (Bio-Rad 

Laboratories, Inc).  

La membrana fue boqueada con albúmina al 5% en TBS-Tween durante 1 h en 

agitación constante. Para la detección de la proteína, la membrana se incubó con 
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anticuerpos específicos (tabla 1) durante toda la noche en agitación constante a 4 

oC. Transcurrido el tiempo se lavó 2 veces con TBS-Tween por 15 min y se incubó 

con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano, diluido en una 

solución de albúmina al 1% en TBS-Tween por 90 min. Después se lavó 4 veces 

por 10 min con TBS-Tween. Se reveló con 1 ml de sustrato luminiscente  

Immobilon Western (Millipore Corporation, USA), las bandas fueron detectadas 

con el fotodocumentador Image Station 4000 mm Pro Kodak de Carestream 

(Rochester, NY). La cuantificación relativa por densitometría se realizó usando el 

Software Carestream Molecular Imaging.  

5.11 Ensayo de viabilidad 

La viabilidad se determinó empleando el estuche comercial CCK-8 (Dojindo Inc) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sembraron 5,000 células/pozo en 

placas de 96 pozos, posteriormente se les retiró el medio y se suplementó con uno 

fresco libre de suero y a cada pozo se le adicionaron  10 ul del reactivo CCK-8 

dejando incubar 1h  en condiciones estándar de cultivo celular. El estuche consiste 

en la reducción de una sal soluble de tetrazolio WST-8 mediante deshidrogenasas 

en la célula que da como producto un color naranja el cual se detectó a 450 nm en 

un lector multimodal de placas DTX 880 (Beckman Coulter, Inc). Las células Chow 

y HC se trataron con 15 μM de Antimicina A (AA,) por 12h, en presencia o no de 

HGF (50 ng/ml). Adicionalmente otro grupo de células fue pre-tratado con 10 μg/ml 

de  DPI 30 min previo al tratamiento con HGF, posteriormente se agregó la AA. 
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5.12 Análisis ecográfico  

Se realizo un análisis de imagen ecográfica con el equipo de Siemens Diagnostic 

Ultrasound System, con la ayuda de una sonda VF13-5SP se realizo el ultrasonido 

sobre la parte peritoneal para  identificar la vesícula y sobre ella se buscaron 

patrones homogéneos, hipoecoicos e hiperecoicos. El análisis de las imágenes se 

realizó por dos sonografistas cegados al estudio.  

5.13 Análisis del líquido biliar por microscopia de luz polarizada  

Una vez expuesta el área peritoneal, se realizo la aspiración del líquido biliar y 

este fue analizado mediante microscopia de luz polariza con la intención de 

identificar cristales de colesterol. 

5.14 Análisis estadístico  

Los datos están representados como el promedio ± error estándar de al menos 

tres experimentos independientes. La comparación entre grupos se realizó por 

medio de la prueba de ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Bonferroni 

usando al programa informático GraphPad Prism 5 para Mac OSX. Las diferencias 

se consideraron estadísticamente significativas con una P< 0.05. 



28 
 

6 RESULTADOS 

6.1 Morfología y disfuncionalidad hepática inducida por una dieta HC 

Después de dos días de alimentación con la dieta HC y tras realizar la inspección 

macroscópica del hígado se pudieron observar cambios en la coloración del 

hígado a rosa pálido debida al alto contenido de lípidos, así como aumento 

considerable en el tamaño de la vesícula biliar (Fig. 4B); estos cambios son 

evidentes al compararlos con los hígados que recibieron la dieta Chow (Fig. 4A). 

Estos hallazgos fueron consistentes con el análisis ecográfico en el que se pudo 

observar un aumento significativo del área de la vesícula biliar (8.5 cm2) de los 

ratones HC (Fig. 4E) mientras que fue imperceptible las  vesículas de los ratones 

Chow (Fig. 4D).  El aumento de la vesícula biliar refleja un estado de litiasis 

inducida por hipersecreción de colesterol biliar en forma de cristales altamente 

birrefringentes con forma de laminas rectangulares con una muesca en uno de sus 

ángulos  (Fig. 4C) los cuales fueron detectados ecográficamente como puntos 

hiperecóicos dentro de la vesícula biliar, aunado a un estado de 

hiperecogenecidad de la misma (Fig. 4E). 

El perfil lipídico en suero, reflejo un aumento de colesterol total (TC) y triglicéridos 

(Fig. 5A), pero sin cambios en  las lipoproteínas tanto HDL y LDL; igualmente el 

colesterol total se encontró elevado en tejido hepático (Fig. 5B) y en el líquido biliar 

(Fig. 5D) de los animales HC, todo esto comparado con los animales Chow. Así 

mismo, los niveles de enzimas transaminasas: ALT, AST y LDH, estuvieron 

incrementadas en los animales HC con respecto a los Chow (Fig.5C).   
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Figura 4. Cambios ecográfico, macroscópico y microscópico inducidos por una dieta HC. Se 
muestra la morfología del hígado Chow (A) a diferencia del hígado HC con un aspecto pálido por el 
depósito de lípidos (B) así como la evidencia de cristales de colesterol a nivel de vesícula biliar (C). 
Como puntos hiperecóicos se muestran los cristales de colesterol (E). 

 

Figura 5. Cambios sistémicos y de funcionalidad. La determinación del perfil lipídico (A) así 
como de colesterol libre así como biliar (B,D) y marcadores de funcionalidad hepática (C) como 
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y lactato deshidrogenasa (LDH) 
se llevó a cabo por métodos automatizados como se refiere en el apartado de materiales y 
métodos. Cada barra representa el promedio ± SEM. * P< 0.05 vs Chow. 
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6.2 Daño tisular en el parénquima hepático por la sobrecarga de colesterol 

El análisis histológico de las biopsias hepáticas de los animales alimentados con 

dieta HC, muestra una clara esteatosis, caracterizada por una gran cantidad de 

microvesículas lipídicas, así como un desorden de la arquitectura hepática  (Fig. 

6B) en comparación con los animales alimentados con la dieta balanceada Chow 

que muestran la clásica irradiación de los cordoncillos hepáticos a partir de la vena 

central (Fig. 6A). La vesícula biliar, evidencio un incremento a nivel tisular del 

contenido de vesículas de colesterol (Indicado con las flechas negras), así como 

un cambio de epitelio simple columnar (Fig. 6D) a uno pseudoestratificado (Fig. 

5E) y el aumento en la secreción merócrina a nivel de la superficie apical 

(Señalado con flechas naranjas).  

 

 

Figura 6. Evidencia a nivel histológico de esteatosis por una dieta hipercolesterolémica. 
Secciones de hígado de animales alimentados con la dieta regular Chow (A) o 
hipercolesterolémica HC (B) teñidos con hematoxilina y eosina.  Las flechas en color negro indican 
gotas lipídicas. Secciones de vesícula biliar de animales Chow (C) o HC (D) teñidos con 
hematoxilina y eosina mostrando con flechas negras las gotas de lípidos y con flechas naranjas el 
cambio de epitelio columnar en animales Chow a pseudoestratificado en animales tratados con la 
dieta hipercolesterolémica. Imágenes a 200 X, representativas de al menos tres animales.  
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6.3 La dieta HC incrementa colesterol y TG en hepatocitos 

Se evidenció que los hepatocitos HC presentan una sobrecarga lipídica tanto de 

colesterol total como de lípidos neutros. La Figura 7B muestra claramente que los 

hepatocitos de ratones HC presentan contenido de colesterol al estar aumentada 

la fluorescencia con respecto a los Chow (Fig. 7A), el cual se cuantificó con un 

análisis fluorométrico (Fig. 7C). De manera muy similar los hepatocitos HC 

mostraron un incremento significativo en el contenido de TG (Fig. 7E y F) en 

comparación con los Chow (Fig. 7D).   

 

Figura 7. Contenido de colesterol y TG en cultivo de hepatocitos. Se determinó la presencia de 
colesterol por medio de filipina en hepatocitos Chow (A) y en hepatocitos HC (B). La cuantificación 
de la intensidad de fluorescencia de la filipina (C) se realizó con el software Image J. Los TG se 
detectaron con la prueba de aceite rojo O en hepatocitos Chow (D) y en hepatocitos HC (E). 
Posteriormente se extrajo el aceite rojo y se cuantificó a 500 nm por espectrofotometría (F). Las 
fotografías se muestran a un aumento original de 200X. Cada barra representa el promedio ± SEM. 
* P< 0.05 vs Chow. 
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6.4 El HGF es incapaz de disminuir la producción de ERO producidas por 

NADPH oxidasa en hepatocitos HC 

Con la finalidad de evaluar si la sobrecarga de colesterol modifica el papel 

antioxidante del HGF, realizamos un ensayo de la actividad de la NADPH oxidasa 

determinado la generación de anión superóxido en presencia o ausencia de DPI, 

un inhibidor de la oxidasa, y de SOD, enzima que dismuta el anión superóxido.  La 

figura 7 muestra que los hepatocitos HC presentan un incremento significativo en 

la actividad basal en relación a las células no tratadas Chow, sin embargo el HGF 

fue incapaz de disminuir la producción de ERO generadas por la NADPH oxidasa.  

 

Figura 8. Efecto del HGF en un ambiente hipercolesterolémico sobre la actividad de la 
NADPH oxidasa como fuente de ERO. Los hepatocitos de ambas dietas (Chow y HC) se trataron 
o no con 50 ng/ml de HGF por los tiempos indicados. Se cuantificó la producción de anión 
superóxido en presencia o no del inhibidor de la NADPH oxidasa (DPI) o de la enzima superóxido 
dismutasa (SOD). Cada barra representa el promedio ± SEM de las unidades arbitrarias de 
fluorescencia (UAF). * P< 0.05 vs Chow. 
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6.5 La sobrecarga de colesterol disminuye la expresión proteica del sistema 

de protección HGF/NADPH oxidasa 

Transducionalmente el HGF indujo una disminución significativa a la 1 y 3 h de 

tratamiento en NOX2 (Fig. 9A), en p47 a las 3 h (Fig. 9B)  y en Nrf2  a las 3 h (Fig. 

9C) con respecto al HC NT. Los resultados son expresados como el incremento en 

la activación de las proteínas blanco con respecto a los hepatocitos Chow. Las  

imágenes representativas se muestran en la figura 9D. 

 

Figura 9. Efecto de una dieta hipercolesterolémica sobre expresión del sistema HGF/NADPH 
oxidasa.  El análisis densitométrico de los Western blot de las subunidades de la NADPH oxidasa 
(NOX2 y p47) así como del factor de transcripción Nrf2 se graficó como el incremento en la 
expresión proteica con respecto a los heptatocitos Chow no tratados. Se expresa el valor promedio 
± SEM de al menos tres experimentos independientes. El nivel de significancia considerado fue * 
P< 0.05 vs Chow NT; # < 0.05 vs HC NT. Las imágenes de los blots son representativas.  
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6.6 El HGF es incapaz de mantener la viabilidad del hepatocito con alto 

contenido de colesterol 

Finalmente, para determinar si el HGF tiene un estado protector en la viabilidad de 

los hepatocitos HC,  se realizó un estudio de viabilidad con CCK-8. La figura 10 

muestra que el HGF fue capaz de proteger ante los efectos prooxidantes de la AA 

un bloqueador de la cadena respiratoria mitocondrial, mientras que las células HC 

no mostraron efecto protector alguno mediado por el HGF, el inhibidor de la 

NADPH oxidasa DPI abrogó la respuesta protectora del HGF observado en las 

células Chow sin efecto en las HC. 

 

Figura 10. Viabilidad celular. Los hepatocitos tanto Chow como HC fueron tratados o no con 
antimicina A (AA) a 15uM  durante 6 h, en presencia o no de HGF (50 ng/ml) o DPI (10 ug/ml). La 
viabilidad al término de los tratamientos se determinó por medio del estuche comercial CCK-8 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las barras representan el promedio de 4 experimentos 
independientes ± SEM. * P< 0.05 vs Chow NT; # P< 0.05 vs Chow HGF+AA. 
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6.7 La presencia de colesterol a nivel de la vesícula biliar induce estrés 

oxidante afectando la respuesta antioxidante 

A nivel de la membrana de la vesícula biliar pudimos observar que no hay cambio 

en la expresión de NOX2, mientras se observa una disminución significativa del 

sistema antioxidante como es SOD-1y glutatión peroxidasa (GPX) en las vesículas 

de los ratones que recibieron la dieta HC en comparación con los que recibieron la 

dieta Chow.  

 

Figura 11. Efecto de los cristales de colesterol en la expresión proteica de vesícula biliar. 
Western blot representativo de la expresión de NOX2, SOD-1 y GPX. El análisis densitométrico se 
graficó como el incremento en la expresión proteica con respecto a los hepatocitos Chow no 
tratados. Cada barra expresa el valor promedio ± SEM de al menos tres experimentos 
independientes. El nivel de significancia considerado fue * P< 0.05 vs Chow. Las imágenes de los 
blots son representativas. 
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7 DISCUSIÓN 

Se ha documentado ampliamente el grave problema  que existe en México con la 

obesidad, particularmente infantil (Fernández-Cantón et al, 2011; García-García et 

al, 2008), la cual está impactando en el ser humano  no solo en el sistema 

cardiocirculatorio o en el metabolismo, sino también a nivel hepático, donde se ha 

documentado su impacto en desórdenes como la NAFLD y el NASH.  

La organización mundial de la salud (OMS) ha dejado claro que los tres principales 

factores de riesgo para las enfermedades crónicas son el tabaquismo, la 

hipertensión y los niveles elevados de colesterol en plasma (OMS, 2003). Algunos 

estudios han mostrado, particularmente en adolescentes y niños mexicanos, que 

los niveles de colesterol son muy elevados ubicándolos como personas con un 

alto riesgo de padecer enfermedades crónicas en la etapa adulta (Roth et al, 2010; 

Juárez-Muñoz et al, 2006; González et al, 2005).  

Se ha publicado que una dieta rica en colesterol genera un incremento en el 

contenido de este lípido en hepatocitos de animales de experimentación, 

mostrando que el hígado es más susceptible a estímulos citotóxicos mediados, por 

ejemplo, por el TNF-α. Esta sensibilización ejercida por los lípidos acumulados se 

presentó exclusivamente en animales con una sobrecarga de colesterol y no en 

aquellos que recibieron una dieta con sobrecarga de triglicéridos, pero no de 

colesterol, lo que confirma que es el tipo de lípidos y no la cantidad lo que 

determina el daño hepático (Mari et al, 2006). 
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La dieta HC proporcionada a los animales mostró ejercer un efecto esteatogénico 

claro, las histologías mostradas en la figura 5B muestran claramente el tejido 

hepático con esteatosis, particularmente microvesicular, mientras que los niveles 

en suero de colesterol libre están significativamente elevados con respecto a los 

animales con dieta Chow, sin cambios en HDL y LDL (figura 6A). El daño al 

hígado se corroboró con un incremento en las pruebas de función hepática (figura 

6C) las cuales se elevaron significativamente en los animales alimentados con la 

dieta HC, lo cual es congruente con lo reportado previamente por Mari y 

colaboradores (2006), dejando patente una vez más que el contenido de colesterol  

y TG se relaciona con la severidad en el daño hepático. 

Con la finalidad de conocer directamente el efecto en el mecanismo mediado por 

el HGF y la NADPH oxidasa en los hepatocitos, aislamos hepatocitos de animales 

de ambos grupos y analizamos el contenido de lípidos. La figura 7 muestra que 

aún en cultivo los hepatocitos mantienen la sobrecarga, tanto de colesterol (figura 

7B), como de TG (figura 7E).  

Procedimos a determinar la actividad de la NADPH oxidasa en los hepatocitos HC. 

La figura 8 muestra que los hepatocitos de ratones  HC presentan un incremento 

significativo en la actividad de la NADPH oxidasa con respecto a los Chow.  Sin 

embargo, a diferencia de lo encontrado previamente en hepatocitos Chow (Clavijo-

Cornejo et al, 2013) el HGF no mostró efecto alguno sobre la actividad  de la 

enzima en los hepatocitos HC. Clavijo-Cornejo y colaboradores (2013) reportaron 

previamente un incremento en la actividad de NADPH oxidasa, desde los 5 min de 

tratamiento con HGF, teniendo un pico máximo a los 30 min de tratamiento, 
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decayendo la actividad hasta valores por debajo del control a las 24 h. Ambos 

efectos mostraron ser fundamentales para la protección ejercida por el HGF. El 

incremento temprano tendió a la activación de Nrf2, un factor de transcripción 

encargado de la expresión de proteínas antioxidantes y de fase II y III de 

destoxificación (Klaassen y Reisman, 2010; Niture et al, 2010; Vollrath et al, 2006), 

mientras que la represión transcripcional mediada por el HGF evitó la utilización de 

la NADPH oxidasa por factores citotóxicos como el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β). Los resultados obtenidos en la presente investigación 

muestran que la sobrecarga de colesterol abrogó la activación de la NADPH 

oxidasa por el HGF. Asimismo, si bien la dieta por si sola indujo la represión 

transcripcional de proteínas del sistema como NOX2, NOX4 y p47, el HGF no tuvo 

efecto sobre ellas (figura 9). 

Interesantemente, los datos muestran un resultado compensador en la NADPH 

oxidasa, ya que si bien la dieta HC disminuyó su expresión, la actividad se 

encuentra elevada sugiriendo un claro efecto compensatorio.   

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado los efectos del HGF como factor 

hepatoprotector. Sabemos que la ausencia en la señalización de el condiciona a 

daño oxidante, apoptótico, fibrótico y carcinogénicos (Marquardt et al, 2012; 

Gómez-Quiroz et al, 2008; Takami et al, 2007; Kaposi-Novak et al, 2006), dejando 

claro lo indispensable que es la respuesta del HGF en la protección hepática. En 

el presente trabajo mostramos que la sobrecarga de colesterol impide la respuesta 

protectora del HGF, lo cual condicionó al daño oxidante (figura 11).  
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Los resultados sugieren fuertemente que en estados hipercolesterolémicos el HGF 

es incapaz de ejercer su respuesta protectora presentando al hígado vulnerable, 

particularmente ante retos pro-oxidantes como puede ser la infección por el virus 

de la hepatitis B o C, el alcohol o procesos inflamatorios sistémicos. El control de 

los niveles hepáticos de colesterol libre se posiciona como un nuevo blanco de 

intervención terapéutica.  

La presencia de microlitiasis a nivel macroscópico, nos llevó a realizar un estudio 

imagenológico no invasivo como es el US. De acuerdo con Hanbidge et al, (2004) 

así como Harvey y Miller (1999) es el primer estudio de evaluación de patología 

biliar aguda con una sensibilidad de un 83% y una especificidad del 95% porque 

es considerado el principal procedimiento de imagen para demostrar la existencia 

de cálculos. En nuestros resultados fue evidente el cambio de tamaño de la 

vesícula biliar de la presencia de un fondo ecogénico debido a la presencia de los 

cristales de colesterol. No obstante,  además del abordaje imagenológico se ha 

establecido el análisis histológico, puesto que se ha reportado que las células 

epiteliales columnares están revestidas por una mucosidad natural fisiológica que 

desempeña un papel regulador en la colelitiasis, ya que promueve la nucleación 

de piedras. De esta forma, los cambios morfológicos de la vesícula biliar antes de 

la formación de cálculos en ratones reveló un temprano y rápido aumento en la 

producción de moco, así como, un cambio de epitelio columnar a 

pseudoestratificado por el gran número de células en degeneración debido 

probablemente a la presencia de los cálculos, tal y como nosotros evidenciamos 

en el grupo con una dieta alta en colesterol, confirmando el impacto que aún con 
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dos días de una ingesta alta en lípidos es suficiente para generar cambios 

evidentes que se ven traducidos a nivel molecular por un incremento en la 

expresión de proteína pro-oxidantes como la NADPH oxidasa y por lo tanto 

afectando  la expresión proteínas antioxidantes como lo  ha referido Grattagliano 

et al, (2009) en pacientes con cálculos biliares. 

 

8 CONCLUSIÓN 

Los resultados a nivel macroscópico, funcional y celular sugieren que en estados 

hipercolesterolémicos, el HGF es incapaz de ejercer su respuesta protectora 

hepatica, ya que lo vuelve vulnerable ante retos prooxidantes muy probablemente 

porque abroga el efecto protector mediado por el sistema HGF/NADPH 

oxidasa/Nrf2. Estos resultados nos permiten establecer que una dieta alta en 

colesterol puede afectar de manera importante los mecanismos de protección a 

nivel hepático lo cual promovería la progresión en el daño de este órgano. 
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Tabla 1.  Anticuerpos empleados en Inmunoblot 

Anticuerpo Masa molecular 
kDa 

Anticuerpo 
secundario 

Gp91 phox 

(Nox2) 

65 Conejo 

p47 45 Cabra 

Nrf2 56 Conejo 

SOD-1 23 Conejo 

GPX 23 Ratón 

Actina 43 Ratón 
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Resumen

El incremento en la prevalencia de la obesidad en México está generando también el aumento de varias enfermedades 
crónicas, entre ellas las relacionadas con el hígado. Datos experimentales muestran que es el tipo de lípido, más que el 
contenido de ellos, lo que marca la susceptibilidad al daño hepático. La sobrecarga de colesterol en el hígado conduce al 
agravamiento en el daño inducido por otros agentes tóxicos; sin embargo, poco se ha explorado con respecto al estado 
que guarda la protección celular, sobre todo aquella mediada por el NADPH oxidasa e inducida por el HGF. En el presente 
trabajo nos centramos en estudiar los efectos de la sobrecarga de colesterol en el proceso de protección mediado por la 
vía de HGF/NADPH oxidasa. Los resultados muestran que una dieta hipercolesterolémica indujo daño hepático y esteatosis 
en ratones. Los hepatocitos aislados de estos animales mostraron una sobreactivación de la oxidasa, pero no respondieron 
al efecto del HGF. La dieta hipercolesterolémica disminuyó la expresión de los componentes del NADPH oxidasa, lo cual se 
ve compensado por un incremento en la actividad. En conclusión, la sobrecarga de colesterol impide la protección hepática 
mediada por el sistema HGF/NADPH oxidasa.

PALABRAS CLAVES: Colesterol. Hepatocitos. Esteatosis. NADPH oxidasa. HGF.

Abstract

The increment in the prevalence of obesity incidence in Mexico is leading to the increase in many chronic maladies, including 
liver diseases. It is well known that lipid-induced liver sensitization is related to the kind of lipid rather than the amount of 
them in the organ. Cholesterol overload in the liver aggravates the toxic effects of canonical liver insults. However, the status 
on the repair and survival response elicited by nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase and the 
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Introducción

La obesidad representa el principal problema de salud 
pública en nuestra sociedad, ya que, al igual que la 
diabetes y el síndrome metabólico, son consideradas 
desórdenes pandémicos en países desarrollados1.

La enfermedad del hígado graso no alcohólico 
(NAFLD) se considera la manifestación hepática del 
síndrome metabólico; sin embargo, este desorden pue-
de presentarse independiente de este padecimiento, 
ya que forma parte de la historia natural de muchas 
de las enfermedades hepáticas2. 

A pesar de que se asume que el hígado graso es el 
resultado de la acumulación de triglicéridos (TG), 
el potencial tóxico de otros lípidos, como el colesterol, 
ha sido muy poco estudiado. En los últimos años, se han 
reportado algunos estudios experimentales de que la 
sobrecarga de colesterol representa, tal vez, el principal 
mediador tóxico en la NAFLD o la esteatohepatitis3,4. 
En humanos se ha visto que el colesterol libre se 
encuentra incrementado en pacientes con esteato-
hepatitis no alcohólica (NASH) y se correlacionó con 
la activación de proteína unidora a elementos de res-
puesta a esteroles (SREBP-2), factor transcripcional 
que dirige la expresión de las enzimas involucradas 
en la síntesis de colesterol5.

El colesterol es un lípido con una importancia bio-
lógica indiscutible, forma parte fundamental de las 
membranas biológicas y es precursor de varias hor-
monas y de sales biliares; sin embargo, la pérdida 
en el balance de este lípido genera problemas que 
impactan en la salud, ya sea por falta o bien por 
exceso de él6. 

Recientemente hemos publicado que una dieta alta 
en colesterol (HC) (2% de colesterol y 0.5% de colato 
de sodio) altera el proceso reparador en el hígado 
mediado por el HGF)4.

El HGF representa uno de los principales mediado-
res de hepatoprotección cuando interactúa con su 
receptor, el protooncogén c-Met; se inicia una cas-
cada de señalización mediada por sistemas como 
PI3K/Akt, Stat3 o Erk, que activan sistemas que con-
fieren sobrevivencia, mitogénesis, motogénesis y pro-
tección antioxidante7-9. Nuestro grupo de investigación 
ha venido caracterizando este último aspecto en los 
años recientes. Hemos reportado que el HGF es capaz 
de inducir la expresión de enzimas antioxidantes como 
la catalasa o la superóxido dismutasa (SOD), que con-
fieren protección contra los efectos tóxicos inducidos 
por el metabolismo de etanol8 o por los fármacos 
antifímicos rifampicina e isoniazida10. Por otro lado, 
hemos reportado que la ausencia de señalización 
de c-Met condiciona la gravedad de procesos fibro-
génicos11 y carcinogénicos12,13 en estudios llevados a 
cabo en ratones con eliminación condicional de c-Met 
en el hígado. 

Recientemente, hemos publicado que el HGF/c-Met 
regula sistemas prooxidantes, como el NADPH oxida-
sa, encontrando que el HGF ejerce un efecto bifásico 
en el sistema, estimulando la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS) en tiempos cortos y repri-
miéndolo transcripcionalmente en tiempos superiores 
a las 12 h de tratamiento con el factor de crecimiento. 
Esta regulación bifásica demostró en ambos casos 
ejercer respuestas protectoras y de sobrevivencia en 
hepatocitos14. De hecho, análisis transcriptómicos glo-
bales o microarreglos llevados a cabo por muestro 
grupo han mostrado que la simple eliminación del 
receptor c-Met incrementa la actividad de NADPH oxi-
dasa y el estrés oxidante por la pérdida del control de 
c-Met sobre la oxidasa12. 

El NADPH oxidasa es un sistema multicomponente 
formado por subunidades membranales como las ca-
talíticas NOX1-5 y p22; por otro lado, están las regu-
latorias que se encuentran en el citosol, como p47, 

hepatocyte growth factor (HGF) is not completely understood. In the present, work we aimed to figure out the HGF/NADPH 
oxidase-induced cellular protection in the hepatocyte with a cholesterol overload. Our results show that a hypercholesterolemic 
diet induced liver damage and steatosis in mice. The hepatocytes isolated from these animals exhibited an increase in basal 
NADPH oxidase activity, although transcriptional levels of some of its components were decreased. No effect on the oxidase 
activity was observed in HGF treatments. The protective effect of HGF was abrogated as a result of cholesterol cellular 
overload, calculated by a survival assay. In conclusion, the cholesterol overload in hepatocytes impairs the HGF/NADPH 
oxidase-induced cellular protection. (Gac Med Mex. 2015;151:456-64)
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p67, entre otras, y que son reclutadas por las NOX y 
p22 para iniciar la producción de ROS, particularmen-
te de anión superóxido15. Uno de los sistemas más 
conservados y distribuidos en prácticamente todos los 
tipos celulares es el sistema de NOX2, el cual requiere 
de la activación de p47 para una eficiente función. Se 
sabe que p47 es un regulador central en la actividad 
de la enzima y que es activado por cinasas como la 
proteína cinasa C, que a su vez es activada por el 
HGF/c-Met14. 

Partiendo del conocimiento de que las diferentes 
formas de NADPH oxidasa se encuentran como pro-
teínas integrales de membrana y de que una sobre-
carga de colesterol puede afectar notablemente a las 
membranas celulares, en el presente trabajo nos he-
mos enfocado en el estudio del efecto regulador ejer-
cido por el HGF en el sistema del NADPH oxidasa en 
hepatocitos con una sobrecarga celular de colesterol.

Materiales y métodos

Animales

En el presente estudio se utilizaron ratones machos 
de la cepa C57BL6 de 8-12 semanas de vida. Los 
animales se mantuvieron en el bioterio del Instituto 
Nacional de Rehabilitación y el manejo de los mismos 
se hizo de acuerdo a la NOM-062-ZOO-1999 y a la 
NIH guidelines for the care and use of laboratory ani-
mals. Los animales estuvieron a una temperatura con-
trolada (22 ºC), ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h y un 
régimen de comida y agua de libre acceso. Se for-
maron dos grupos con 10 animales en cada uno. Los 
ratones, previo al inicio de la dieta, se dejaron en 
ayuno durante 12 h. El primer grupo fue alimentado 
durante 48 h con una dieta balanceada estándar 
(Chow), y el segundo recibió una dieta hipercoles-
terolémica consistente en la dieta estándar Chow 
suplementada con 2% de colesterol y 0.5% de colato 
de sodio. 

Diseño experimental

Al término del tratamiento se extrajo sangre total de 
los animales de ambos grupos y se separó el suero 
para realizar pruebas bioquímicas de función hepáti-
ca, así como para determinar el perfil de lípidos. El 
tejido hepático fue seccionado para ser fijado con 
paraformaldehído neutro al 4% y ser embebido en 
parafina para los estudios histológicos; otra parte fue 
congelada a –80 ºC hasta su utilización.

Histología

Se obtuvieron cortes de 7 μm de los tejidos en pa-
rafina y se llevaron a cabo tinciones rutinarias de he-
matoxilina y eosina. 

Pruebas bioquímicas y de función 
hepática

Las mediciones de aspartato aminotransferasa 
(AST), alanino aminotransferasa (ALT), lactato deshi-
drogenasa (LDH), colesterol y TG fueron analizadas 
por un método automatizado empleando el sistema 
Reflotron (Roche, Inc.). 

Aislamiento y cultivo primario  
de hepatocitos

Otro grupo de animales se ocupó para el aisla-
miento de hepatocitos, los cuales se obtuvieron por 
el método de la doble perfusión con colagenasa, 
siguiendo el protocolo previamente reportado por 
Gómez-Quiroz, et al. en 200816. Los hepatocitos fue-
ron cultivados en cajas de Petri a una densidad de 
250,000 cel/cm2 en medio Williams E suplementado 
al 10% con suero fetal bovino (SFB) e incubados en 
una atmósfera controlada (37 ºC, 5% CO2). La mono-
capa de hepatocitos adherida a las 4 h fue lavada con 
buffer salino de fosfatos y el medio fue reemplazado 
por otro libre de SFB.

Los hepatocitos en cultivo se trataron con 50 ng/ml 
de HGF (Peprotech, EE.UU.) a diferentes tiempos 
(0.5, 1, 3, 6 y 12 h). Después del tratamiento con HGF 
las células se utilizaron para la determinación del con-
tenido de lípidos o fueron lisadas para extraer proteína 
total para Western blot. Otro grupo de células se em-
pleó para determinar la actividad del NADPH oxidasa.

Determinación de colesterol libre  
con filipina

El contenido de colesterol en hepatocitos se determinó 
empleando la filipina (filipin) en hepatocitos aislados 
de ambos grupos siguiendo el protocolo reportado por 
Marí, et al.3.

Determinación de ROS en hepatocitos

La determinación de ROS, particularmente del anión 
superóxido, se realizó de acuerdo a lo reportado pre-
viamente10.
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Western blot

El análisis del contenido de proteína se realizó por 
Western blot de acuerdo al protocolo reportado pre-
viamente17. Se utilizaron anticuerpos contra NOX2, p47 
y Nrf2, todos ellos obtenidos de Santa Cruz Biotech-
nology. La normalización de la carga se realizó con 
antiactina (NeoMarkers, Fremont, CA).

Determinación histológica de lípidos 
neutros

La determinación de los lípidos neutros se realizó 
por medio de la técnica del aceite rojo O como se ha 
reportado previamente4.

Actividad del NADPH oxidasa

La actividad de la enzima se realizó por la determi-
nación del anión superóxido en un sistema con inhibi-
ción del NADPH oxidasa de acuerdo a lo reportado 
por Pescatore, et al. en 201218.

Ensayo de viabilidad

La viabilidad se determinó empleando el estuche 
comercial CCK-8 (Dojindo, Inc.) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Se sembraron 5,000 cel/pozo en 
placas de 96 pozos, posteriormente se les retiró el 
medio y se suplementó con uno fresco libre de suero.

Las células Chow y HC se trataron con antimicina A 
(AA) (15 μM) durante 12 h, en presencia o no de HGF 
(50 ng/ml). Adicionalmente, otro grupo de células fue 
pretratado con difenil iodonium (DPI), un inhibidor de 
NADPH oxidasa (10 μg/ml) 30 min previo al tratamien-
to con HGF, posteriormente se agregó la AA.

Cuantificación de proteína 

La cuantificación de proteína se realizó empleando 
el estuche comercial BCA Protein Assay Kit (Pier-
ce-Thermo Scientific, Inc.), basado en la técnica del 
ácido bicinconínico siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 

Análisis estadístico

Los datos están representados como el promedio ± 
error estándar en al menos tres experimentos indepen-
dientes. La comparación entre grupos se realizó por 
medio de la prueba de analysis of variance de una vía 

con una prueba post hoc de Bonferroni usando el pro-
grama informático GraphPad Prism 5 para Mac OS X. 
Las diferencias se consideraron significativas con una 
p < 0.05.

Resultados

Al término de los dos días de tratamiento los anima-
les no mostraron cambios significativos con respecto 
a su comportamiento, peso total y del hígado (datos 
no mostrados). Al realizar la inspección del hígado se 
notó una coloración pálida en el de los animales que 
se alimentaron con la dieta HC, tal y como hemos re-
portado previamente4.

Con la finalidad de determinar el fenotipo esteatósi-
co en los animales alimentados con la dieta HC, se 
realizó una tinción rutinaria de hematoxilina y eosina. 
La figura 1 B muestra claramente una esteatosis, par-
ticularmente microvesicular en comparación con los 
animales alimentados con la dieta balanceada Chow 
(Fig. 1 A).

Se realizó un análisis del perfil lipídico en suero en 
los animales, encontrando el colesterol total (CL) y los 
TG elevados (Fig. 1 C), sin cambios significativos en 
HDL y en LDL; igualmente, el CL se encontró elevado 
en tejido hepático en los animales con HC (Fig. 1 D) 
respecto a los animales Chow.

El daño en el hígado fue evidenciado por el incre-
mento significativo en las actividades de las enzimas 
AST, ALT y LDH en los animales HC con respecto a 
los Chow.

Posteriormente se aislaron los hepatocitos y se man-
tuvieron como cultivo primario. Con la finalidad de 
verificar que el proceso de aislamiento y cultivo no 
afectó a la sobrecarga lipídica tanto de colesterol 
como de lípidos neutros, se realizó una detección por 
microscopía del colesterol libre, usando filipina, un 
antibiótico natural que reconoce al hidroxilo del 
colesterol libre emitiendo fluorescencia, y por me-
dio del aceite rojo O para los lípidos neutros. La 
figura 2 B muestra claramente que los hepatocitos 
de ratones HC presentan mayor fluorescencia con 
respecto a los Chow; el análisis fluorométrico se evi-
dencia en la figura 2 C. De manera muy similar, los 
hepatocitos HC mostraron un incremento significativo 
en el contenido de lípidos neutros en comparación con 
los Chow (Figs. 2 E y F).

Previamente reportamos que el HGF ejerce un efec-
to bifásico, en hepatocitos primarios, sobre el NADPH 
oxidasa, incrementando su actividad a tiempos cortos 
de tratamiento y disminuyéndola a tiempos largos14. 
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Figura 1. La dieta HC induce esteatosis. Los hígados de animales alimentados con la dieta regular Chow o HC durante dos días fueron 
extraídos y preparados para un análisis de hematoxilina y eosina. A: sección de un hígado Chow. B: sección de un hígado HC. Las flechas 
indican gotas lipídicas. Imágenes representativas de al menos tres animales. Aumento original 200X. C: perfil lipídico. D: colesterol libre 
determinado por métodos automatizados. Cada barra representa el promedio ± SEM. *p < 0.05 versus Chow.

Con la finalidad de evaluar si la sobrecarga de coles-
terol modifica este comportamiento, realizamos un en-
sayo en la actividad de la enzima determinando la 
generación de anión superóxido en presencia o au-
sencia de DPI, un inhibidor de la oxidasa, y de SOD, 
enzima dismutante del superóxido; la figura 3 muestra 
que los hepatocitos HC presentan un incremento sig-
nificativo en la actividad basal (HC NT) en relación a 
las células no tratadas Chow; sin embargo, el HGF fue 
incapaz de modificar de alguna forma la actividad de 
la enzima.

Un análisis en el contenido por Western blot de los 
principales componentes catalíticos (NOX2) y regula-
dores (p47) del sistema del NADPH oxidasa, así 
como del factor de transcripción que responde a 
NADPH oxidasa (Nrf2), fueron analizados por Wes-
tern blot. En la figura 4 se observa el análisis densi-
tométrico de estas proteínas y de los geles represen-
tativos (Fig. 4 D). Los datos muestran que lejos de 
tener un incremento transcripcional se observó una 
disminución significativa en las células HC NT con 
respecto al Chow NT. Transcripcionalmente el HGF 

indujo una disminución a la 1 y 3 h de tratamiento en 
NOX2, en p47 a las 3 h y en Nrf2 a las 3 h con res-
pecto al HC NT.

Finalmente, para determinar el estado protector que 
guarda el HGF en los hepatocitos HC se realizó un 
estudio de viabilidad con CCK-8. La figura 5 muestra 
que el HGF fue capaz de proteger ante los efectos 
prooxidantes de la AA, mientras que las células HC no 
mostraron efecto protector alguno mediado por el 
HGF. El inhibidor del NADPH oxidasa DPI abrogó la 
respuesta protectora del HGF observada en las célu-
las Chow sin efecto en las HC.

Discusión

Se ha documentado ampliamente el grave problema 
que existe en México con la obesidad, particularmente 
infantil19, la cual está impactando en el ser humano no 
sólo en el sistema cardiocirculatorio o en el metabolis-
mo, sino también a nivel hepático, donde se ha venido 
documentando su impacto en desórdenes como la 
NAFLD y NASH. 
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Figura 2. Contenido de colesterol y lípidos neutros en hepatocitos aislados y en cultivo. Los hepatocitos se aislaron por el método de la 
doble perfusión con colagenasa y se cultivaron en las condiciones especificadas en material y métodos. Se determinó la presencia de 
colesterol por medio de filipina en hepatocitos Chow (A) y en hepatocitos HC (B). La cuantificación de la intensidad de fluorescencia de 
la filipina (C) se realizó con el software Image J. Los lípidos neutros se detectaron con la prueba de aceite rojo O en hepatocitos Chow 
(D) y en hepatocitos HC (E). Posteriormente se extrajo el aceite rojo y se cuantificó a 500 nm por espectrofotometría (F). Las fotografías 
se muestran a un aumento original de 200X. Cada barra representa el promedio ± SEM. UAF: unidad arbitraria de fluorescencia. *p < 0.05 
versus Chow.

Figura 3. Actividad de NADPH oxidasa. Los hepatocitos fueron aislados de ratones Chow y de HC, se cultivaron y se trataron o no con 
50 ng/ml de HGF durante los tiempos indicados. Se cuantificó la producción de anión superóxido de acuerdo a la técnica especificada 
en el apartado «Materiales y métodos» en presencia o no del inhibidor de NADPH oxidasa DPI o de la enzima SOD. Cada barra representa 
el promedio ± SEM de las UAF. *p < 0.05 versus Chow.

800

600

*

400

200

0
Chow HCId

en
tid

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
(U

A
F

)

Fi
lip

in
a

R
oj

o 
O

300

200

*

100

0
Chow200x 200x

200x

Chow HC

200x

HC
A

ce
ite

 ro
jo

 
(D

O
 5

00
 n

m
)

A B C

D E F

Chow
NT

0

100

200

300

F
lu

or
es

ce
nc

ia
 d

e 
D

H
E

(U
A

F
)

400

500

NT

*

*

*
*

*
*

0.5 1

HC

3 6 12 HGF (h)

Superóxido
Superóxido + DPI
Superóxido + SOD



Gaceta Médica de México. 2015;151

462

Figura 4. Niveles de expresión por Western blot. La proteína total se aisló y se procedió a realizar el Western blot como se especifica en 
el apartado «Materiales y métodos»; se corrieron al menos tres experimentos independientes. Se reporta la gráfica del análisis densitométrico. 
A: NOX2. B: p47. C: Nrf2. D: geles representativos. La actina se usó como control de carga. Cada barra representa el promedio ± SEM. 
*p < 0.05 versus Chow NT. †< 0.05 versus HC NT.

Figura 5. Viabilidad celular. Tanto las células Chow como las HC fueron cultivadas en placas de 96 pozos y fueron tratadas o no con AA 
(15 μM) durante 6 h, en presencia o no de HGF (50 ng/ml) o DPI (10 ug/ml). La viabilidad al término de los tratamientos se determinó por 
medio del estuche comercial (kit) CCK-8 siguiendo las instrucciones del fabricante. Las barras representan el promedio de cuatro experimentos 
independientes ± SEM. *p < 0.05 versus Chow NT. †< 0.05 versus Chow HGF+AA.
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La Organización Mundial de la Salud ha dejado cla-
ro que los tres principales factores de riesgo para las 
enfermedades crónicas son el tabaquismo, la hiper-
tensión y los niveles elevados de colesterol en plas-
ma20. Algunos estudios han mostrado, particularmente 
en adolescentes y niños mexicanos, que los niveles de 
colesterol son muy elevados, ubicándolos como per-
sonas con un alto riesgo de padecer enfermedades 
crónicas en la etapa adulta21-23.

Se ha publicado que una dieta rica en colesterol 
genera un incremento en el contenido de este lípido 
en hepatocitos de animales de experimentación, mos-
trando que el hígado es más susceptible a estímulos 
citotóxicos mediados, por ejemplo, por el factor de 
necrosis tumoral α. Esta sensibilización ejercida por 
los lípidos acumulados se presentó exclusivamente en 
animales con una sobrecarga de colesterol y no en 
aquéllos que recibieron una dieta que favorecía la 
sobrecarga de TG, pero no de colesterol, lo que con-
firma que es el tipo de lípidos, y no la cantidad, lo que 
determina el daño hepático3.

La dieta HC proporcionada a los animales mostró 
ejercer un efecto esteatogénico claro; las histologías 
mostradas en la figura 1 muestran el tejido hepático 
con esteatosis, particularmente microvesicular, mien-
tras que los niveles en suero de colesterol libre están 
significativamente elevados con respecto a los animales 
con dieta Chow, sin cambios en HDL y LDL (Fig. 1 C). 
Estudios llevados a cabo en pacientes con esteatosis y 
NASH mostraron que el contenido de colesterol libre es 
mayor en NASH que en esteatosis, y esto correlacionó 
con la inducción del factor de transcripción SREBP-25. 

El daño en el hígado se evidenció por un incremen-
to en las pruebas de función hepática (Fig. 6), las 

cuales se elevaron significativamente en los animales 
alimentados con la dieta HC, lo cual es congruente 
con lo reportado previamente por Marí, et al.3, dejando 
patente una vez más que el contenido de colesterol se 
relaciona con la severidad en el daño hepático.

Con la finalidad de conocer directamente el efecto 
en el mecanismo de protección iniciado por el HGF y 
el NADPH oxidasa en los hepatocitos, aislamos hepa-
tocitos de animales de ambos grupos y analizamos el 
contenido de lípidos. La figura 2 muestra que aun en 
cultivo los hepatocitos retienen la sobrecarga tanto de 
colesterol (Fig. 2 B) como de lípidos neutros (Fig. 2 E). 

Procedimos a determinar la actividad del NADPH 
oxidasa en los hepatocitos HC. La figura 3 muestra 
que las células HC no tratadas presentan un incremen-
to significativo en la actividad del NADPH oxidasa con 
respecto a las Chow no tratadas; sin embargo, a dife-
rencia de lo encontrado previamente en hepatocitos 
Chow14, el HGF no mostró efecto alguno sobre dicha 
actividad en los hepatocitos HC. Clavijo-Cornejo, et al.14 
reportaron previamente un incremento en la actividad, 
desde los 5 min teniendo un pico máximo a los 30 min 
de tratamiento, decayendo la actividad hasta valores 
por debajo del control a las 24 h. Ambos efectos mos-
traron ser fundamentales para la protección ejercida 
por el HGF. El incremento temprano tendió a la acti-
vación de Nrf2, un factor de transcripción encargado 
de la expresión de proteínas antioxidantes y de fase II 
y III de destoxificación24-26, mientras que la represión 
transcripcional mediada por el HGF evitó la utilización 
de NADPH oxidasa por factores citotóxicos como el 
factor de crecimiento transformante β. Los resultados 
obtenidos en la presente investigación muestran que 
la sobrecarga de colesterol abrogó la activación de 

Figura 6. Determinación de pruebas de función hepática. A: AST. B: LDH. C: ALT. La determinación se llevó a cabo por métodos 
automatizados como se refiere en la sección «Materiales y métodos». Cada barra representa el promedio ± SEM. *p < 0.05 versus Chow.
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NADPH oxidasa por el HGF. Así mismo, si bien la 
dieta por sí sola indujo la represión transcripcional de 
proteínas del sistema como NOX2, NOX4 y p47, el 
HGF no influyó en este efecto negativo (Fig. 4).

Interesantemente, los datos muestran un resultado 
compensador en el NADPH oxidasa, ya que si bien la 
dieta HC disminuyó su expresión, la actividad se en-
cuentra elevada, lo que sugiere un claro efecto com-
pensatorio. 

Nuestro grupo ha caracterizado los efectos del HGF 
como factor hepatoprotector. Sabemos que la ausencia 
en la señalización de él condiciona a daño oxidante, 
apoptótico, fibrótico y carcinogénicos11-13,16, dejando 
claro lo indispensable que es la respuesta del HGF en 
la protección hepática. En el presente trabajo mostra-
mos que la sobrecarga de colesterol impide la res-
puesta protectora del HGF, lo cual condicionó al daño 
oxidante (Fig. 5). 

Los resultados sugieren fuertemente que en estados 
hipercolesterolémicos el HGF es incapaz de ejercer su 
respuesta protectora presentando al hígado vulnera-
ble, particularmente ante retos prooxidantes como 
pueden ser la infección por el virus de la hepatitis B o 
C, el alcohol o procesos inflamatorios sistémicos. El 
control de los niveles hepáticos de colesterol libre se 
posiciona como un nuevo blanco de intervención tera-
péutica. 
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