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|. INTRODUCCION.

El colesterol es esencial para diversas funciones celulares, sin embargo a
pesar de la relevancia fisiolégica se ha reportado que una dieta rica en colesterol
puede inducir problemas de salud. Una de las respuestas celulares mas generales
que se presentan cuando se incrementan las concentraciones de colesterol, es la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales se han relacionado
con diferentes procesos fisioldgicos como la apoptosis, el cancer y una respuesta
inflamatoria incrementada. Para compensar los niveles de ERO, existen varios
mecanismos para neutralizar los radicales libres, entre los que destacan los
sistemas antioxidantes enzimaticos y los no enzimaticos. EI mecanismo de
defensa antioxidante puede ser inducido por diferentes estados fisioldgicos en los
sistemas bioldgicos por su interaccion con el ambiente y como respuesta a los
procesos metabdlicos que se presentan en los organismos aerobicos. La
respuesta celular es sumamente compleja y puede activarse por un desbalance en
el estado redox celular que puede ser inducido por interacciones ambientales o
como parte de procesos fisioldgicos naturales entre los que participan algunos
factores de crecimiento. Las células disponen de sistemas enzimaticos complejos
y moléculas que pueden reaccionar con las ERO, disminuyendo su alta reactividad
y aminorando el dafo oxidativo. Cuando hay un desbalance entre los agentes
antioxidantes y pro-oxidantes se genera un estrés oxidante, que ha sido
reconocido como el mecanismo clave responsable de la progresion del dafio

hepatico.



l.1 Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (NAFLD)

La esteatosis no alcohdlica (NAFLD, por sus siglas en inglés, Non-Alcoholic
Fatty Liver Disease) fue descrita en 1980 por Ludwing y es la mas comun de las
enfermedades hepaticas crénicas en el mundo occidental tanto en adultos (Musso
et al.,, 2010) como en nifios (Loomba et al., 2009), teniendo una prevalencia
superior al 30% en poblacién adulta en general.

La NAFLD se ha considerado histéricamente una condicion benigna,
reversible, asintomatica y con pocas complicaciones clinicas asociadas. En la
actualidad no existen marcadores bioquimicos especificos para el diagndstico de
la enfermedad (Byrne et al., 2009), sin embargo se ha reportado que los pacientes
comunmente presentan elevacion de las concentraciones séricas de marcadores
de dafo en el higado, incluyendo la alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST) y y-glutamil transpeptidasa (GGT) (Chen et al., 2008).

Histoldgicamente, la esteatosis no alcohdlica se caracteriza por acumulacion
de triglicéridos (TG) en forma de gotas grandes (macrovesiculas) que se
encuentran en el citoplasma dentro de los hepatocitos, (Donnelly et al., 2005).

La NAFLD es una enfermedad hepatica que al presentarse de forma cronica
puede llevar a un espectro de patologias hepaticas, variando desde una simple
esteatosis, en su forma mas benigna, hasta una cirrosis, siendo esta la forma mas
agresiva, pasando por la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y la fibrosis (Jou et
al., 2008). Los mecanismos que promueven la progresion de la NAFLD involucran
multiples adaptaciones celulares al estrés oxidante que ocurren cuando el

metabolismo lipidico esta alterado (Musso et al., 2009). Por ello la progresion de la



enfermedad es lenta, pueden ser afios o décadas, por lo que la historia natural de
la enfermedad es dificil de determinar en un tiempo corto (Donnelly et al., 2005).
|.2 Hepatocitos.

La composicion celular del higado normal es de 70% a 80% de hepatocitos,
los cuales tienen forma poliédrica con ocho o mas caras y su tamano varia entre
25-30 um de largo y 20-25 um de ancho. Una gran mayoria de ellos presenta un
nucleo unico, aunque aproximadamente el 25% de ellos es binucleado (Kmiec,
2001).

Los hepatocitos son considerados el componente celular principal del higado
debido a que llevan a cabo la mayoria de las funciones hepaticas tales como la
sintesis y regulacion de la mayoria de las proteinas séricas esenciales (albumina,
proteinas trasportadoras, factores de coagulacién, hormonas y factores de
crecimiento), la regulacion de nutrientes (glucosa, glucégeno, lipidos, colesterol,
aminoacidos), el metabolismo y conjugacion de compuestos lipofilicos (bilirrubina,
cationes, xenobioticos) para su excrecion por bilis o por orina, la producciéon de
bilis y sus trasportadores, lipoproteinas del plasma, la transformacion de
lipoproteinas, el catabolismo de LDL, VLDL y la sintesis de colesterol, entre otras
(Kershenobich, 2005).

|.3 Colesterol de la dietay su la transferencia entre los tejidos.

El colesterol es una molécula imprescindible por sus numerosas funciones:
componente estructural de membranas, precursor de hormonas y acidos biliares.
Esta distribuido en diferentes membranas, predominantemente en la membrana

plasmatica, donde participa en la organizacion fisica de dominios especificos. Las



células obtienen el colesterol por dos vias, la sintesis de novo y la internalizacion
de colesterol exdégeno (Hu et al., 2010).

El colesterol que entra en el lumen del intestino delgado deriva principalmente
de tres fuentes: la dieta, la bilis, y el desprendimiento de la mucosa del epitelio
intestinal. Pero solo el colesterol proveniente de la dieta (300 a 500 mg por dia) y
la bilis ( 800-1200 mg por dia) es el que puede absorberse (Ikonen, 2008).

Debido a que el colesterol es poco soluble en un medio acuoso, su
solubilizacion depende de los acidos biliares. Las sales biliares son detergentes
anfipaticos bioldgicos, y sus mondmeros se pueden agregar de forma espontanea
para formar micelas simples. Las micelas simples, de aproximadamente 3 nm de
didmetros, son pequefos agregados, termodinamicamente estables que pueden
solubilizar una cantidad minima de colesterol. Sélo el colesterol no esterificado
puede ser incorporado en las micelas de acidos biliares (Trauner et al., 2010; van
der Velde et al., 2010). Ademas se ha identificado a la proteina Niemann-Pick C1
like-1 (NPC1L1) como un transportador de esteroles que se encuentra en la
membrana apical de los enterocitos, que se activa cuando los niveles de colesterol
intrahepaticos son bajos lo que facilita la captacion de colesterol permitiendo su
transporte a través de la membrana apical de los enterocitos y su liberacién hacia
la linfa (Ikonen, 2008).

La acetil coenzima A acetiltransferasa 2 (ACAT2) es la encargada de
esterificar al colesterol absorbido. Los acidos grasos provenientes de la dieta se
utilizan para la sintesis de TG en el reticulo endoplasmico liso (REL) y
simultaneamente se sintetizan apolipoproteinas, como la Apo-B48 en el reticulo

endoplasmico rugoso (RER) del enterocito. La proteina microsomal transportadora

-6 -



de triglicéridos (MTP) transfiere a los TG y los esteres de colesterol a la APOB48
formandose particulas llamadas quilomicrones (Hu et al., 2010).

Los quilomicrones salen del RE y son secretados a través del complejo de
Golgi hacia el lado basolateral del enterocito y llegan al torrente sanguineo a
través de los vasos linfaticos. El colesterol obtenido de los alimentos inicialmente
es transportado del intestino al higado y después se entrega a todos los tejidos del
cuerpo. (Ikonen, 2008).

El colesterol empaquetado en quilomicrones es tomado por los hepatocitos. A
su vez, los hepatocitos secretan TG, colesterol y apolipoproteina-B en forma de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para ser liberados al plasma (Kang
and Davis, 2000; Hu et al., 2010). Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se
forman en el plasma como producto de la degradacion de la VLDL, éstas se
encargan de acarrear el colesterol a los tejidos periféricos donde es requerido.
Para ello, las LDL son reconocidas por las diversas células del organismo por
medio de receptores especificos que permiten regular el equilibrio intracelular del
colesterol (Wang, 2007).

El transporte reverso del colesterol, es el proceso clave para prevenir las lesiones
ateroscleroticas, se encarga de conducir el colesterol remanente desde los tejidos,
incluso de la pared arterial, hacia el higado para su posterior reutilizacion o
eliminacion a través de la bilis, evitando su acumulacion a nivel tisular.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se forman en el higado y en el
intestino. Tienen una estructura discoidal es decir, una pequefia bicapa
fosfolipidica central rodeada de apolipoproteinas, constituida fundamentalmente

por fosfolipidos y apolipoproteinas apoAl. Las HDL de origen hepatico suelen



llevar también apoA-Il, apoC y apoE. La transformacion de estas particulas
discoidales en esféricas se realiza mediante la captacion de colesterol y
fosfolipidos y su conversion en colesterol esterificado por la accidén de la enzima
lectina colesterol aciltransferasa (LCAT), dando como resultado la formaciéon de
HDL3 que posteriormente se transforma en HDL2a al recibir apolipoproteinas,
colesterol libre y fosfolipidos liberados por la lipoproteina lipasa (LPL) durante el
catabolismo de los quilomicrones o las VLDL. Por otra parte, existe una proteina,
la proteina que transfiere ésteres de colesterol (CETP), que realiza el intercambio
de colesterol esterificado por TG de manera que las HDL2a se enriquecen
progresivamente en TG generando HDL2b. Las HDL2b constituyen un buen
sustrato para la lipasa hepatica, que hidroliza dichos TG asi como los fosfolipidos
superficiales, favoreciendo el suministro de colesterol desde dicha superficie al
interior de las células hepaticas, junto a glicerol, acidos grasos y lisolecitina. (Fig.1)
(Von Eckardstein et al., 2001).

Debido al papel que juega en el mantenimiento de la fluidez celular y
permeabilidad, la homeostasis del colesterol estd altamente regulada y la
acumulacion excesiva de éste se considera téxico para las células y provoca
enfermedades mortales (Ory, 2004)

I.4 NAFLD, hipercolesterolemiay estrés oxidante en el hepatocito.

Mientras que en la literatura se asume que la esteatosis no alcohdlica es el
resultado de la acumulacién de TG, es importante reconocer el potencial
patogénico de la acumulacién de otros lipidos como los acidos grasos (FFA) y el
colesterol. De hecho, hay reportes en la literatura en donde muestran que ratas

sometidas a una dieta enriquecida con colesterol (4%) no solo incrementan el
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contenido de TG (3 veces) a nivel hepatico, si no también incrementa el contenido

de colesterol (20 veces). (Wang et al., 2010).

INTESTINO TEJIDOS

!

Colesterol
HIGADO Fosfolipidos
| L TEJIDOS
» HDL — HDL3 OTRAS
nacientes LCAT LIPOPROTEINAS
Colesterol *\.,
Kﬂ LIPASA LCAT | 4— Colesterol
Acidos grasos Fosfolipido
Glicerol
Lisolecitina
v
CETP
HID2b 44— HDL2a

Fig. 1 Transporte reverso del colesterol

La NAFLD esta asociada con desordenes metabdlicos de lipidos, tanto en el
caso de hipertrigliceridemia como en el caso de hipercolesterolemia. Datos
reportados muestran que una exposicion a LDL y colesterol induce dafo celular y
tisular y que wuna dieta cronica rica en colesterol (1.5%) produce
hipercolesterolemia, hiperplasia nodular focal y una fibrosis severa (Sumiyoshi et
al., 2010). Este fenomeno se conoce como lipotoxicidad, un término utilizado
definir el dafio y muerte celular causado por el incremento de lipidos como el
colesterol, los TG y los FFA y sus metabolitos. Se considera que la lipotoxicidad
juega un papel relevante en la patogénesis del dafo hepatico (Neuschwander-

Tetri, 2010).



Los hepatocitos no son células fisiolégicamente capacitadas para
almacenamiento de lipidos. Los FFA que llegan al hepatocito son derivados de la
hidrdlisis de los TG provenientes de la dieta, éstos entran a la célula por difusidon
pasiva y facilitada. En las células del parénquima hepatico con procesos de
oxidacion activados, la B oxidacién mitocondrial representa la ruta principal para la
oxidacion de los acidos grasos. Un incremento en el suministro de FFA podria no
ser el problema, lo que sugiere que la via de eliminacién puede ser la causa del
dafio, sin embargo una caracteristica de la NAFLD, es la elevacion en las
concentraciones de FFA y este incremento puede inducir un aumento en la
sintesis de acidos grasos, disminucion de la B- oxidacion, ademas de una
disminucién en la exportacién de VLDL lo que implica que el colesterol y TG no se
secreten y se acumulen en el hepatocito. (Neuschwander-Tetri, 2010). La
acumulacion de grasa en los hepatocitos puede inducir citotoxicidad de manera
directa o bien a través de sensibilizacioén a otras agresiones.

El colesterol libre no sufre cambios por lo que consideran que el exceso de
colesterol se esta almacenando en forma de éster. El grupo del Dr. Fernandez
Checa (Mari et al., 2006) reporta datos muy interesantes analizando el tipo de
lipido, mas que la cantidad del mismo, que determina la susceptibilidad del higado
graso de progresar a NASH. Los resultados muestran que el colesterol, pero no
los FFA o los TG, es clave en la sensibilizacién del higado y su acumulacién
afectaba principalmente la mitocondria incrementando el colesterol libre y
sensibilizando a los hepatocitos progresando a esteatohepatitis.

Las mitocondrias son organelos pobres en colesterol estimado en 0,5% a 3%

del contenido total que se encuentra en la célula, juegan el papel principal en la
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fosforilacion oxidativa y la oxidacion de acidos grasos (Kmie¢, 2001). Alteraciones
en la estructura y funcién mitocondrial llevara a una deplecién de energia, una
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y por tanto como
consecuencia a un estrés oxidante celular.

Se ha demostrado que en muchas enfermedades hepaticas las ERO estan
involucradas en los mecanismos de inicio y progresion del dafio. Si bien hasta
hace algunos anos se les consideraba exclusivamente como especies altamente
dafiinas y negativas para los seres vivos, ahora se sabe que este efecto es
dependiente de la concentracion y duracion del fendmeno de estés oxidante (Mari
et al., 2010).

Por lo tanto en la esteatosis no alcohdlica, la desregulacidn metabdlica de
lipidos, la disfuncibn mitocondrial y el estrés oxidante juegan un papel
determinante en el dafio de los hepatocitos y asi como cambios profundos en la
expresion génica que contribuyen a un proceso inflamatorio. (Yang et al., 2001).

1.5 Glutation (GSH) y el control del estado redox

Las ERO pueden ser generadas en el higado a través de mecanismos que
involucran la mitocondria, los peroxisomas, el citocromo P-450, NADPH oxidasa,
la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa y un exceso de Fe (Mari et al.,, 2010). En
condiciones metabdlicas normales, existe un balance entre los eventos oxidantes,
la produccion de las ERO y los sistemas de defensa (antioxidantes y/o enzimas
antioxidantes) que mantienen la homeostasis celular y la regulacion del estado
redox intracelular. Cuando este balance no se mantiene, ya sea por un aumento
en la produccién de las ERO, por la pérdida o la disminucién del sistema protector

o0 por ambos eventos simultaneamente, se dice que existe un estado de estrés
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oxidante. Las principales biomoléculas blanco de las ERO son los lipidos, las
proteinas y los acidos nucleicos, lesionando asi su funcién y su estructura (Inoue,
2009). Si las células se mantienen bajo estrés oxidante, se pueden tener como
resultado severas disfunciones metabdlicas y enfermedades hepaticas como
NAFLD, NASH, incluso cirrosis y hepatocarcinomas, por ello es importante saber
el mecanismo de regulacion del estado redox celular (Mari et al., 2010).

Para compensar los niveles de las ERO, la célula tiene varios mecanismos
defensa celular contra el dano oxidativo. Las enzimas son los primeros
mecanismos de defensa celular contra el dafo oxidativo. En general, funcionan
eliminando O, y H,0O, antes de que interactien para formar el radical ‘OH. Estas
enzimas actuan sobre las ERO especificas degradandolas a moléculas menos
nocivas. La inactivacion se da por etapas sucesivas, este proceso se inicia con la
dismutacion del aniéon superdxido (Oy) a perdxido de hidrogeno (H202), por la
mediacion de la enzima superoéxido dismutasa (SOD). Existen tres tipos de SOD
dependiendo de su ubicacion: la mitocondrial (SOD2), citosdlica (SOD1) y
extracelular (SOD3) (Inoue, 2009).

Posteriormente el H,O, es convertido en agua por dos enzimas con actividad
de peroxidasas, la catalasa y la glutation peroxidasa (GHSpx). Ademas existe una
segunda linea de defensa compuesta por secuestradores no enzimaticos, que
actuan sobre los radicales libres residuales que escapan a las enzimas
antioxidantes.

El higado es el érgano que sintetiza glutation (GSH) en mayor cantidad debido

principalmente a dos aspectos en la biosintesis de éste. En primer lugar, por la
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capacidad unica del hepatocito de convertir la metionina a cisteina a través de una
reaccion de transulfuracion, en segundo lugar, la tasa de biosintesis del GSH en el
hepatocito es compensada por su tasa de exportaciéon hacia el plasma, bilis y
mitocondrias a través de distintos sistemas de transporte de GSH. El transportador
de GSH en la mitocondria mantiene la poza neta de GHS debido a que la
mitocondria no puede sintetizarlo (Lu, 1999).

El GSH es sintetizado en el citosol a partir de glutamato, cisteina y glicina en
dos pasos enzimaticos y dependientes de ATP catalizados por la v-
glutamilcisteinsintetasa (y-GCS) y GSH sintetasa (GS). El incremento de la sintesis
de GSH es un mecanismo de adaptacion en respuesta al estrés oxidante, siendo
el primer paso limitante, el cual es mediado por la y-GCS (Tsuboi, 1999).

El GSH es un tripéptido que existe en altas concentraciones (del rango de
nanomoles) en todas las células. Es generalmente aceptado que la proporcion
GSH/GSSG en las células es de 10:1 en circunstancias normales, pero la relacion
redox puede cambiar a 4:1 en condiciones de estrés oxidante. Si bien es muy
abundante en la célula, no esta bien distribuido en sus organelos, ya que del 80-
85% se encuentra en citosol, el 10% en mitocondria y el resto posiblemente en el
reticulo endoplasmatico y en nucleo, siendo considerado el GSH mitocondrial
mas importante para la supervivencia celular debido a que este organelo es blanco
de ataque en el dano y al no sintetizarlo de novo, requiere de su transportacion
hacia el interior de la mitocondria (Lu, 1999; Fernandez-Checa et al., 2005).

El balance de la proporcion GSH/GSSG es mantenida por dos enzimas:
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a) La glutatién reductasa (GSSGred), que utiliza el poder reductor de NADPH
para convertir GSSG a GSH y por ende esta ligado a los niveles de NADPH, que
son determinados por el estado energético de la célula (Han et al., 2006).

b) La glutation peroxidasa (GSHPx) que es un complejo enzimatico que se
encarga de eliminar el H,0O,, existen cinco isoformas en mamiferos y todas ellas
contienen selenio en su centro activo. La GSHPx actua eliminando el H,O-
formado por la SOD1, para lo cual emplea dos moléculas de GSH, lo que a su vez
genera al GSSG (Han et al., 2006). Estas dos enzimas con actividad de
peroxidasas (catalasa y GSHPx ) actuan dependiendo los niveles H,O, presentes
(Inoue, 2009). También repara la oxidacion de lipidos mediante la conversion de
lipoperéxidos en lipidos menos téxicos (Yuan and Kaplowitz, 2011).

Entre las funciones que se le han asignado al GSH en el interior de la célula
se pueden destacar: 1) De cofactor de varias enzimas de destoxificacion contra
estrés oxidante, como por ejemplo la glutation transferasa (GST) que cataliza el
ataque nucleofilico por la reduccién del GSH en los compuestos polares que
contienen un carbono electrofilico, nitrogeno, o azufre, entre otras (Hayes et al.,
2005). Una vez realizada la catalisis, la GST se conjuga con farmacos o
xenobidticos, esta accion facilita la exportacion de medicamentos y xenobidticos a
través de la familia de proteinas de resistencia a multiples drogas (MRP). 2) La
participacion en el transporte de aminoacidos a través de la membrana plasmatica.
3) Como atrapador de radicales como el ‘OH, y de destoxificador del H,O, y los
peréxidos lipidicos por la accion catalitica de GSHPx. 4) De regenerador de otros

antioxidantes como la vitamina C y la vitamina E (Masella et al., 2005).
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Finalmente el hepatocito exporta al GSH al sinusoide a través del transporte en el
plasma o en la bilis a través del transporte del canaliculo biliar (Fig. 2).

Para definir el estado redox celular se pueden medir los cocientes de
importantes moléculas redox tales como NAD'/NADH, NADP*/NADPH vy
GSH/GSSG, sin embargo o mas comun es medir al GSH/GSSG. Esta proporcién
es la mas representativa para obtener una estimacion del estado redox celular
porque la concentracidon molecular en la célula es mucho mas alta que los otros
compuestos. Ademas proporciona una estimacion confiable del estado redox
celular en las células y por lo tanto se mide con frecuencia como un indicador de

estrés oxidante (Han et al., 2006).
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Fig. 2 Regulacion del GSH intrahepético
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1.6 Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) en el control del dafio por
estrés oxidante

La regulacién del control del estrés oxidante estd dada en gran medida por
enzimas como la GSHPX, la GST, la SOD vy la catalasa entre otras, asi como de
las moléculas no enzimaticas como el a-tocoferol y GSH. Alguno de ellos son
inducidos por factores de crecimiento como el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) a través de su receptor c-met (Zarnegar et al., 2009).

El gen que codifica para HGF se encuentra en el cromosoma 7 q21.1
(Saccone et al., 1992). El HGF fue identificado como una glicoproteina compuesta
por 692 a 697 aminoacidos (Matsumoto and Nakamura, 2001). Este es sintetizado
y secretado como un precursor inactivo (pro-HGF) de una sola cadena,
pudiéndose sintetizar en el pulmén (Okada et al., 2004), o bien en el higado por
estelares, endoteliales, células del ducto biliar (Arends et al., 2008), entre otras.

El HGF activo se presenta como un heterodimero formado de dos cadenas
(ov y B) unidas por puentes disulfuro. La cadena a (30kDa) contiene un dominio N-
terminal “hairping loop” (HL) que es el sitio de unién al receptor. La cadena f
(60kDa) es un homoélogo de proteasas de serina, pero carece de esta actividad
enzimatica (Funakoshi and Nakamura, 2003; Nakamura et al., 2011).

Al unirse el HGF al receptor c-met, se promueve su dimerizacién y la
autofosforilacion en residuos de tirosina ubicados en el dominio catalitico; esta
fosforilacion resulta en el reclutamiento de las moléculas de senalizacion
intracelulares las cuales conducen a las respuestas fisioldgicas (Stuart et al.,

2000).
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La sefalizacion desplegada por el HGF/c-met esta basicamente conducida por
moléculas transductoras de senales como Gab1, Stat3, P13K, Grb2, fosfolipasa C
(PLO), Rac, Ras, entre otras, la activacion diferencial de ellas conduce a la
respuesta fisiolégica requerida, sea de proliferacion, de proteccidon antiapoptética,
morfogénesis, migracion, entre otras (Fig. 3) (Stuart et al., 2000; Trusolino et al.,

2010).
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Figura 3. Estructura esquemética HGF activo procesado de un precursor
inactivo (pro-HGF) y las actividades biolégicas mediadas por las rutas de
sefalizacion de HGF/c-Met
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Se ha asociado una elevacion en los niveles séricos de HGF con el sindrome
metabdlico (Hiratsuka et al. 2005) y con enfermedades hepaticas (Tomiya et al.,
1992), también se ha propuesto al HGF como un agente protector contra el estrés
oxidante en diferentes tipos celulares como cardiomicitos (Kitta et al., 2001),
células epiteliales de pulmén (Okada et al., 2004), células del ducto biliar (Arends
et al., 2008), entre otras. Inclusive dentro de nuestro grupo de trabajo Valdés-
Arzate y col. (2009) encontraron el mecanismo por el cual HGF induce a las
enzimas antioxidantes SOD, Catalasa y y-GCS en células VL-17A para
contrarrestar el dafio oxidante producido por el metabolismo del etanol. Si bien se
ha estudiado ampliamente el sistema HGF/c-met en diferentes procesos celulares,
se ha dejado a un lado el impacto de la sefalizacion mediada por HGF y su
receptor c-met en el control del estrés oxidante en condiciones patoldgicas
Recientemente se ha reconocido al HGF como protector celular contra los
efectos adversos del colesterol (Yu et al., 2010) y acidos grasos (Santangelo et al.,
2007), inclusive su participacion en la regulacion del metabolismo de los lipidos,
asi como la estimulacion de la sintesis de lipidos y lipoproteinas de secrecion
(Kaibori et al, 1998; Kosone et al 2007), sin embargo a la fecha, no se ha
estudiado el efecto de HGF/c-Met en la reversion del dano y el estrés oxidante

debido a la acumulacion de colesterol en los hepatocitos.
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Il. JUSTIFICACION.

En la actualidad, la poblacion mexicana tanto adulta como infantil presenta
una prevalencia muy alta de obesidad. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
sefala que 52.2 millones de mexicanos sufren sobrepeso y obesidad. Ademas, en
su dieta, el consumo de grasas es superior al valor recomendado, lo cual nos lleva
a considerar que una proporcion muy alta de la poblacién mexicana debe de tener
higado graso o esteatosis.

La NAFLD asociado a un incremento del consumo de colesterol es el factor
que mayor riesgo representa para las enfermedades cardiovasculares, y se ha
correlacionado positivamente con la incidencia y mortalidad de la enfermedad
coronaria. En la ultima década se han realizado importantes avances que nos han
permitido una mejor comprensiéon de la patogénesis en algunas enfermedades
hepaticas y se ha demostrado que el estrés oxidante participa en gran medida en
el inicio y la progresion del dafio hepatico. Por lo que el desbalance del estado
redox celular y/o el estrés oxidante determina en gran medida el inicio y progresién
de los distintos estadios patoldgicos en el higado, es por ello que la esteatosis no
alcohdlica con hipercolesterolemia ha recibido gran atencion desde el punto de
vista del tratamiento clinico

Es bien conocida la participacion del HGF en procesos de dafo hepatico, sin
embargo no se conoce la participacion de HGF/c-met en el control del estado

redox en la esteatosis producida por una dieta hipercolesterolémica
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lll. OBJETIVOS.

[1l.1 Objetivo general.
Determinar el control del estrés oxidante por el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) en cultivo primario de hepatocitos de ratén alimentado con una

dieta alta en colesterol (HC).

[1l.2 Objetivos particulares.

[11.2.a) Analizar el efecto del HGF en el estado oxidante de hepatocitos de
ratones alimentados con dieta HC, asi como la produccion de
especies reactivas de oxigeno.

[11.2.b) Determinar el efecto del HGF sobre el contenido y actividad de las
enzimas reguladoras del estado redox.

[11.2.c) Evaluar el efecto del HGF sobre el glutation (GSH) y las enzimas

relacionadas con el sistema del mantenimiento del GSH.

IV. HIPOTESIS.
La acumulacién de lipidos sensibiliza a los hepatocitos a un dafio oxidativo,
provocando que la respuesta antioxidante sea insuficiente para compensar el

dafo. El HGF inducira una respuesta antioxidante que mejorara el estrés celular.
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V. MATERIAL Y METODOS.

Los ratones de la cepa CD1, se mantuvieron bajo condiciones libres de
patdgenos y bajo cuidados especificados en el manual de procedimientos de la
Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa y la guia para cuidados y uso de
animales de laboratorio establecido por el NIH (Bethesda, EUA)

V.1 Tratamiento de los animales.

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 de 8 a 12 semanas, los cuales
fueron sometidos a un ayuno previo por 12 h y posteriormente alimentados con
una dieta rica en colesterol (HC, 2% colesterol y 0.5% colato de sodio, Dyets) o
con una dieta balanceada (chow, sin colesterol, Harland) por 48 h.

V.2 Pruebas de dafio y funcionalidad hepatica.

Los ratones alimentados con las diferentes dietas fueron anestesiados
intraperitonealmente utilizando 0.7-0.8 ml de avertina (2-2-2 tribromoetanol)
(Sigma, EUA). Una vez anestesiados, la sangre fue colectada por puncién ocular
en un vacutainer con citrato de sodio (BD Falcon, EUA). Se emplearon tiras
reactivas comerciales (Roche, Alemania) para determinar marcadores de dafio
hepatico como alanino amino transferasa (ALT), aspartato amino transferasa
(AST), gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT) y marcadores de funcionalidad
hepatica como bilirrubina y fosfatasa alcalina (ALP) utilizando el equipo Reflotron
(Roche Diagnostics).

V.3 Obtencidn de cultivo primario de hepatocitos de raton.

Se lavo el area abdominal del raton con etanol al 70% y se procedi6é a hacer
una incisién en forma de “V” en el abdomen y térax para dejar expuesto el higado

y corazon. Se hizo una incision en la auricula derecha del corazén y se introdujo
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un catéter Abbocath 22G acoplado a un equipo de perfusion, se anudé la vena
cava inferior con hilo de sutura para evitar el paso de las soluciones utilizadas
hacia los rifiones y se corté la vena porta, por donde se eliminaron los fluidos de la
perfusion.

Para el aislamiento de hepatocitos de los ratones alimentados con las
diferentes dietas se utilizé la técnica de doble perfusién con colagenasa. En la
primera parte del proceso, el higado se perfundié con aproximadamente 50 ml
solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) (Gibco, EUA) libre de Ca®** y Mg?*,
con acido N-2-hidroxietilpiperacina-N'-2'-etanesulfénico (HEPES) 10 mM (Gibco,
EUA), pH 7.4, etilglicol (b-aminoetil1-eter)-N,N,N,N acido tetracético (EGTA) 75
mM (Sigma, EUA) a una temperatura de 37 °C. La velocidad de perfusion se
control6 con una bomba peristaltica a 3.8 ml/min. En la segunda parte de la
perfusion se utilizé 50 ml de colagenasa tipo | al 0.1% (Sigma) en medio William’s
(Sigma, EUA) con NaHCO3;25mM (J. T. Baker, México) amortiguado con HEPES
10 mM, pH 7.4 a una temperatura de 37 °C. (Gomez-Quiroz et al., 2008; Papeleu
et al., 2006). El higado se retir6 y se colocdé en 50 ml de medio William’s frio
suplementado con suero fetal de bovino al 10% (SFB, HyClone UT, EUA), HEPES
18 mM, albumina sérica (BSA) (Sigma, EUA), una mezcla de antibidticos
(penicilina/estreptomicina) y un agente antimicético (anfotericina B) (Gibco, EUA).
Este medio sera denominado en adelante como medio de adhesion. Se colocé el
higado en una caja de Petri de 10 cm de diametro, se rompio la membrana de
tejido conectivo que rodea al higado, utilizando 2 pipetas graduadas estériles de 1
ml, lo que permiti6 la dispersion de las células hepaticas y se obtuvo una

suspension celular que se paso por un filtro (BD Falcén) con un tamafio de poro
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de 100 pum. El filtrado se centrifugd a 45 Xg durante 5 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y el boton celular se resuspendid en 25 ml de medio de adhesion
frio. Una solucion de Percoll (Sigma, EUA) con HBSS 1X (Sigma, EUA) se
depositd sobre ésta suspension celular, ambas fases se homogenizaron
suavemente y posteriormente se centrifugd a 170 Xg durante 10 min a 4 °C, con lo
que se obtuvo un botdon compuesto por hepatocitos viables. El sobrenadante se
elimino y los hepatocitos se resuspendieron en 20 ml de medio de adhesion frio.
La viabilidad de las células se determind por tincion con azul de tripano (Sigma,
EUA) en un hematocitometro (camara de Neubauer). La viabilidad celular siempre
fue superior al 95%. Después los hepatocitos suspendidos en los 20 ml de medio
de adhesion se centrifugaron a 45 Xg durante 5 min a 4°C, posteriormente el
botén se resuspendié en medio de adhesién frio a una concentracién de 1.0x10°
células/ml. Las células se sembraron, en cajas Petri (Corning, EUA) o multipozos
(Nunc, EUA) dependiendo el experimento a seguir y se colocaron en una
incubadora a 37 °C en una atmdsfera de CO, al 5% (Gomez-Quiroz et al., 2008).

V.4 Disefo experimental.

En todos los experimentos los hepatocitos chow y HC se sembraron en una
densidad de 3.5x10* células/cm?, que corresponde a aproximadamente 90% de
confluencia en la superficie de sembrado. Después de que la mayor parte de las
células se adhirieron (2 a 4 h), se les cambi6 el medio de adhesién por medio
Williams con una mezcla de antibidticos (penicilina/estreptomicina) y un agente
antimicotico (anfotericina B) (Gibco, EUA), sin SFB (referido posteriormente como

W+AB/AM). Las células se cultivaron en este medio toda la noche para permitir la
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estabilizacién del cultivo. Al dia siguiente se cambié el medio W+AB/AM fresco y
se formaron diferentes grupos: (1) células sin tratamiento del ratéon chow y HC; (2)
células del ratén chow y HC tratadas con el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) a una concentracion final de 50ng/ml (PeproTech, Rocky Hill NJ, EUA)
durante 3, 6, 12 6 24 h..

Terminado el tiempo del tratamiento los medios fueron retirados, y las células
se emplearon en las diferentes pruebas: inmunoflourescencia para detectar
colesterol libre con filipina, determinacién de TG por tincion con Rojo O,
produccion de peroxidos por la oxidacion de 2,7’-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (DCFH-DA), oxidacion de proteinas empleando el ensayo comercial
“Oxyblot”, analisis de proteinas por inmunoblot, determinacién de actividades
enzimaticas espectrofotométricamente, y cociente de GSH/GSSG por HPLC.

V.5 Deteccidn de colesterol libre por tincién con filipina.

Se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma, EUA) por 15
min a temperatura ambiente, después se lavd tres veces con solucidon
amortiguadora de fosfatos (PBS) (Sigma, EUA). Al terminar, se incubaron con
albumina sérica bovina (BSA) al 1% (Sigma, EUA) diluido en PBS + saponina al
0.2% por 15 min, posteriormente se lavaron dos veces con PBS y se colocé la
filipina a una dilucién 1:100 en BSA 0.1% en PBS por 60 min a temperatura
ambiente, al finalizar se hicieron tres lavados con PBS y se monté con Dako
Cytomation. Las muestras fueron observadas en un microscopio de

epifluorescencia.
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V.6 Determinacion de triglicéridos por tincién con Aceite Rojo O.

Las células fueron sembradas en placas de 12 pozos (Costar, EUA). Después
de que se les cambié el medio de adhesiéon por medio W+AB/AM. Las células se
cultivaron en este medio toda la noche para permitir la estabilizacion del cultivo. Al
dia siguiente se retiré el medio y se lavé dos veces con PBS. Para fijar las células
se agrego 0.4 ml de PFA al 2.5% por pozo durante 1 h. Se retir6 el PFA y se lavo
con PBS. Se tifio 0.4 ml de Aceite Rojo O 0.2% (Sigma, EUA) por pozo durante 4
h. Se lavo cuatro veces con H,O desionizada y se dejé secar toda la noche.
Posteriormente se extrajo el colorante con 0.2 ml de isopropanol (J. T. Baker,
México) y se agito suavemente por 10 min. La absorbancia fue registrada a una
longitud de onda de 510 nm.

V.7 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

La produccion de ERO, particularmente peroxidos, fue determinado por la
fluorescencia emitida por la dicloroflouresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma,
EUA) en presencia de perdéxidos Para este ensayo las células fueron sembradas
en placas de 96 pozos especiales para fluorescencia. Después del tratamiento con
HGF, las células fueron tratadas con DCFH-DA [5 uM] durante 30 min. Al finalizar
el tiempo de incubacion con la DCFH-DA, la placa fue leida con longitud de onda
de excitacion de 480 nm y una longitud de onda de emisidon de 520 nm usando un
detector multimodal de microplacas DTX 880 (Beckman Coulter) (Valdés-Arzate et
al., 2009).

V.8 Extraccion y cuantificacion de proteina total.

Se retiré el medio de cultivo de las células una vez concluido el tiempo de

tratamiento y las células se lavaron dos veces con PBS frio y se agregé 200 pl de
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amortiguador de lisis, compuesto por 10 ml de reactivo de extraccion de proteina
(M-PER) (Pierce, EUA), 100 pl de dithiothreitol (DTT) (Sigma, EUA), 100 ul de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma, EUA), y una mezcla de inhibidores
de fosfatasas y de proteasas (Roche, Alemania), para después despegar las
células usando un gendarme de goma. La suspension celular obtenida se colocé
en un tubo Eppendorf se incubd en hielo durante 15 min y después se centrifugé a
17000 Xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recupero y se guardo a -20 °C
en alicuotas hasta ser cuantificadas (Gomez-Quiroz et al., 2008; Valdés-Arzate et
al., 2009).

La proteina se cuantificé colorimétricamente utilizando el paquete comercial
BCA (Pierce, EUA), basado en la reaccion del acido bicinconico, que interacciona
con los residuos fendlicos de la proteina y oxidando al cobre. Como curva patrén
se utilizé albumina sérica de bovino (Smith et al., 1985).

V.9 Electroforesis de proteinas.

Se tomd entre 50 y 100 ug de proteina total y se le agregé un amortiguador
de muestra constituido por Tris-HCI 0.1 M a pH 6.8 (Sigma, EUA), glicerol (J. T.
Baker, México), dodécil sulfato de sodio (SDS) al 20% (BioRad, EUA), 2-p-
mercaptoetanol al 10% (BioRad, EUA) y azul de bromofenol al 1.0% (BioRad,
EUA). Las muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 min y se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (Sigma, EUA) en presencia de SDS
0.1 %, en una camara de electroforesis mini-Protean Il (BioRad, EUA) a un voltaje

de 120 V durante 90 min.
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V.10 Western Blot.

La proteina total fue transferida a una membrana de difloururo de
poliviniledeno (PVDF) (Invitrogen, EUA) a 120 V por 2 h. Pasado este tiempo la
membrana se bloqued con leche descremada al 5% en TBS-Tween (Sigma, EUA)
por 1 h en agitacién, después se realizaron dos lavados con TBS-Tween por 10
min en agitacion constante y se incubd durante toda la noche en agitacién
constante a 4 °C con los anticuerpos primarios especificos: anti-SOD1 (sc-11407),
anti-actina (sc-13065), anti-y-GCS (sc-22755), anti-GSHPx (3/5/6) (sc-55102), anti-
GST (sc-138) y anti-G6PD (sc-46968) (todos ellos de Santa Cruz Biotechnology,
EUA), y anti-catalasa, (Sigma, EUA). Transcurrido el tiempo se lavo 2 veces con
TBS-Tween por 15 min y se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa de rabano (Santa Cruz Biotechnology, EUA) por 1 h. Después se lavd
2 veces por 10 min con TBS-Tween y 1 vez por 5 min con TBS. Se revel6
utiizando el sustrato de alta sensibilidad (Millipore, USA). Se detecté la
luminiscencia y se cuantificaron las bandas usando el equipo Gel Logic 1500
imaging system, de Kodak (Towbin et al., 1992).

V.11 Determinacion de proteinas oxidadas.

La produccion de grupos carbonilos en las proteinas por efecto de las ERO fue
determinado por ensayo comercial Oxyblot™ (Millipore, EUA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se tomé 50 ug proteina total, por cada 5
ul de la alicuota de proteina se agregé 5 pl de SDS 12% para obtener una
concentracion final de 6%. Se afiadid 10 pl de la solucion 2,4-dinitrofenilhidrazina

(DNPH) 1x y se incubd por 15 min a temperatura ambiente, terminado el tiempo se
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afiadié 7.5 ul de la solucién de neutralizacion. Posteriormente las muestras se
analizaron por Western Blot, siguiendo el procedimiento antes descrito (Valdés-

Arzate et al., 2009).

V.12 Determinacion de las actividades enziméaticas.

Se sembraron 4 x 10° células en cajas de Petri de10 cm? con medio con medio
W+AB/AM, se trataron o no con HGF 50 ng/ml (24 h). Las células fueron lavadas
dos veces con PBS para retirar los tratamientos, se levantaron las células con un
gendarme de goma en 1.0 ml de la solucién de PBS y fueron transferidas a un
tubo coénico. La suspension celular se sonicé en hielo durante 30 segundos
utilizando un sonicador (Ultrasonic Processor XL2020). De éste lisado se tomo 20
ul para la determinacién de la cantidad de proteina por el método de BCA antes
descrito y el resto se centrifugd a 100,000 Xg por 90 min a 4°C en una
ultracentrifuga Bekcman (TLX). Las actividades de las enzimas fueron
determinadas en el sobrenadante.

V.12.a) Actividad de la Catalasa.

La actividad enzimatica de catalasa se determinara por el método de Beers y
Sizer (1952) basada en la utilizacion del peréxido de hidrogeno como sustrato. Se
tomaron 10 ul de muestra y se agregaron 1.990 ml de agua, se dejo incubar por 2
min a 25 °C, posteriormente se adicioné 1 ml de una solucion compuesta de H,0,
59 mM (J. T. Baker, México) en amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M
(J.T.Baker, México) a pH 7.0. La absorbancia de la muestra se leyo

inmediatamente a una longitud de onda de 240 nm en el espectrofotometro, se

-28-



repitié la lectura pasado un minuto. Los resultados se expresan como U | mg de
proteina.

V.12.b) Actividad de la Superéxido Dismutasa total.

La actividad de SOD se determin6 por el método de Winterbourn (1975) el
cual se basa en la habilidad de la enzima para inhibir la reduccion del
tetrazolionitro-azul (NBT) por el radical superoxido el cual es generado por la
reaccion de foto-reduccion de la riboflavina y el oxigeno. En una serie de tubos de
ensaye se prepard la mezcla de reaccidon formada por la muestra en diferentes
volumenes que fueron desde 5 hasta 300 ul, 0.2 ml de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.1 M (Sigma, EUA), 0.1 ml de azul
nitrotetrazolio (NBT) 1.5 mM (Sigma, EUA) y PBS 0.067 M (J. T. Baker, México) a
pH 7.8, teniendo un volumen final de 3.0 ml, los tubos se colocaron en una camara
iluminada con lamparas fluorescentes de 15 W por un periodo de 10 min. Pasado
este tiempo se agregaron a los tubos de ensaye 0.05 ml de riboflavina 0.12 mM
(Sigma, EUA) y se incubaron en la misma camara por 20 min, al final de este
tiempo las muestras se leyeron en un espectrofotometro a 560 nm de longitud de
onda.

Se determiné el porcentaje de inhibicion de la reduccion del NBT para calcular
el volumen que proporciona la mitad de la maxima inhibicién por la enzima. La
actividad se determind por la siguiente relacion:

Unidades = 1000,000/Vol. que resulta de la mitad de la maxima inhibicién

Los resultados fueron reportados como mU/mg de proteina.
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V.13 Determinacion de GSH/GSSG por HPLC.

Se sembraron 4 x 10° células en cajas de Petri de10 cm? con medio con medio
W+AB/AM, se trataron o no con HGF 50 ng/ml (0-24 h). Las células fueron lavadas
dos veces con PBS para retirar los tratamientos, se levantaron las células con un
gendarme de goma en 1.0 ml de la solucién de PBS. La suspension celular se
sonicé en hielo durante 30 segundos. Se tomaron 500 ul del lisado y se agregé 50
ul de acido meta-fosforico (1% v/v) (J.T. Baker, México), se centrifugaron las
muestras a 20,000 Xg durante 10 min a 4 °C. Del sobrenadante se tomaron 20 ul y
se procedio al analisis por un sistema de HPLC (Waters, EUA), equipado con una
columna Synergi 4u Hydro-RP 80A (150x4.6 mm) (Phenomenex, EUA), la fase
movil fue a base de solucion amortiguadora de potasio ajustado a pH=3

(Kachadourian et al., 2011).

V.14 Andlisis estadistico.

Cada experimento se realizé6 al menos por triplicado usando células de al
menos 3 animales de experimentacion. Para la comparacion de medias de
diferentes grupos se utilizd un analisis de varianza (ANOVA), seguido de
comparaciones multiples por prueba no paramétrica de Tukey. Se empleo para el
analisis el programa NCSS version 2000. La diferencia entre medias se considerd

significativa con p < 0.05.
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VI. RESULTADOS.

VI.1 Efecto de la dieta HC en los hepatocitos de raton.

Con la finalidad de evaluar el dafio hepatico causado por la ingesta de la dieta
HC se determinaron las transaminasas ALT y AST, los datos muestran un
incremento de 2 y 5 veces respectivamente (Tabla 1) en los ratones HC con
respecto a los ratones chow Ademas se determiné la GGT, bilirrubina total y ALP
para determinar la funcionalidad del higado encontrando un aumento en la
bilirrubina total de 3 veces mas en los ratones HC con respecto a los ratones chow
(Tabla 1).

Con la finalidad de corroborar que los hepatocitos HC presentaban un
incremento en el contenido de colesterol se realizé una inmunoflourescencia con
filipina, compuesto que se une especificamente al grupo 3B-hidroxilo de los
esteroles emitiendo una fluorescencia. Se observa en la figura 1B que los
hepatocitos HC tiene un incremento en la fluorescencia indicando que hay un
incremento en el contenido de colesterol libre en los hepatocitos HC en
comparacion con los hepatocitos de ratones alimentados con la dieta chow.

Ademas al obtener el cultivo primario de hepatocitos se observa por
microscopia de contraste de fases un incremento en el contenido de vesiculas
lipidicas en los hepatocitos HC con respecto a los hepatocitos chow (Fig. 1B). Se
consideré que el contenido de estas vesiculas podrian ser de TG vy con la
finalidad de corroborarlo se realizé la tincion con aceite rojo O. Los micrografias
mostraron ser positivas para lipidos en las células HC, es interesante observar que

el depdsito de lipidos se ubica principalmente rodeando el nucleo (Fig. 1F). Al
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extraer el aceite rojo O de los hepatocitos se encontrd una elevacion de 1.3 veces

en el contenido de rojo O (Fig. 1E) en los hepatocitos HC con respecto a los

hepatocitos chow.

Tabla 1. Determinacién de funcionalidad y dafio hepatico

Parametros chow HC
AST (U/L) 41.1+12.1 79.7 + 33.0*
ALT (U/L) 21.9+11.3 100.4 + 57.0*
GGT (U/L) 28+0.0 28+0.0
Bilirrubina 0.65 + 0.04 1.3+0.13*
Fosfatasa Alcalina 35.6+85 37.85+14.7

AST = aspartato aminotransferasa, ALT = alanino aminotransferasa

La sangre se obtuvo por puncién ocular, se determino las transaminasas (ALT, AST y
GGT) y marcadores de funcion hepatica (bilirrubina y fostasa alcalina) con tiras
reactivas especificas. Los valores representan el promedio + EE de al menos 7
experimentos independientes.* p < 0.05 vs ratones alimentados con la dieta chow.
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Figura 1. La dieta HC incrementa el contenido de colesterol libre y TG en los
hepatocitos. Cultivo primario de hepatocitos de raton alimentados con dieta chow y HC.
La figura A) y B) muestran la morfologia de los hepatocitos de ratén chow y hepatocitos
de ratén HC respectivamente; D) y F) deteccion de colesterol libre con filipina (0.05
mg/ml). E) y F) deteccion de TG con aceite rojo O contrastado con cristal violeta. G)
Determinacién del contenido de rojo O. Las imagenes tienen un aumento de 200x y son
representativas de al menos 3 experimentos independientes. Las columnas muestran el
promedio de la absorbancia + EE de al menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05
vs hepatocitos de ratones alimentados con la dieta chow.
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A continuacion procedimos a evaluar el efecto oxidante de la dieta HC
determinando la generacién de peréxidos por una técnica fluorométrica empleando
DCFH-DA (figura 2A) y por la oxidacion de proteinas en la cual se usé el estuche
comercial Oxyblot™ (figura 2B). Los resultados muestran que la dieta HC elevé
significativamente la produccion de peréxidos y la oxidacion de proteinas dejando
evidencia de que la dieta hipercolesterolémica esta generando el incremento de
especies oxidantes que inducen dafo celular, juzgado por la oxidacion de
proteinas.

Previamente nuestro grupo de investigacién ha demostrado que el factor de
crecimiento de hepatocitos induce una respuesta de sobrevivencia y reparacion
por medio de la induccion de proteinas antioxidantes y antiapoptéticas (Kaposi-
novak et al.,, 2006; Gomez-Quiroz et al., 2008), incluso es capaz de proteger
contra los efectos citotoxicos del etanol(Valdés-Arzate et al., 2009), por lo que
realizamos una serie de experimentos tendientes a conocer si el HGF revierte el
dafo oxidante inducido por la dieta HC.

En la figura 3 se puede observar que el HGF revierte la produccion la
produccion de especies reactivas de oxigeno, las cuales disminuyen en los
hepatocitos HC desde las 12 hasta las 24 h, esto se relaciond con una disminucién
en las proteinas oxidadas (figura 4).

El oxiblot (Fig. 4A) muestra que la oxidacion de las proteinas va disminuyendo
de manera dependiente del tiempo de exposiciéon con HGF. Los datos obtenidos
muestran que el HGF disminuye el contenido de los grupos carbonilos de las
proteinas a partir de las 6 h y se mantiene a las 12 h (1.3 y 1.1 veces

respectivamente) llegando hasta niveles basales a las 24 h (figura 4B).
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Figura 2. Determinacion de ERO y proteinas oxidadas en hepatocitos de ratdn
alimentados con una dieta alta en colesterol. Cultivo primario de hepatocitos de
ratones alimentados con la dieta chow y HC. A) La produccién de perdxidos se determind
por medio de DCFH-DA (5uM) midiendo la intensidad de la fluorescencia. C) La
determinacion de la oxidacion de proteinas fue determinada por el contenido de grupos
carbonilo con un ensayo comercial Oxyblot. Cada columna representa el promedio + EE
de al menos 4 experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos de los ratones
alimentados con la dieta chow.
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Figura 3. Efecto del HGF sobre la produccion de ERO. Las células se trataron o no con
HGF (50ng/ml) durante 3, 6 12 y 24 h. La produccion de peréxidos se determiné por
medio de DCFH-DA (5uM) midiendo la intensidad de la fluorescencia. Cada columna
representa el promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs
hepatocitos de los ratones alimentados con la dieta chow. # p < 0.05 vs hepatocitos HC no
tratados.
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Figura 4. Efecto del HGF sobre la reversion en la oxidacion de proteinas en los
hepatocitos HC. Las células se trataron o no con HGF (50ng/ml) durante 3, 6 12 y 24 h.
A) La oxidacién de proteinas fue determinada por el contenido de grupos carbonilo con un
ensayo comercial Oxyblot siguiendo las instrucciones del fabricante. B) Efecto del HGF en
oxidacion proteica de hepatocitos chow y HC. Cada columna representa el promedio + EE
de al menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos de los ratones
alimentados con la dieta chow. # p < 0.05 vs hepatocitos HC no tratados.
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VI.2 Regulacion diferencial del HGF sobre las enzimas SOD1y
Catalasa en hepatocitos HC.

Previamente nuestro grupo de trabajé reporté que el HGF tiene un efecto
protector induciendo a diversas enzimas antioxidantes (Gémez-Quiroz et al., 2008;
Valdés-Arzate et al., 2009), el siguiente objetivo fue determinar estado de que
guarda el sistema antioxidante, particularmente la superoxido dismutasa 1, la
catalasa y las proteinas relacionadas con el glutation, en los hepatocitos con
sobrecarga de lipidos, asi como el efecto de HGF sobre éstas.

Las figuras 5A y 6A muestran un incremento de 1.5 veces en el contenido
proteico de las enzimas SOD1 y catalasa en los hepatocitos HC no tratados con
respecto a los hepatocitos chow no tratados. Al evaluar la actividad de estas
enzimas se observa en las figuras 5B y 6B un incremento de 2 y 6 veces en la
actividad de la SOD1 y de la catalasa respectivamente en los hepatocitos HC con
respecto a los hepatocitos chow no tratados.

Asimismo evaluamos el efecto de HGF y observamos que HGF induce la
expresion de la SOD1 tanto en los hepatocitos chow como en los hepatocitos HC.
Hay un incremento en el contenido de la SOD1 de 2.1 veces en hepatocitos chow
y 2.2 veces en los hepatocitos HC (Fig. 5A) a las 12h y 24h respectivamente
comparados con las células no tratadas con HGF. Aunque el HGF induce el
contenido de la SOD1 a las 24 h en hepatocitos HC no se asoci6 con la actividad
de la enzima. En la figura 5B se observa que el HGF no tiene un efecto
significativo en la actividad de la SOD en los hepatocitos HC tratados a las 24h,

en comparacion con los hepatocitos chow, no obstante la actividad de la SOD no
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esta del todo disminuida, indicando que aun hay una buena transformacion del
radical superéxido a H,0,, por la célula.

Por otro lado, se observa en la figura 6A que el HGF induce la expresién de la
catalasa de manera dependiente del tiempo en los hepatocitos chow teniendo un
maximo de 2.4 veces a las 12 h y manteniéndose hasta las 24 h con respecto a
las células no tratadas del raton chow. Este efecto de HGF se ve reflejado en la
actividad de la catalasa que se incrementa 2 veces en los hepatocitos chow, sin
embargo, al tratar las células HC, se observa que el HGF tiene un efecto contrario.
El contenido y actividad de la catalasa disminuye un 40 y 60% respectivamente a
las 24 h de exposicion con HGF con respecto a los hepatocitos HC sin tratamiento
(Fig. 6). Lo cual implicaria que el H20, no esta siendo transformado a agua por la
accion de la catalasa, lo que permite la acumulacién de éste.

Por lo tanto el efecto del HGF en la reversion del estrés oxidante, juzgado por
la disminucion en la produccién de ERO y en la oxidaciéon de proteinas es
independiente de la catalasa, por lo que sugerimos que estaba determinado por un

mecanismo que involucra el sistema de GSH.
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Figura 5. El efecto de HGF
sobre el contenido y actividad de SOD1, en los hepatocitos HC. Las células se
trataron o no con HGF (50ng/ml) durante 3, 6 12 y 24 h. A) Analisis por Western blot de
los niveles de la SOD1 a diferentes tiempos de incubacion con el HGF. B) Actividad de la
enzima SOD1 en hepatocitos tratadas o no por 24 h con HGF. Cada columna representa
el promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos
de los ratones alimentados con la dieta chow. # p < 0.05 vs hepatocitos no tratados.
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Figura 6. Efecto de HGF sobre el contenido proteico y actividad enziméatica de la
catalasa en los hepatocitos HC. Las células se trataron o no con HGF (50ng/ml) durante
3,6 12 y 24 h. A) Andlisis por Western blot de los niveles de la catalasa a diferentes
tiempos de incubacién con el HGF. B) Actividad de la enzima catalasa en hepatocitos
tratadas o no por 24 h con HGF. Cada columna representa el promedio + EE de al menos
3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos de los ratones alimentados con
la dieta chow. # p < 0.05 vs hepatocitos no tratados.
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VI.3 El HGF incrementa el sistema de GSH para contrarrestar el estrés

oxidante producido por la dieta HC.

El GSH es la principal molécula protectora en el higado, por lo que se decidio
estudiar la concentracion de GSH y de GSSG por medio del cociente GSH/GSSG,
asi como el contenido de la enzima y-GCS considerada enzima limitante en la
sintesis del GSH.

En la figura 7A se observa que el contenido de la y-GCS se incrementa de
manera dependiente al tiempo de exposicion con HGF en los hepatocitos chow,
mientras que en los hepatocitos HC no se observa ningun cambio
estadisticamente significativo lo que implica que la reversion en el estrés oxidante
mediada por HGF no se debe a la induccion en la sintesis de novo del GSH.

Tomando en cuenta los resultados previos, a continuacién nos enfocamos a
evaluar el efecto de HGF sobre las enzimas involucradas en el mantenimiento del
GSH como la GSHPx, GST y G6PD. Se observa en la figura 7B una tendencia a
incrementar el contenido de estas enzimas a partir de las 3h de exposicién con el
factor de crecimiento pero tiene una disminucién a las 6h, sin embargo a las 12 h
se incrementan de nuevo y se mantiene hasta las 24 h de exposicion (Figura 7B).
Para el caso de la G6PD, se observa en la misma figura que el aumento en el
contenido de la enzima es a partir de las 3h de exposicion con el HGF y este se
mantiene hasta las 24 horas. El incremento de estas enzimas muestran un efecto
indirecto en el reciclamiento del GSH y se le atribuya un papel importante en la

reversion del estrés oxidante mediado por HGF.
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Finalmente para corroborar la participacion del sistema de GSH en el control
del estrés oxidante, se determind por HPLC las concentraciones de GSH reducido.
La figura 8A muestra que la concentracion de GSH esta disminuida en los
hepatocitos HC en comparacion con los hepatocitos chow, pero cuando se trata
con HGF se observa un incremento a las 3 h, manteniéndose a las 12 h. La
concentracion de GSSG en los hepatocitos HC se encuentra disminuido con
respecto a los hepatocitos Chow, y al igual que el GSH tiene un aumento a partir

de las 3 h de tratamiento con HGF y manteniéndose a las 12 h (Fig. 8B).
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Figura 7. Efecto del HGF sobre el contenido proteico de las enzimas involucradas
en sistema del GSH en hepatocitos HC. Las células se trataron o no con HGF (50ng/ml)
durante 3, 6 12 y 24 h. Se aisl6 la proteina total y la determinacién del contenido de cada
proteina se llevd a cabo por Western blot usando anticuerpos especificos descritos en
materiales y métodos). Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos
independientes. Cada columna representa el promedio + EE de al menos 3 experimentos
independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos de los ratones alimentados con la dieta chow. #
p < 0.05 vs hepatocitos no tratados.
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VII. DISCUSION

En nuestro pais las enfermedades hepaticas representan la cuarta causa de
muerte en la poblacion (DGEI, Secretaria de Salud, 2007). La enfermedad del
higado graso no alcohdlico (NAFLD) es una enfermedad asintomatica, sin
embargo los pacientes cursan con una elevacion de los marcadores séricos de
dafio en el higado, incluyendo la alanina aminotransferasa (ALT), la aspartato
aminotransferasa (AST), entre otras (Chen et al., 2008). Nuestros datos muestran
que al administrar una dieta alta en colesterol, las enzimas ALT y AST se elevan
(Tabla 1), de estas enzimas la ALT se ha postulado tener una relaciéon con ésta
patologia y a menudo se usa en estudios epidemiolégicos como un marcador
indirecto de NAFLD (Clark, 2006; Schindhelm et al., 2006).

La NAFLD, como hemos sefalado, inicia con una acumulacién de grasa en el
higado que puede desencadenar una respuesta inflamatoria (Ferré et al., 2009). El
grupo del Dr. Fernandez Checa (Mari et al., 2006) reporta datos muy interesantes
analizando el tipo de lipido, mas que la cantidad del mismo, que determina la
susceptibilidad del higado graso. Los resultados muestran que el colesterol, pero
no los FFA o los TG, es clave en la sensibilizacién al higado a otras agresiones.
Los resultados presentes en este trabajo indican que la ingesta de la dieta HC
induce no solo la acumulacién de colesterol si no también la de lipidos como los
TG (figura 1).

La acumulacion de lipidos en el hepatocito puede deberse a una alteracion del
metabolismo controlada principalmente por la sintesis de TG, la beta-oxidacion y
deficiencia en la secrecién de lipidos en forma de lipoproteinas (Trauner et al.,

2010; Sozio et al., 2010). Las tasas de secreciéon de VLDL en la NAFLD estan
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afectadas lo cual se relaciona con el aumento de TG en el higado como se
observa en el presente trabajo y como ha sido reportado por otros grupos (Musso
et al., 2009).

Una de las consecuencias derivadas de la acumulacion de lipidos en el higado
es la produccién incrementada de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) (Videla
et al.,, 2004) (Fig. 2B) las cuales ademas de generar dafio celular también
dispararan una respuesta inflamatoria (Matsunami et al., 2010; Neuschwander-
Tetri, 2010), que eventualmente incrementa aun mas el dafio por ERO.

Entre las primeras consecuencias que se originan por la sobre produccion de
ERO y una deficiencia en su destoxificacion se encuentran la oxidacién de
macromoléculas, proteinas principalmente (figura 2C) (Han et al., 2006), de hecho
se ha reportado que los pacientes con esteatosis no alcohdlica presentan un
indice mas alto en la oxidacién de proteinas en el higado debido a la unién con
hierro que favorece la interaccion de las proteinas con las ERO para producir la
formacion de carbonilos, y asi puede agravar el dafio oxidante en el higado (Videla
et al., 2004).

La lipoperoxidacion es una de las consecuencias del dafio oxidante que
promueven la progresion de NAFLD a NASH, fibrosis o cirrosis. Hardwick y cols.
(2010) reportaron que la ausencia en la oxidacién lipidica en biopsias de pacientes
con NAFLD es por la formacién del 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), con una isoforma
de GST (GST-P) lo cual implicaria la detoxificacion de éste subproducto de la
lipoperoxidacién. Resultados similares encontramos en los hepatocitos HC en
donde observamos que un aumento en el contenido de la glutatién-s-transferasa

(GST) (Fig. 8) se asocia con la ausencia del grado de lipoperoxidacion (dato no
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mostrado) en los hepatocitos HC. Esta enzima pertenecen a la familia de enzimas
de fase Il y esta involucrada en la conjugacion de una gran variedad de
xenobidticos, nucledfilos electrofilicos, medicamenteos entre otros por la catalisis
de la enzima. Esta accion facilita la exportacion de medicamentos, xenobidticos,
etc. a través de las sales biliares para su degradacion (Yang et al. 2001).

Recientemente se ha reconocido al HGF como protector celular contra los
efectos adversos del colesterol (Yu et al., 2010) y acidos grasos (Santangelo et al.,
2007), inclusive su participacion la regulacion del metabolismo los lipidos, asi
como la estimulacion de la sintesis de lipidos y lipoproteinas de secrecion (Kaibori
et al., 1998; Kosone et al., 2007), sin embargo a la fecha, no se ha estudiado el
efecto de HGF/c-Met en control del estrés oxidante debido a una acumulacion de
lipidos. Nosotros observamos que en los hepatocitos provenientes de los ratones
alimentados con la dieta hipercolesterolémica al ser tratados con HGF disminuye
la generacion de ERO (figura 3) que finalmente se ve reflejado en una disminucién
en la oxidacién de proteinas (figura 4B), esto concuerda con el efecto protector de
HGF observados en otros tipos celulares (Arends et al., 2008; Valdés-Arzate et al.,
2009; Yu et al., 2010).

Se ha reportado que la mitocondria es la principal fuente de una constante
generacion ERO en la esteatosis no alcohdlica (Mari et al., 2006), pero la célula
también ha desarrollado un sistema antioxidante para contrarrestar produccion de
radicales de oxigeno tdxicos que pueden causar dafo celular. Permeluter y cols.
(2005) reportaron que la actividad de la catalasa y SOD 1 estan incrementadas en
pacientes con NAFLD, nosotros encontramos un efecto similar, en donde el

contenido y actividad de la catalasa y SOD1 se encuentran elevadas (figura 5B y
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6B) en los hepatocitos HC no tratados, éstas enzimas intervienen en la
dismutacién del anién superéxido (O,*-) y transformacién del peréxido de
hidrogeno (H20) a oxigeno y agua, sin embargo el incremento de estas enzimas
no es suficiente para compensar el dafno ocasionado por la acumulacion de
lipidos.

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que el HGF y su receptor c-met pueden
inducir la transcripcion de enzimas antioxidantes involucrados en la regulacion del
estrés oxidante (Gémez-Quiroz et al., 2008; Valdés-Arzate et al., 2009). Debe de
existir un control en la generacion de ERO por los antioxidantes, para mantener
equilibrio critico y evitar la sobre generacion de oxidantes como el H20..

En el presente trabajo observamos que HGF induce el contenido proteico de
SOD1, y mantiene su actividad similar a sus niveles basales en los hepatocitos HC
(Figura 5B). La dismutacion del O,*- puede conducir a un incremento neto de
H,0,, si la acumulacion de este no se limita participa en una cadena de reacciones
(Haber-Weiss-Fentdn) que generan los radicales libres mas reactivos, por ejemplo,
el radical hidroxilo (Mari et al., 2010). Por ello existen mecanismos de detoxifiacion
del H20,, evitando asi la formacion de radicales hidroxilo, tales como la catalasa y
la glutation peroxidasa (GSHPx). Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que en las células HC disminuyen su contenido y actividad de la
catalasa al ser estimuladas con HGF (Figura 6B), indicando que la catalasa no
interviene la reduccion del estrés en los hepatocitos HC. También observamos
que la actividad de la SOD1 no esta del todo afectada a las 24 h de exposicion con

HGF, indicando una buena transformacion del radical superoxido a H,O», por la
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célula, sin embargo, este peroxido no es detoxificado por la catalasa, lo que
permitiria la acumulacion del H,O, Estos resultados nos sugieren que la
disminucién en las concentraciones las ERO principalmente de H,O; (figura 3), es
debido a la participacion de la glutation peroxidasa (GSHPXx), otra enzima capaz
de transformar al H20,.

En este trabajo evaluamos el efecto de HGF en el contenido de la GSHPx, y
observamos un incremento en los hepatocitos HC no tratados comparados con los
hepatocitos chow, pero aunque tiene una disminucion a las 6h como efecto del
HGF, este incremento se restablece de nuevo a las 12 h y se mantiene hasta las
24 h de tratamiento con HGF. La GSHPx actua a concentraciones bajas de H,0,
como esta reportado por Inoue et al., (2009). Para la modulacion de la conversion
del H,O; en oxigeno molecular y agua, la GSHPx utiliza al glutation (GSH) como
sustrato.

Por otra parte, se ha reportado que el HGF indujo la expresion del gen de y-
GCS en cardiomiocitos y células epiteliales del ducto biliar (Tsuboi, 1999; Arends y
cols. 2007). Nuestros datos concuerdan con estas observaciones en los
hepatocitos chow, sin embargo en los hepatocitos HC se observa que no hay un
efecto de HGF sobre el contenido de y-GCS, lo que sugiere que la disminucién en
el estrés oxidante no depende del incremento en la sintesis de novo del GSH.

Se sabe que en gran medida, que la reversioén del dafio producido por los RL,
se debe a un incremento en el contenido de GSH, ya sea por una eficiencia en la
sintesis de novo, o por una apropiada restauracién del glutatién oxidado (GSSG)

(Fernandez-Checa et al., 2005; Mari et al., 2010).
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El NADPH sirve como la principal fuente reductora en el cuerpo y muchas
reacciones de oxido-reduccion, incluyendo la reduccién de GSSG se llevan a cabo
mediante la oxidacion de NADPH en NADP®. (Wu et al. 2011). Nuestros datos
sugieren la participacién indirecta de la G6PD en la restauracién del GSSG, como
se puede observar en la figura 7B, hay un incremento en la enzima glucosa-6-
fosfato (G6PD) en los hepatocitos HC debido a que la mayor parte de los NADPH
en la célula son generados por la via de las pentosas fosfato, durante la fase
oxidativa, a partir de G6PD obtenida mediante la fosforilacion de la glucosa libre
(Han et al., 2006). Finalmente evaluamos las concentraciones de GSH, el cual es
considerado como el principal protector antioxidante contra estrés oxidativo en el
higado, es sintetizado en el citosol en respuesta multiples factores, incluido el
estrés oxidativo y factores de crecimiento (Fernandez-Checa et al., 2005). Nuestro
grupo de trabajo reportdé que en hepatocitos knock-out de c-Met presentaron un
incremento en la susceptibilidad a la apoptosis inducida por Fas que fue evitado
por el tratamiento con N-Acetil-L-Cisteina (NAC), el cual es un precursor de GSH y
un antioxidante (Gomez-Quiroz y cols. 2008). En los datos obtenidos en este
trabajo se observa (figura 8A) una tendencia a elevar la concentracion del GSH en
los hepatocitos HC tratados con HGF.

En conclusién, el presente trabajo soporta el papel fundamental del HGF en la
reversion del dano y estrés oxidante producido por la acumulacion de lipidos, por
un mecanismo independiente de la accion de la catalasa y dependiente del

sistema de GSH.
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VIIl. CONCLUSIONES
VIll.1 La dieta hipercolesterolémica produce estrés oxidante en los

hepatocitos debido a la acumulacién de lipidos.

VIII.2 El sistema antioxidante se eleva en respuesta a la acumulacion de
lipidos en los hepatocitos HC, sin embargo este incremento no es suficiente
para contrarrestar el incremento en las especies reactivas de oxigeno y

oxidacion proteica.

VII1.3 El efecto de reversidén del HGF contra el dafio oxidante ocasionado por
la alteracion del metabolismo de lipidos, fue mediado por un mecanismo

dependiente de la activacion del sistema de GSH.
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