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RESUMEN 

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y su receptor c-Met protegen contra 

el daño celular provocado por el estrés oxidante mediante la inducción de 

proteínas antiapoptóticas y antioxidantes. Nrf2 es un factor de transcripción que 

regula positivamente la expresión de genes antioxidantes en el hígado, sin 

embargo, ahora se sabe que las  especies reactivas de oxigeno (ERO) a niveles 

basales son necesarias para la activación de vías de señalización. Datos previos 

de nuestro grupo de investigación revelan que los hepatocitos de ratón con 

eliminación condicional de c-Met muestran un incremento en la activación de la 

NADPH oxidasa y la sobreexpresión de algunos de sus subunidades como Nox4, 

Nox2, p22 y p67. El objetivo de este trabajo fue identificar el mecanismo de 

regulación de la NADPH oxidasa ejercida por el HGF/c-Met y la inducción de la 

activación de Nrf2 por un mecanismo dependiente de este complejo enzimático. 

Los cultivos primarios de hepatocitos se aislaron usando el método de perfusión 

en dos pasos con colagenasa, se usaron ratones macho de la cepa CD1, las 

células se pre-trataron o no con 50 ng/ml de HGF. Los datos obtenidos muestran 

que HGF indujo un incremento en la actividad de la NADPH oxidasa y en la 

producción de ERO en tiempos tempranos (1-30 min) pero una disminución en 

tiempos más largos incluso por debajo de los niveles normales con respecto a las 

células no tratadas. El incremento temprano en el contenido de las ERO se 

relacionó con la activación de Nrf2 la cual fue analizada por medio de un ensayo 

de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) y por microscopia confocal. Para 

verificar la activación de Nrf2 llevada a cabo por el HGF, se analizó la expresión 

de sus principales proteínas blanco SOD, -GCS y NQO1, donde se encontró que 
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estas enzimas se incrementaron 2, 2.8 y 3 veces respectivamente con respecto a 

las células no tratadas. Para confirmar que el HGF tenía un efecto protector en los 

hepatocitos, se evaluó la viabilidad celular por medio de un estudio de tinción 

celular con cristal violeta. Debido a que HGF induce la disminución en la actividad 

de la NADPH oxidasa en tiempos más largos, decidimos caracterizar la expresión 

de ARNm y de la proteína de sus subunidades por medio de qRT-PCR e 

Inmunoblot respectivamente, los datos muestran que HGF induce una 

desregulación en Nox2, Nox4, p47 y p22. Finalmente, decidimos explorar la 

posibilidad de que c-Met estuviera interactuando con la NADPH oxidasa por medio 

de una de sus subunidades ancladas a la membrana esto se analizó con una 

inmunoprecipitación, los datos muestran una interacción entre c-Met y p22 la cual 

disminuye después de 30 min de tratamiento con HGF, este dato fue comprobado 

por un ensayo de entrecruzamiento. En conclusión nuestros datos muestran que 

HGF ejerce una regulación dual sobre la NADPH oxidasa, activándola en tiempos 

cortos como respuesta de sobrevivencia mediada por Nrf2 y disminuye su 

expresión en tiempos más largos quizá para evitar el uso de ésta oxidasa por 

citocinas citotóxicas.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Generalidades del hígado 

El hígado se localiza en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal y 

se divide en cuatro lóbulos anatómicos, muestra una estructura histológica 

sencilla, presenta parénquima con espacios porta, venas o vénulas 

centrolobulillares, eferentes o terminales y algunas venas de mayor calibre. El 

parénquima se ha dividido en varias partes según el concepto del lobulillo clásico, 

porción periférica, zonal media y centrolobulillar o el ácino de Rappaport (zona 1, 2 

y 3 respectivamente). La designación más simple es la de zona periportal para la 

que rodea el espacio porta y zona perivenular la que se encuentra en la vecindad 

de la vena centrolobulillar o eferente. La distancia que hay entre los espacios porta 

y la vena eferente es semejante en cada lobulillo o ácino. Los espacios porta son 

zonas con colágena de tipo I en las que se encuentran conductos biliares y ramas 

de la arteria hepática y la vena porta, otras estructuras que pueden observarse 

son vasos linfáticos y nerviosos, en la colágena hay escasos linfocitos. En un 

estudio morfométrico efectuado por Crawford y col. en biopsias hepáticas 

percutáneas normales se observó que la proporción que hay entre el número de 

espacios porta y venas terminales es de 3 a 1. Estos autores señalaron que el 

número de triadas portales (espacios porta que contienen vena, arteria y conducto 

biliar) por biopsia es un poco mayor que el número de díadas portales, por lo que 

estos autores concluyeron que la estructura del hígado no es uniforme y que su 

variabilidad es mayor en la porción periférica (Crawford et al., 1998). A nivel 

fisiológico el hígado tiene varias funciones como centro de defensa ya que está 
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involucrado en la biotransformación de xenobíoticos, lleva a cabo la captura y 

degradación de bacterias, virus, parásitos, partículas entre otras, además está 

involucrado en el metabolismo de carbohidratos, participa en el metabolismo de 

lípidos teniendo como funciones principales la captación, oxidación y 

transformación de los ácidos grasos, la síntesis de lipoproteínas del plasma, la 

transformación de lipoproteínas, la catabolización de LDL, VDL, entre otras. 

(Kuntz E, 2006). 

 

1.2. Tipos celulares  

El 20% de los tipos celulares en el hígado está compuesto por células no 

parenquimatosas, que incluyen a las células endoteliales, las células de Kupffer 

linfocitos y células estelares. Las células endoteliales se encuentran en el 

sinusoide hepático, lo cual provee un área grande para la absorción de nutrientes. 

El 80% de la población celular hepática está conformada por los hepatocitos 

quienes presentan forma poliédrica, con tamaño aproximado de 30 m de largo y 

20 m de ancho entre sus funciones se encuentra la de producir glucosa por 

medio de la gluconeogénesis, además de liberar glucosa a través de la 

glucogenólisis. Los hepatocitos son las únicas células que inactivan al amoníaco 

tóxico por medio del ciclo de la urea. Llevan a cabo la síntesis de una amplia 

variedad de proteínas del suero además tienen un papel en el metabolismo de 

lípidos tanto endógeno como exógeno a través de la síntesis de lipoproteínas y el 

catabolismo de las proteínas enriquecidas con colesterol derivado de la sangre, 

están bien equipadas para la defensa contra el estrés oxidante y son responsables 
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de la desintoxicación de numerosas substancias tanto exógenas como endógenas 

(Kuntz E, 2006).  

Las funciones hepáticas son coordinadas por una red de moléculas de 

señalización compuesta principalmente por citocinas, factores de transcripción, 

radicales libres, entre otras, de particular importancia es el factor de crecimiento 

de hepatocitos (HGF), que se ha demostrado impacta en prácticamente todas las 

funciones del hígado. 

 

1.3. Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF)  

En los hepatocitos el HGF fue identificado originalmente como un potente 

mitógeno, es una proteína dimérica de 84 kDa de peso molecular, está compuesto 

por una subunidad  de 69 kDa y una subunidad  de 34 kDa, unidad por un 

puente disulfuro, es producido en las células del estroma (Nakamura et al., 1984). 

Este factor de crecimiento es sintetizado como pro-HGF de 728 amino ácidos y 

después madura en HGF por medio de una escisión proteolítica. El HGF humano 

fue clonado también por Miyazaw (Miyazawa et al., 1989). En etapas fetales, la 

neutralización del HGF o el silenciamiento de c-Met lleva a hipoplasia de varios 

órganos lo que indica que la señalización mediad por este factor de crecimiento es 

esencial en el desarrollo de los órganos. El HGF es requerido para la reparación 

en el daño del hígado (Fausto et al., 2006), riñones (Mizuno et al., 2008), pulmón 

(Yanagita et al., 1992) entre otros, además de tener efectos protectores en 

órganos epiteliales y no epiteliales como el corazón y el cerebro mediado por vías 

de señalización anti-apoptóticas y anti-inflamatorias (Nakamura et al., 2000). 
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Es importante resaltar la función que tiene como modulador del sistema del 

glutatión (GSH), el cual es un determinante fundamental del estado redox celular 

(Gomez-Quiroz et al., 2008; Trusolino et al., 2010.). Existen evidencias que 

confirman el papel protector del HGF contra el daño celular causado por el estrés 

oxidante (Arends et al., 2008; Kaposi-Novak et al., 2006; Takami et al., 2007; 

Valdes-Arzate et al., 2009) cuyo mecanismo está principalmente mediado por la 

inducción de la síntesis de GSH y por la expresión de proteínas antioxidantes y 

antiapoptóticas como Bcl-2, la superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y Mcl-1. 

Esto es evidencia de que la señalización de c-Met es un factor crítico en la 

protección contra la generación excesiva de especies reactivas de oxigeno (ERO) 

(Gomez-Quiroz et al., 2008). 

 

1.4 c-Met, receptor de HGF 

El HGF actúa a través de su receptor anclado a la membrana llamado c-Met que 

es un receptor tirosina cinasa. Se ha demostrado que Met es procesado en las 

células epiteliales por medio de una proteólisis intermembranal dependiente de 

presenilina, lo cual es independiente de la estimulación del ligando. El proceso 

proteolítico involucra escisiones secuenciales por metaloproteasas lo que permite 

la generación de fragmentos lábiles (Foveau et al., 2009). Met es sintetizado de 

una cadena precursora simple que es glicosilada post-traduccionalmente seguida 

por una escisión endoproteolítica para producir la forma madura heterodimérica. El 

Met maduro es una proteína transmembranal compuesta por una subunidad 

extracelular de 45-kDa que está unida por medio de puente disulfuro a una 
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subunidad compuesta por dominios extracelulares e intracelulares que contienen 

el dominio catalítico (Giordano et al., 1989). Una vez que se une el ligando se lleva 

a cabo una dimerización de Met, y varios tirosinas son fosforiladas en la región 

intracelular de la subunidad . Dentro del dominio de la tirosina cinasa, dos de las 

tirosinas son los principales sitios de autofosforilación y la mutación de estos 

residuos abaten su actividad biológica (Longati et al., 1994). Fuera del dominio de 

la cinasa, dos sitios de autofosforilación en la región C-terminal son responsables 

del reclutamiento de varias proteínas involucradas en la iniciación de la 

señalización intracelular (Ponzetto et al., 1994).  

El HGF/c-Met tienen varias funciones en varios tipos celulares, que dirigen una vía 

de señalización pleiotrópica que controla una amplia gama de respuestas 

celulares, tales como la proliferación, la sobrevivencia, la diferenciación, la 

angiogénesis, la movilidad e invasión celular, además de impactar en procesos del 

metabolismo energético, entre muchos otros. (Matsumoto and Nakamura, 2001).  

Uno de los principales aportes de nuestro grupo en términos de la caracterización 

de la biología del HGF es el papel que éste tiene en el control del estado redox 

celular y el estrés oxidante causado por el exceso en las especies reactivas de 

oxígeno (ERO).  

 

1.5 Especies Reactivas de Oxígeno 

Si bien se había considerado a las ERO como entidades generadas como 

productos secundarios del metabolismo y que su efecto era solo tóxico, ahora se 

reconoce que tienen una importancia de primer nivel en la conducción de señales 
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relacionadas con varios procesos fisiológicos de la célula (Bokoch and Knaus, 

2003), como son la defensa antioxidante, apoptosis o proliferación. Pero se ha 

postulado que el tiempo de generación, su concentración y su localización  lo que 

marca el límite entre moléculas de señalización vital y molécula tóxica. 

Entre las principales ERO encontramos al superóxido (O2
•), el cual es producido 

fisiológicamente por medio de la reducción de un electrón en el oxigeno molecular.  

El  O2
•  es altamente reactivo y de vida muy corta, lo cual lo hace difícil de 

determinar debido a su vida media, se puede dismutar para dar origen a un 

segundo mensajero intermediario en la señalización, llamado peróxido de 

hidrógeno (H2O2), esta reacción se puede dar espontáneamente o por una 

reacción enzimática dirigida por la superóxido dismutasa (SOD) (Fridovich, 1983). 

El O2
•   también es capaz de reaccionar con el óxido nítrico (ON), formando así el 

peroxinitrito (OONO−) que es altamente reactivo y por lo tanto potencialmente 

dañino (Mata-Greenwood et al., 2006).  

Entre los blancos principales en la señalización mediada por ERO se encuentran 

la activación de rutas como la del factor nuclear kapa B, (NF- B), la ruta de la 

cinasa de Jun (JNK), o de la proteína activadora 1 (AP1), sin embargo, 

recientemente ha tomado particular relevancia el factor nuclear relacionado a 

eritroides 2 (Nrf2), presentándose como el prototipo de factor de transcripción que 

requiere obligadamente de un estado oxidante para su activación.    
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1.6. El Factor Nuclear Nrf2 

Nrf2 es un factor de transcripción que regula positivamente la expresión de un 

amplio rango de genes antioxidantes, citoprotectivos, de fase de destoxificación II 

y III, particularmente en el hígado (Klaassen et al., 2010). En condiciones basales, 

Nrf2 se encuentra en el citoplasma formando un complejo inactivo con su inhibidor 

Keap1 (de su nombre en inglés, actin binding protein kelch-like ECH associating 

protein 1) que es una proteína adaptadora de la ligasa E3  Cullin 3 la cual media la 

degradación por medio del  proteosoma 26S de Nrf2(Kobayashi et al., 2004). 

La activación de Nrf2 sigue de manera general, el siguiente mecanismo; tras un 

estímulo mediado por ERO, las cisteínas específicas en Keap1 son oxidadas o 

alquiladas generando una desestabilización entre la unión de Keap1 y Nrf2, que 

puede generar dos alternativas, la primera es que la desestabilización genere la 

liberación parcial de Nrf2 de su inhibidor lo cual evita que siga siendo degradado, y 

al mantener bloqueado a Keap1 permite que el Nrf2 sintetizado de novo pueda 

irse al núcleo e iniciar la expresión de sus genes blancos. La otra alternativa es 

que la liberación de Nrf2 de Keap1 es total, provocando que el Nrf2 que estaba 

secuestrado en el citosol se transporte al núcleo para iniciar la expresión génica 

(Maher et al., 2010; Schwabe et al., 2006). 

Se ha reportado que la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) 

oxidasa es una de las principales generadores de ERO quienes permiten la 

oxidación de las cisteínas en Keap1 en varios modelos (Kobayashi et al., 2004), 

sin embargo, otras fuentes como la mitocondria o el metabolismo de xenobíoticos 

pueden ser capaces de inducir la activación de Nrf2. 
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1.7. Propiedades generales de la NADPH oxidasa  

La NADPH oxidasa es una enzima multiproteíca que se encuentra unida a las 

membranas, donde cataliza la reducción de oxigeno en anión superóxido como 

donador de electrones, esté complejo fue descrito por primera vez en células 

fagocíticas como productor importante de ERO para matar a las bacterias, ahora 

es bien conocido que están presentes en muchos tipos celulares incluyendo las 

células hepáticas (Opitz et al., 2007). Aún no está completamente clara su función 

en las células no fagocíticas, pero la evidencia muestra que la actividad de la 

enzima está relacionada con eventos de transducción de señales (Bokoch and 

Knaus, 2003; Brown and Griendling, 2009). Pero la sobre-expresión o sobre-

activación conllevan al desarrollo de estrés oxidante, tal y como se ha reportado 

en el hígado (Gomez-Quiroz et al., 2008) en el sistema cardiovascular (San Jose 

et al., 2004), el pulmón (Griffith et al., 2009) y el páncreas (Yu et al., 2005), entre 

otros. La sobre-activación de la NADPH oxidasa está relacionada con la fibrosis 

hepática (De Minicis et al.), daño al hígado inducido por la infección de la hepatitis 

C (Boudreau et al., 2009; de Mochel et al., 2010)  y desarrollo de cáncer  (Kamata, 

2009).  

La NADPH oxidasa está compuesta por varios homólogos catalíticos unidos a la 

membrana, tales como; Nox1, 2, 3 , 4 y 5, DUOX1 y 2 (Leto et al., 2009),  muchos 

de los cuales son regulados por otros componentes del sistema que en 

condiciones basales están localizados en el citoplasma como p67, p47,p40, 

Noxo1, Rac 1 y 2, entre otras, la excepción es p22 el cual reside en la membrana 

y se cree que también participa en el plegamiento de las NOX o está participando 

en el transporte de electrones. La importancia de que p22 es una subunidad 
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esencial para la actividad de la NADPH oxidasa quedó evidenciada por Ushio-

Fukai (1996) quien reportó que la inhibición de la expresión de p22 abrogaba la 

producción del anión superóxido producido por la NADPH oxidasa cuando existe 

un estímulo con angiotensina II (Matsumoto and Nakamura, 2001; Ushio-Fukai, 

2006; Ushio-Fukai et al., 1996). 

En el hígado sano, los hepatocitos producen pequeñas cantidades de ERO 

además de que el sistema antioxidante como la superóxido dismutasa y la 

catalasa remueven eficientemente el exceso de ERO, para así mantener la 

homeostasis de las células (Brown and Griendling, 2009). En las enfermedades 

crónicas del hígado como el abuso del alcohol, infección del virus de la hepatitis C, 

se ha observado un incremento de la producción de las ERO así como una 

disminución en los sistemas antioxidantes lo que resulta en un estrés oxidante 

(Boudreau et al., 2009; Valdes-Arzate et al., 2009). Se ha reportado (De Minicis et 

al., 2006) en la literatura y confirmado en la presente tesis de maestría que las 

Nox presentes en el hepatocito son Nox2, Nox1, Nox3 y Nox4, mientras que no se 

detectó Nox 5 en los hepatocitos de ratón en cultivo primario. También se ha 

reportado la presencia de los homólogos Duox 1 y 2 no obstante aún no se ha 

establecido por completo su participación en este tipo celular (Reinehr et al., 

2005). Los homólogos de las Nox presentan características que las difieren entres 

sí. La Nox2 fue la primera identificada como fuente de superóxido y está 

expresada predominantemente en células fagocíticas, la NADPH oxidasa está 

compuesta por dos componentes esenciales unidos a la membrana llamados 

gp91phox (Nox2) y p22phox, las cuales componen al flavocitocromo b558 y por 

cuatro componentes citosólicos, p47phox, p67phox, p40phox y la proteína G 
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pequeña Rac1/2. Después del estímulo, las cuatro proteínas citosólicas se 

translocan a la membrana e interactúan con el citocromo b558 y así este complejo 

enzimático queda activo y produce superóxido extracelularmente (Ago et al., 

2003). La Nox1 fue descrita casi 25 años después que la Nox2, es activada al 

formar un complejo con los activadores citosólicos de manera similar a Nox2 ya 

que puede interactuar con p47phox, p67phox y Rac pero su activación es más 

elevada si interactúa con NoxO1 y NoxA1 que son homólogos de p47phox y 

p67phox (Cheng et al., 2006). Nox3 es similar a Nox1 y Nox2, necesita de 

p47phox, NoxO1 y NoxA1 para su activación (Banfi et al., 2004), además de 

p22phox y Rac para producir el radical superóxido. La Nox4 es un miembro 

enigmático de la familia de las Nox fue descrita en el año 2000, a diferencia de las 

otras Nox este homólogo no necesita de las subunidades citosólicas para ser 

activada (Geiszt et al., 2000), sin embargo, la producción de ERO por la Nox4 si 

requiere de la proteína p22phox. Se ha reportado también que Nox4 al parecer no 

requiere de Rac1 y está activada de manera constitutiva (Martyn et al., 2006). El 

tipo de ERO liberada por Nox4 es H2O2  mientras que el O2
•  es casi indetectable 

(Serrander et al., 2007). Con respecto a las Duox 1 y 2 tienen una masa molecular 

mayor en comparación con Nox2 y tienen un dominio N-terminal de peroxidasa en 

adición con la actividad C-terminal de la NADPH oxidasa, (Reinehr et al., 2005).  
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2. ANTECEDENTES 

Además del control del estrés oxidante, nuestro grupo de trabajo previamente ha 

reportado que HGF/c-Met también puede regular el estado redox celular. Los 

ratones knock out  para c-Met (c-MetKO) en el hígado muestran una desregulación 

profunda en los genes involucrados en la respuesta antioxidante y el metabolismo 

de GSH (Kaposi-Novak et al., 2006), también reportamos que los hepatocitos c-

MetKO presentan estrés oxidante debido a una sobre activación de NADPH 

oxidasa (Gomez-Quiroz et al., 2008)  y más aún esta condición del estrés oxidante 

favorece la carcinogénesis hepática inducida químicamente por la N-

nitrosodietilamina (Takami et al., 2007). Se ha reportado que el incremento en la 

producción de las ERO puede someter a la célula a un estrés oxidante, que puede 

incrementar la sensibilidad de los hepatocitos a la apoptosis inducida por 

agonistas de Fas (Tripathi and Hildeman, 2004).  

Los datos que nuestro grupo ha obtenido previamente sugieren que el HGF y c-

Met regulan a la NADPH oxidasa, por lo que en el presente trabajo nos enfocamos 

al estudio y caracterización de este sistema por el HGF/c-Met y su relevancia en la 

supervivencia celular. 
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3. OBJETIVO GENERAL  

Determinar el mecanismo de regulación de la NADPH oxidasa por factor de 

crecimiento de hepatocitos y c-Met en hepatocito de ratón en cultivo primario y su 

relevancia en la supervivencia  celular ante estímulos citotóxicos. 

 

4. OBJETIVOS PARTICULARES. 

•Determinar el efecto del HGF sobre la actividad de la NADPH oxidasa y su 

repercusión en la supervivencia celular 

•Caracterizar la activación de Nrf2 inducida por el HGF y mediada por la 

NADPH oxidasa. 

•Evaluar el efecto del HGF a nivel transcripcional y post-

transcripcional sobre las diferentes subunidades de la NADPH oxidasa. 

•Determinar la interacción entre la subunidad p22 de la NADPH oxidasa y el 

receptor c-Met. 

 

5. HIPÓTESIS  

El factor de crecimiento de hepatocitos y su receptor c-Met regularán a la NADPH 

oxidasa de manera dual, induciendo tempranamente una respuesta de 

supervivencia que permite la activación del factor de transcripción Nrf2 y 

posteriormente una desregulación transcripcional de la oxidasa que mantendrá la 

respuesta de supervivencia. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1. Materiales 

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich excepto cuando se indique 

lo contrario. El diacetato de 6-Carboxy-2′,7′-diclorofluoresceina (DCFH-DA) fue 

obtenido de Molecular Probes (Eugene, OR). El factor de crecimiento de 

hepatocitos recombinante humano (HGF) fue obtenido de PeproTech (Rocky Hill, 

NJ).  

 

6.2. Cultivo primario de hepatocitos de ratón 

Los ratones de la cepa CD1, se mantuvieron bajo condiciones libres de patógenos 

y bajo cuidados especificados en el manual de procedimientos de la Universidad 

Autónoma Metropolitana-Iztapalapa y la guía para cuidados y uso de animales de 

laboratorio establecido por el NIH (Bethesda, USA) 

Para la obtención de hepatocitos de ratón se usó la técnica de perfusión con 

colagenasa en dos pasos. Se usaron ratones macho de 8 a 12 semanas de edad. 

Los ratones se anestesiaron intraperitonealmente con 0.7 ml de tribromoetanol 

(Avertina). La superficie abdominal se limpió con etanol al 70% y se realizó una 

incisión en el abdomen y tórax para dejar expuesto el hígado y corazón. La vena 

cava inferior se anudó con hilo de sutura para evitar el paso de las soluciones 

utilizadas hacia los riñones; por la aurícula derecha del corazón se introdujo un 

catéter Abbocath 22G que estaba acoplado a un equipo de perfusión y se cortó la 

vena porta para abrir la circulación. Como primer paso, el hígado se perfundió con 

aproximadamente 30 ml de amortiguador HBSS (Solución Salina Balanceada de 
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Hanks) que se encuentra libre de Ca2+ y Mg 2+, y además contiene HEPES 10 mM, 

pH 7.4, EGTA 75 mM a una temperatura de 37 oC. En el segundo paso de la 

perfusión se utilizó 50 ml de colagenasa tipo I al 0.05% en medio Williams con 

NaHCO3 25 mM y amortiguado con HEPES 10 mM, pH 7.4 a una temperatura de 

37 oC. Después el hígado se removió y se colocó en una caja de Petri 10 cm de 

diámetro con 50 ml de medio Williams frío suplementado con suero fetal bovino 

(SFB) al 10%, antibiótico y antimicótico (medio de adhesión). El hígado se 

disgregó utilizando 2 pipetas estériles de 1 ml y se obtuvo una solución con células 

hepáticas dispersas que se pasaron por un filtro con poros de 100 µm de tamaño. 

La solución filtrada se centrifugó a 45 g durante 5 min a 4 oC. Se eliminó el 

sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 25 ml de medio de adhesión 

frío para posteriormente mezclarse suavemente con una solución de Percoll con 

solución Hanks 10X, se centrifugó a 170 g durante 15 min a 4 oC para obtener un 

pellet compuesto de hepatocitos viables. Se eliminó el sobrenadante y las células 

se resuspendieron en 20 ml de medio de adhesión frío. Para determinar la 

viabilidad se realizó un conteo con azul de trípano en un contador automático Vi-

Cell (Beckman Coulter). La viabilidad celular siempre fue superior al 95%. Las 

células viables se sembraron a una densidad de 254,000 células/cm2 y se 

mantuvieron en incubación por 4 h a 37 oC en una atmósfera de CO2 al 5%. 

Posteriormente se cambió el medio a uno sin suero y se dejó el cultivo toda la 

noche, al día siguiente se cambió el medio por uno fresco y se procedió a los 

tratamientos con 50 ng/ml de HGF a diferentes tiempos. Los inhibidores (apocinina 

y queleritrina) se adicionaron 30 min previo al tratamiento con HGF a las 
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concentraciones que se indican en la sección de resultados (Gomez-Quiroz et al., 

2008; Papeleu et al., 2006).  

 

6.3. Extracción de proteínas.  

Posterior al tiempo del tratamiento, las células se lavaron con PBS frío y se 

agregaron 200 µl de una solución de lisis M-PER (Pierce) que contenía una 

mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasa (Roche), las células se despegaron 

usando un gendarme de goma, la suspensión celular se centrifugó a 17000 g 

durante 10 min a 4 oC, se recuperó el sobrenadante y se guardó a -20 oC en 

alícuotas hasta ser usadas (Gomez-Quiroz et al., 2008). 

 

6.4. Análisis de proteínas por Inmunoblot 

70 µg de proteína se separó por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% 

en presencia de SDS al 0.1%, usando un voltaje de 120 V durante 90 min. 

Posteriormente la proteína se transfirió a una membrana de PVDF durante 90 min 

a 120 V. La membrana fue boqueada con leche descremada al 5% en TBS-Tween 

durante 1 hora en agitación constante. Para la detección de la proteína, la 

membrana se incubó con anticuerpos específicos (cuadro 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 en TBS-Tween por 90 

min. Después se lavó 2 veces por 10 min con TBS-Tween y 1 vez por 5 min con 

TBS. Se reveló con 1ml de sustrato luminiscente (SuperSignal® West Pico 
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Substrate, Pierce), las bandas se cuantificaron por densitometría usando el 

fotoducumentador  Gel logic 1500 (Kodak) (Gomez-Quiroz et al., 2008). 

 

Cuadro 1  Anticuerpos empleados en Inmunoblot e Inmunoprecipitación  

 Anticuerpo Masa 

molecular 

kDa 

Anticuerpo 

secundario 

Marca 

1 Gp91 phox (Nox2) 91 Cabra Santa Cruz, sc-5827 

2 NOX 4 70 Cabra Santa Cruz, sc-21860 

3 p67 67 Cabra Santa Cruz, sc-7663 

4 p22 22 Conejo Santa Cruz, sc-20781 

5 p47 47 Conejo Santa Cruz, sc-14015 

6 Met 145 Rata Santa Cruz, sc-74225 

7 Actina 43 Conejo Santa Cruz, sc-13065 

8 NQO1 31 Conejo Santa Cruz, sc-25591 

9 g-GCS 73 Conejo Santa Cruz, sc-22755 

10 Nrf2 56 Conejo Santa Cruz, sc-13032 

 

6.5. Inmunoprecipitación 

Se sembraron las células en cajas de Petri de 10 cm de diámetro,  se pre trataron 

o no con 50 ng/ml HGF por 30 min. Se aisló y cuantificó la proteína total como se 

describe en la sección de análisis de proteína por Inmunoblot. Un contenido de 5 

mg de proteína se incubaron con 20 µl de solución denominada “preclearing matrix 

A-rabbit” (Santa Cruz Biotecnology) por 1 hora en rotación a 4 oC. Se centrifugó a 

800 g durante 5 min y se tomó el sobrenadante, el cual se incubó toda la noche en 

rotación constante con el anticuerpo indicado (p22 o c-Met) en una dilución de 

1:100; Posteriormente el tiempo se le agregó 20 µl de Protein A/G PLUS (Santa 
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Cruz Biotecnology) y se dejó en rotación por 1 hora a 4 oC. Luego se colectó el 

inmunocomplejo por centrifugación a 800 g por 5 min y se hicieron 3  lavados con 

buffer de lisis. Finalmente el botón se resuspendió en 20 µl de buffer de carga 2X. 

Las muestras se analizaron por Inmunoblot. 

 

6.6. Entrecruzamiento 

Las células se trataron o no con 50 ng/ml de HGF por 30 min, posteriormente se 

lavaron las células con PBS para remover el medio. Se agregó el agente de 

entrecruzamiento homobifunctional N-hydroxysuccimide ester (NHS-ester, DSP) 

disuelto en dimethyl sulfoxide (DMSO) recién preparado para una concentración 

final de 1 mM en 1 ml de PBS. El agente de entrecruzamiento 3,3´-dithiobis 

[sulfosuccinimidylpropionate] (DTSSP) se utilizó en una concentración 10 mM. Las 

células se incubaron por 30 min en movimiento rotatorio. Después del 

entrecruzamiento se agregó una solución de detención de la reacción compuesta 

por Tris 15 mM a pH 7.5 y se incubó por 15 min. Las células se lavaron dos veces 

con PBS y finalmente se extrajo y cuantificó la proteína para hacer una 

inmunoprecipitación y un Inmunoblot, siguiendo el procedimiento antes descrito 

(Wang et al., 2002).  

 

6.7. Obtención de proteína nuclear 

Se sembraron las células en cajas Petri de 10 cm de diámetro con medio Williams 

completo, se dejó estabilizar el cultivo por 24 h. Después de este tiempo se 

lavaron las células en PBS y se aplicaron  los tratamientos después se retiro el 

medio, se lavaron las células con PBS y se despegaron con un gendarme de 
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goma. Se recuperó la suspensión celular y se centrifugó por 1 min a 3000 g, las 

células precipitadas se incubaron por 15 min en hielo con 800 µl de solución A que 

contenía: HEPES 10 mM, KCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM, DTT 1 mM, 

PMSF 0.5 mM, pH 7.9. Pasado este tiempo a la suspensión se le agregaron 50 µl 

de una solución de Igepal al 10% en solución A. Se agitó vigorosamente por 15 

seg y se centrifugó a 13000 g por 30 seg a 4 oC. El precipitado obtenido (núcleos) 

se incubó por 15 min en hielo con 50 µl de solución C que contenía: HEPES 20 

mM, NaCl 0.4 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, pH 7.9. 

Durante este tiempo se agitó vigorosamente cada 3 min. Terminado el tiempo de 

incubación, la suspensión se centrifugó a 13000g durante 5 min a 4 oC. El 

sobrenadante se recuperó y se tomó una alícuota de 5 µl para la determinación del 

contenido de proteína el resto se mantuvo a -80 oC para los ensayos de movilidad 

electroforética o retardo (EMSA) (Gomez-Quiroz et al., 2008). 

 

6.8. Ensayo de retardo de la  movilidad electroforética (EMSA).  

Se adicionó en un microtubo 5 µl de una solución de incubación que contenía: 

50mM Tris- HCL pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM -meracaptoetanol y 

20% de glicerol, posteriormente se adicionó 1 µg de poli (dl.dC) y de 5-30 µg de la 

proteína nuclear. Se incubó hielo por 25 min. Al término de la incubación se 

agregaron 2 µl de la sonda correspondiente marcada con [γ-32P] ATP (3000 

Ci/mmol; MP Biomedical, Irvine CA, USA). Se utilizaron oligonucleótidos con 

secuencia consenso para Nrf2 5´-TTTTCTGCTGACTCAAGGTCCG--3´. La mezcla 

se incubó a temperatura ambiente por 15 min, finalmente se le adicionó 2 µl de 
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azul de bromofenol al 0.1%. Las muestras se cargaron en un gel nativo de 

poliacrilamida al 6%, el cual se preparó de la siguiente forma: se mezclaron 4 ml 

se acrilamida-bisacrilamida (29:1), 1 ml de una solución de TBE 5X, 5 ml de agua 

desionizada, 200 µl de persulfato de amonio al 10% y 10 µl de TEMED. Se corrió 

el gel a 150 V durante 2 h. El gel se colocó en un casete para su autorradiografía y 

se dejó a -80°C por 1 día (Gomez-Quiroz et al., 2008). 

 

6.9. Actividad de la NADPH oxidasa 

Las células se trataron o no con HGF a diferentes tiempos, posteriormente se 

lavaron y se resuspendieron en 350 µl de PBS frío. La suspensión de celular se 

dividió en tres partes, 150 µl se incubó con 250 µM de NAPDH. El consumo del 

NADPH se registró midiendo la disminución de la absorbancia a 340 nm por 5 min 

con lecturas cada min. La actividad específica de la oxidasa se medió por el 

registro del rango del consumo de la NADPH oxidasa inhibida por la adición de 10 

mM de DPI por 30 min antes del análisis. Una alícuota de 50 µl se lisó para 

determinar la concentración de proteína total. Los resultados se expresaron como 

pmol de NADPH oxidada/min por miligramo de proteína (Gomez-Quiroz et al., 

2008)  . 

 

6.10. Transcripción reversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa en 

tiempo real (qRT-PCR) 

El ARN total se extrajo de las células tratadas o no con HGF, usando el reactivo 

de Qiazol (Qiagen). El ARN aislado fue tratado con DNasa (RQ1 RNase-Free 

DNase) para evitar la contaminación con ADN genómico. La amplificación de RT-
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PCR de un solo paso se llevó a cabo con el PCR cycler Rotor-Gene Q system 

(Qiagen, Australia). El RT-PCR cuantitativo (qRT-PCR) en tiempo real se llevó a 

cabo usando Rotor-Gene SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) con 300 nM de 

oligonucleótidos sentido y antisentido y 250 ng/µl de ARN para un volumen final de 

10 µl por reacción. Las condiciones del qRT-PCR fueron las siguientes: 10 min a 

55°C y 5 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de PCR por 5 seg a 95°C para la 

desnaturalización, 10 segundo a 60°C para la alineación y extensión. Los 

resultados fueron expresados en relación con la actina usada gen de referencia. 

La cuantificación relativa fue realizada usando el software REST-08 (Relative 

Expression Software Tool 2008). Después de 40 ciclos de amplificación se hizo un 

análisis de la curva llevado a cabo para verificar el producto correcto por su 

temperatura específica (Tm). Los oligonucleótidos usados se muestran en el 

cuadro 2.  

Cuadro 2. Secuencia de los oligonucleótidos empleados en el qRT-PCR 

Oligonucleótido Secuencia sentido  Secuencia Antisentido  

NOX2  5 -GACCATTGCAAGTGAACACCC-3  5-AAATGAAGTGGACTCCACGCG-3  

p22phox  5-ATGGAGCGATGTGGACAGAAG-3  5 -TAGATCACACTGGCAATGGCC-3  

p47phox  5-TTCCATCCCCAAATGCAAAG-3  5-TCAGATGCCCTAAAACCGGAG-3  

P67phox  5 -GCCTTCACCAAAAGCATCAAC-3  5 -ACCTCACAGGCAAACAGCTTG-3  

NOX4  5-CCAGAATGAGGATCCCAGAA-3  5-AAAACCCTCGAGGCAAAGAT-3  

Actina  5 -TGCACCACCAACTGCTTAG-3  5 -GGATGCAGGGATGATGTTC-3  
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6.11. Análisis de la viabilidad celular 

La viabilidad celular fue determinada por la prueba de tinción con cristal violeta. 

Las células de sembraron en placas de 12 pozos y se pretrataron o no con 50 

ng/ml de HGF por 12 h y después se trataron con 15 µM de Antimicina A (AA). 

Después se lavaron las células con PBS, se fijaron con 3.7% de formaldehido y se 

tiñeron con 0.2% de cristal violeta. La absorbancia de los extractos en SDS al 2% 

fue determinada a una longitud de onda de 620 nm. La viabilidad celular fue 

calculada como porcentaje relativo a las células no tratadas (Gomez-Quiroz et al., 

2008). 

 

6.12. Determinación de peróxidos  

El contenido de las especies reactivas de oxigeno, particularmente peróxidos, fue 

determinado usando al DCFH que es sensible al estado redox. Las células fueron 

sembradas en placas de 96 pozos y tratados con 3 µM de DCFH por 30 min 

después del tratamiento con HGF. Las células fueron lavadas con PBS y la placa 

fue leída con longitud de onda de excitación de 480 nm y una longitud de onda de 

emisión de 520 nm usando un detector multimodal DTX 880 (Beckman Coulter). 

 

6.13. Análisis de colocalización de Nrf2 

Los hepatocitos se sembraron en cámaras Lab-Tek de vidrio tratadas con 

colágena, posterior al tratamiento con HGF las células se fijaron con 

paraforaldehído al 4% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente y 

bloqueado con una solución que contenía albúmina de suero bovino (BSA) al 5% y 

Triton X-100 al 3% durante 30 min. Las células se lavaron con PBS. El anticuerpo 
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específico para Nrf2 (Cuadro 1) fue diluido 1:50 en PBS que contenía 0.1% de 

BSA fue agregado a las células fijadas e incubadas toda la noche a 4°C en una 

cámara húmeda. Las células fueron lavadas y se incubaron con el anticuerpo 

secundario, anti-conejo conjugado con Alexa 488 durante 1 hora a temperatura 

ambiente en la obscuridad. Se lavaron las células y se incubo con DAPI por 10 

min. Finalmente las células fueron examinadas usando el microscopio confocal 

Carl Zeiss LSM 710 NLO (Carl Zeiss, Inc., USA).  

 

6.14. Cuantificación de proteínas 

La proteína se cuantificó colorimétricamente utilizando el estuche comercial del 

ácido bicincónico (BCA) (Pierce, USA), se siguieron las instrucciones del 

fabricante.   

 

6.15. Análisis estadístico  

Cada experimento se realizó al menos por triplicado usando células de al menos 3 

animales de experimentación. Los datos fueron reportados como el promedio + 

error estándar (EE). Para la comparación de medias de diferentes grupos se utilizó 

un análisis de varianza (ANOVA), seguido de comparaciones múltiples por la 

prueba de Tukey. Se empleo el programa NCSS. El nivel de significancia fue de p 

< 0.05.  
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7. RESULTADOS 

 

7.1. HGF regula la actividad de NADPH oxidasa  

Datos previos de nuestro grupo de investigación revelaron que la eliminación 

condicional en hepatocitos del receptor c-Met induce la sobre activación de la 

NADPH oxidasa, y que el tratamiento con HGF en hepatocitos silvestres (Wild 

type) inducía una disminución en el contenido proteico de la subunidad catalítica 

Nox2 (Gómez-Quiroz, 2000). Lo anterior sugirió que debía de existir algún 

mecanismo de regulación de c-Met sobre la oxidasa, por lo que en el presente 

trabajo nos enfocamos en buscar y caracterizar dicha regulación en hepatocitos de 

ratón.  

Nuestro primer objetivo fue determinar si la actividad de la NADPH oxidasa se ve 

alterada bajo el estímulo del HGF. Las células se trataron con HGF por 0.016, 

0.25, 0.5, 1, 6, 12 y 24 h. Posteriormente procedimos a la determinación de la 

actividad del complejo enzimático (Figura 1). Los datos muestran que hay un 

incremento en la actividad desde el minuto inmediato posterior al tratamiento la 

cual continúa elevándose significativamente hasta los 30 min en donde se 

encuentra la actividad máxima, a partir de una hora de estímulo, la actividad 

disminuye hasta valores normales con respecto a las células no tratadas (NT), sin 

embargo, a partir de las 12 h estos valores disminuyen incluso por debajo de los 

valores basales, lo que muestra un efecto bifásico del HGF; la actividad se 

incrementa a tiempos cortos, menores a 30 min, pero es reprimida en tiempos 

mayores. 
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Figura 1. Efecto del HGF sobre la actividad de la NADPH oxidasa. Las células se 

trataron o no con 50 ng/ml de HGF durante los tiempos especificados después se llevó a 

cabo el ensayo de la actividad como se muestra en la sección de material y métodos. Se 

midió la oxidación de la NADPH/min/mg de proteína. Los datos muestran el promedio + el 

error estándar (EE) de al menos 3 experimentos independientes realizados por triplicado. 

* p ≤ 0.05 vs las células no tratadas (NT). 
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7.2. Efecto del HGF sobre ERO 

Para confirmar que el efecto del HGF sobre la actividad de la NADPH oxidasa está 

relacionada con la generación de las ERO, se determinó la presencia de peróxidos 

usando a la DCFH-DA, la cual se emplea de manera rutinaria para la detección y 

cuantificación de H2O2  y otros peróxidos intracelulares. Las células se trataron con 

HGF durante diferentes tiempos, que van desde 1 hasta 360 min. Los resultados 

obtenidos (Figura 2) muestra que el estímulo con HGF incrementa 1.55 veces la 

producción de ERO al minuto de iniciado el tratamiento en comparación con las 

células no tratadas y se mantienen elevadas significativamente hasta los 30 min, 

después de esto las ERO disminuyen hasta niveles basales y después de los 180 

min la producción cayó a niveles por debajo de aquellos que presentan las células 

no tratadas. Este resultado muestra que la producción de ERO sigue el mismo 

comportamiento que la actividad de la NADPH oxidasa, confirmando la 

estimulación de la oxidasa por el HGF.  

Para corroborar que las ERO generadas por el HGF son producidas de manera 

específica por la NADPH oxidasa se determinó la presencia de peróxidos y se uso 

Apocinina (Apo, 300 mM) como inhibidor del complejo enzimático por 30 min. Los 

resultados muestran que al usar la Apo las ERO producidas en los tiempos cortos 

que van desde el min hasta los 30 min se abrogan de manera significativa 

confirmando que la fuente de ERO estimulada por el HGF es la NADPH oxidasa.   
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Figura2. El HGF induce la producción de especies reactivas de oxígeno. Las células 
se trataron o no con 50 ng/ml de HGF durante los tiempos especificados, cultivos 
paralelos se pretrataron con 300 mM de apocinina (Apo) por 30 min y posteriormente se 
trataron con HGF. La producción de peróxidos se determinó por medio de  DCFH-DA 
midiendo la intensidad de la fluorescencia (IF). Los puntos graficados muestran el 
promedio + EE de al menos 5 experimentos independientes por duplicado. * p ≤ 0.05 vs 
células no tratadas al tiempo 0. 
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7.3. Las ERO producidas participan en la activación de Nrf2 

Tomando en cuenta los resultados previos, a continuación nos enfocamos en 

investigar la relevancia en la producción temprana de ERO inducida por el HGF.  

Hipotetizamos que estas especies reactivas podrían estar involucradas en la 

activación de vías de sobrevivencia que dependen de modificaciones por el estado 

redox celular, como la ruta de NF-kB, la cual ha sido ya estudiada por nuestro 

grupo (Gomez-Quiroz et al., 2008). Otro factor de transcripción que induce 

sobrevivencia celular es Nrf2. Para comprobar, si la actividad de la NADPH 

oxidasa, inducida por HGF impacta en la actividad de Nrf2 se realizó un ensayo de 

retardo de la  movilidad electroforética (EMSA), las células se trataron con HGF 

por 30, 60 y 120 min, se extrajo proteína nuclear y se determinó la activación de 

Nrf2 por medio de su interacción con su secuencia consenso de ADN marcada 

radioactivamente con ATP isotópico (fósforo 32). Los resultados mostrados en la 

figura 3a muestran un incremento en la activación de este factor nuclear desde los 

30 min y con un pico máximo de activación a los 60 min. Para determinar que el 

HGF activa a Nrf2 en un proceso que involucra a la NADPH oxidasa y a su 

activador canónico la proteína cinasa C (PKC). Cultivos de hepatocitos se 

pretrataron con 10 µM de cloruro de queleritrina, un inhibidor de PKC, o con 300 

µM de Apo, ambos por 30 min, posteriormente se agregaron 50ng/ml de HGF 

durante 60 min, terminado el tiempo se extrajo proteína nuclear y se procedió a 

realizar un EMSA. El incremento en la activación de Nrf2 inducido por el HGF fue 

abrogado por la acción de los dos inhibidores, comprobando que el HGF induce la 

activación de Nrf2 por un mecanismo mediado por la NADPH oxidasa y PKC 

(Figura 3b). El efecto del HGF se corroboró por microscopia confocal haciendo 
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una colocalización de Nrf2 en el núcleo con un tratamiento de HGF por 30 min 

(Figura 3c). 

 

 

Figura 3. El HGF activa a Nrf2 por un mecanismo mediado por PKC y NADPH 
oxidasa.  a) Las células se trataron o no con 50ng/ml de HGF en los tiempos 

especificados. Se aisló la proteína nuclear y se analizó la unión de Nrf2 al ADN por medio 
del ensayo EMSA, con la siguiente simbología: NM- proteína no marcada, SS-
“Supershift”, P- control positivo y UB-Nrf2 ubiquitinado. b) Las células se pre-trataron con 
cloruro de queleritrina (Ch, 10 µM) o 300 µM de apocinina (Apo) durante 30 min y 
posteriormente se trataron con HGF, se extrajo la proteína nuclear y la activación de Nrf2 
se determino por EMSA. c) Microscopia confocal, las células se trataron o no con HGF, 
Nrf2 está representado por la tinción verde (Alexa Fluor 488 conjugada a un anticuerpo 
secundario) y los núcleos están teñidos de azul con DAPI, su colocalización se muestra 
en color azul cielo. Las imágenes son representativas de al menos tres experimentos 
independientes.  

a) 

b) 

c) 
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7.4. Efecto del HGF sobre los genes blanco de Nrf2  

Para una mayor caracterización del efecto del HGF sobre Nrf2 mediado por la 

NADPH oxidasa, se determinó el contenido de algunas de las principales 

proteínas blanco de este factor nuclear, tales como γ-GCS y NQO1 por medio de 

inmunoblot. Los resultados muestran un incremento en el contenido de estas 

proteínas (Figura 4a), que es dependiente del tiempo de exposición al HGF hasta 

las 12 h, cuando se encuentra su actividad máxima (Gomez-Quiroz et al., 2008). 

Para confirmar la participación de la NADPH oxidasa en la expresión de las 

enzimas, se pre-trató a las células con Apo durante 30 min y después fueron 

tratados con HGF por 12 h, los resultados (Figura 4b) muestran que al inhibir a la 

NADPH oxidasa el efecto estimulador del HGF es abrogado. 
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Figura 4. Efecto de HGF sobre los genes blanco de Nrf2. a) Las células se trataron o 
no con 50ng/ml de HGF durante los tiempos especificados, se determinaron la presencia 

de las proteínas NQO1 y -GCS, como determinantes en la activación de Nrf2 mediado 
por el HGF. b) las barras representan el número de veces que aumento la proteína con 
respecto al de las células no tratadas (NT); c) se pre-trató a las células con apocinina 
(Apo) 300 µM como inhibidor de la NADPH oxidasa y posteriormente se trataron o no con 
50ng/ml de HGF. c) las barras representan el número de veces que aumento la proteína 
con respecto al control. La determinación del contenido de cada proteína se llevo a cabo 
por Inmunoblot usando anticuerpos específicos (Cuadro1, métodos). Las imágenes son 
representativas de al menos 3 experimentos independientes. Las barras representan el 
promedio de las densitometrías de las imágenes ± error estándar. p ≤ 0.05 vs NT. 

 

a) 

c) 

b) 

d) 
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7.5. Efecto protector del HGF en los hepatocitos de ratón 

Finalmente, para confirmar que el HGF tiene un efecto protector en los 

hepatocitos, se evaluó la viabilidad celular por medio de un estudio de tinción 

celular con cristal violeta. Los hepatocitos se trataron con HGF por 12 h, 

posteriormente se trataron por  6, 12 y 24 h con 15 µM de antimicina A (AA) que 

induce estrés oxidante al bloquear la cadena respiratoria mitocondrial. La figura 5 

muestra que la AA induce disminución de la viabilidad celular y que el pre 

tratamiento con HGF mejora la viabilidad dejándola en 82% con respecto a las 

células tratadas con AA por 24 h, sin embrago, cuando se pre-trató con Apo el 

efecto protector del HGF que se había observado fue inhibido. El resultado 

confirma que el HGF induce una respuesta protectora por un mecanismo que es 

mediado por la activación de la NADPH oxidasa.  
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Figura 5. Efecto protector del HGF en la citotoxicidad inducida por Antimicina A. Los 
hepatocitos se pretrataron con 50 ng/ml de HGF y posteriormente se trataron con 15 µM 
de Antimicina A (AA) durante los tiempos mencionados, para inhibir a la NADPH oxidasa 

se usó 300 µM de apocinina (Apo) por 30 min. Los puntos graficados muestran el 

promedio + el error estándar (EE) de al menos 3 experimentos independientes y realizado 
por triplicado. * p ≤ 0.05 vs células no tratadas al tiempo 0. & p ≤ 0.05 vs células tratadas 
con AA por 24 h. # p≤ 0.05 vs células tratadas con HGF+AA a 24 h. 
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7.6. Represión transcripcional de las subunidades de la NADPH oxidasa  

Retomando el efecto observado a tiempos largos de tratamiento con HGF, donde 

notamos que el HGF induce un efecto negativo, disminuyendo la actividad de la 

NADPH oxidasa (Figura 1) por debajo de los niveles basales, decidimos 

caracterizar la expresión a nivel transcripcional de las subunidades catalíticas 

(Nox2, Nox4) y reguladoras (p22, p67 y p47) de la NADPH oxidasa por medio de 

RT-PCR cuantitativo en tiempo real  (qRT-PCR). Las secuencias de los cebadores 

o primers se enlistan en el cuadro 2 en la sección de material y métodos. 

Los resultados (Figura 6) muestran que el HGF induce la disminución en la 

expresión del ARN mensajero (ARNm) de Nox2 (Figura 6a) desde las 3 h y 

continúa disminuido a las 6 h de tratamiento, mientras que NOX4 (Figura 6b) 

presenta disminución a partir de las 6 h; p22 disminuye desde la hora y continúa 

disminuido hasta las 3 y 6 h después del tratamiento con HGF con respecto a las 

células no tratadas (Figura 6c). En las subunidades reguladoras se observa la 

disminución del ARNm en p67 (Figura 6d) a partir de las 6 h,  mientras que en p47 

no encontramos cambios significativos. 
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Figura 6. El HGF induce la represión transcripcional de las subunidades de la 
NADPH oxidasa. Las células se trataron o no con 50ng/ml de HGF durante 1, 3 y 6 h. Se 
extrajo el ARN total y se procedió al análisis de la expresión por qRT-PCR del ARNm de 
a) Nox2; b) Nox4; c) p22; y d) p67. Las barras muestran el promedio + error estándar de al 
menos 3 experimentos independientes llevados a cabo por triplicado. * p ≤ 0.05 vs NT. 

 

 

a) 

b) 

c) 

c) 
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7.7. HGF induce una disminución en el contenido proteico de las subunidades de 

la NADPH oxidasa 

Para confirmar el efecto del HGF sobre la expresión de las subunidades de la 

NADPH oxidasa realizamos una serie de inmunodetecciones empleando 

anticuerpos específicos para cada proteína, los cuales se enlistan en el cuadro 1 

en la sección de Material y Métodos. Cultivos celulares fueron tratados a 

diferentes tiempos con HGF y se extrajo proteína total y procedimos a realizar los 

Inmunoblot. Los resultados muestran que el HGF disminuye la expresión de 

algunos componentes de este complejo enzimático de manera dependiente del 

tiempo (Figura 7). La expresión de la proteína de las subunidades Nox2 (confirma 

lo observado anteriormente), Nox4, p22 y p67 comienza a disminuir a partir de las 

3 h del tratamiento con HGF y se mantiene disminuido a 24 h de tratamiento. El 

resultado corrobora el efecto del HGF en la represión de las subunidades de la 

oxidasa incluso en términos de expresión de proteína o post-transcripcional. 
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Figura 7. Efecto del HGF sobre el contenido proteico de la NADPH oxidasa. Las  
células se trataron con 50 ng/ml de HGF durante 1, 3, 6, 12 y 24 h. Se aisló la proteína 
total y la determinación del contenido de cada proteína se llevo a cabo por Inmunoblot 
usando anticuerpos específicos (Cuadro 1, en materiales y métodos). Las imágenes son 
representativas de al menos 3 experimentos independientes. 
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7.8. Efecto protector del HGF ante una agresión con TGF-β  

Se realizó un experimento para conocer el efecto protector del HGF ante el TGF-β, 

el cual usa a la NADPH oxidasa para inducir una respuesta citotóxica mediada por 

ERO. Los resultados muestran que el tratamiento por 3, 6 y 12 h de TGF-β induce 

una producción de ERO teniendo un pico máximo a la hora de tratamiento (2.8 

veces respecto al nivel basal), el pre tratamiento con HGF abrogó completamente 

el efecto inductor de ERO del TGF-β (Figura 8a). Lo anterior correlacionó con los 

ensayos de viabilidad, el TGF-β redujo en 58% la viabilidad de los hepatocitos 

tratados por 24 h, mientras que el HGF previno el efecto citotóxico del TGF-β, 

dejando la viabilidad en 94% (Figura 8b). 

  



42 
 

  

 

Figura 8. HGF abroga el efecto tóxico del TGF-  a) Las células se trataron o no 

con 5 ng/ml de TGF-  por diferentes tiempos; cultivos paralelos fueron pretratados con 50 
ng/ml de HGF por 12 h y posteriormente se agregó el TGF-β a los tiempos indicados. La 
producción de peróxidos se determinó por medio de DCFH midiendo el cambio de la 
intensidad de fluorescencia con respecto a las células no tratadas (NT). b) Los 
hepatocitos se pretrataron con 50 ng/ml de HGF por 12 h y posteriormente se trataron con 

5 ng/ml de TGF-  durante 24 h, la viabilidad se determinó por el porcentaje de células 
vivas con respecto a las células no tratadas (NT). Los puntos graficados muestran el 
promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes por triplicado. * p ≤ 0.05 vs 
células no tratadas (NT). 

a) 

b) 
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7.9. Regulación de la NADPH oxidasa por medio de la interacción de p22 con c-

Met 

El estudio del mecanismo de interacción de que c-Met con alguna de las 

subunidades de la NADPH oxidasa que se encuentran ancladas a la membrana se 

analizó por la técnica de inmunoprecipitación (IP). Las células fueron tratadas o no 

con HGF durante 30 min que es el tiempo máximo de la actividad de la NADPH 

oxidasa y de generación de las ERO. Primero inmunoprecipitamos a la subunidad 

catalítica Nox2 pero encontramos que ésta no estaba interactuando con c-Met 

(Dato no mostrado). Posteriormente se inmunoprecipitó a p22 y se realizó la 

inmunodectección de c-Met, los datos muestran que hay una interacción entre p22 

y c-Met a nivel basal y que después del estímulo de 30 min con HGF esta 

interacción se reduce de manera importante, (Figura 9a). Para corroborar este 

resultado se hizo la IP inversa de p22 seguida de la inmunoblot para c-Met y 

encontramos que HGF presenta el mismo efecto (Figura 9b). Para determinar si la 

disminución entre p22 y c-Met a los 30 min de tratamiento se debía a la formación 

del complejo enzimático de la NADPH oxidasa determinamos la interacción entre 

p22 y NOX2 a 30 min, la figura 9c muestra que la interacción entre p22 y Nox2 se 

incrementa, sugiriendo que c-Met libera a p22 para dar paso al ensamblaje de la 

oxidasa y a la activación de Nrf2. 
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Figura 9. Interacción entre c-Met y p22. Las células se trataron con 50ng/ml de HGF 

durante 30 min. Se asiló la proteína total y se realizó la inmunoprecipitación (IP) seguido 

de un inmunoblot (IB) para detectar a las proteínas unidas usando anticuerpos específicos 
(Tabla 1, material y métodos). a) IP de p22 e IB de c-Met; b) IP de c-Met e IB de p22; c) IP 
de p22 e IB de Nox2. Las imágenes son representativas de al menos 3 experimentos 
independientes.  

a) 

b) 

c) 
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7.10. La interacción de entre p22 y c-Met se da de manera extracelular 

Para confirmar la interacción encontrada entre p22 y c-Met se hizo un ensayo de 

entrecruzamiento covalente de proteínas (crosslinking) usando dos agentes de 

entrecruzamiento el dithiobis [succinimidylpropionate] (DSP) el cual es permeable 

en las células y es usado para detectar interacciones intracelulares e 

intermembranales y el 3,3’-dithiobis [sulfo-succinimidyl propionate (DTSSP) que es 

impermeable a la membrana celular usado para detectar interacciones en 

dominios extracelulares. Para analizar la interacción de las proteínas se hizo el 

entrecruzamiento seguido de una IP de p22 e inmunodetección de c-Met, bajo 

condiciones reductoras y no reductoras empleando el ditiotreitol (DTT) para 

revertir el posible entrecruzamiento. Los datos en la figura 10 muestran que la 

interacción entre las proteína se lleva a cabo en la superficie celular, a juzgar por 

el efecto encontrado solo cuando se usó el DTSSP, la presencia del DTT como 

agente reductor, eliminó el entrecruzamiento (Figura 10a) y presenta el mismo 

comportamiento después del tratamiento con HGF debido a que hay una 

disminución considerable de la interacción debido al tratamiento con HGF con 

respecto las células no tratadas. En relación con el DSP no encontramos ninguna 

interacción a nivel basal ni con el tratamiento de HGF (Figura 10b), lo cual sugiere 

que, como hemos mencionado, la interacción ocurre en dominios extracelulares. 
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Figura 10. Entrecruzamiento entre p22 y c-Met. Las células se trataron con 50 ng/ml de 

HGF durante 30 min y se expusieron a los agentes de entrecruzamiento a) DTSSP a una 

concentración de 10 mM; b) DSP a una concentración de 1 mM. El ensayo se llevo a cabo 

tanto en condiciones reductoras usando ditiotreitol (DTT 1 mM)  así como no reductoras. 

Se asiló la proteína total y se inmunoprecipitó (IP) a p22, posteriormente se analizó c-Met 
por inmunoblot (IB) utilizando anticuerpos específicos (Cuadro 1, material y métodos). Las 

imágenes son representativas de al menos 3 experimentos independientes. 

  

a) 

b) 
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8. DISCUSIÓN  

El HGF tiene una amplia gama de respuestas celulares ante estímulos de daño 

como son la superviviencia, la proliferación, la motogénesis, la morfogénesis entre 

otros (Matsumoto and Nakamura, 2001). Sin embargo, aún permanece poco 

estudiado el efecto del HGF en la regulación del estado redox celular y del estrés 

oxidante (Gomez-Quiroz et al., 2008; Kaposi-Novak et al., 2006; Takami et al., 

2007; Valdes-Arzate et al., 2009). Datos previos de nuestro grupo de investigación 

muestran que los hepatocitos de ratones deficientes de c-Met (MetKO) incrementan 

la producción de ERO y los mantiene en un estado de estrés oxidante, presentando 

la sobre-regulación de varios genes relacionados con el  estrés celular, muchos de 

ellos regulados por el factor Nrf2 (Kaposi-Novak et al., 2006), más tarde reportamos 

que este fenómeno oxidante se debía a la sobre-activación de la NADPH oxidasa y 

que el tratamiento con HGF en hepatocitos silvestres (WT) inducia una disminución 

en la expresión de NOX2, y por lo tanto, en la actividad de la este complejo 

enzimático (Gomez-Quiroz et al., 2008). Los resultados previamente publicados 

indicaban que el HGF y c-Met ejercen una regulación sobre la NADPH oxidasa, 

pero se desconocía hasta ahora el mecanismo de regulación, ya que el HGF se 

presentaba más bien como un antagonista en la activación de la NADPH oxidasa 

que es regulada por el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) (Murillo et 

al., 2007) el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Kim et al., 2011) 

el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- ) (Yazdanpanah et al., 2009), entre otros. 

Se ha reportado incluso que la insulina o la angiotensina II, inducen la activación de 

la oxidasa (Brown and Griendling, 2009). 
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Los resultados del presente trabajo muestran que la actividad de la NADPH oxidasa 

a tiempos cortos de tratamiento con HGF se elevan de manera significativa y 

conforme el tiempo avanza regresan a valores basales y continúan cayendo por 

debajo de los niveles de las células no tratadas (Figura 1), esto correspondió con la 

generación de ERO, teniendo el mismo comportamiento que a tiempos cortos 

aumentan y a tiempos largos caen por debajo de las células control (figura 2). Estos 

datos muestran que el HGF ejerce una regulación bifásica en la actividad de la 

NADPH oxidasa que armonizan con los efectos fisiológicos.   

La NADPH oxidasa es un complejo multiproteico que se encuentra anclada a las 

membranas, su función es básicamente la de producir ERO con fines de 

señalización, o en el caso de las células fagocíticas con fines antibióticos (Brown 

and Griendling, 2009). 

En el hepatocito varias de las citocinas o factores de crecimiento que inducen la 

activación de la oxidasa, tienen la finalidad de inducir un efecto citotóxico, 

particularmente el TGF-b o el TNF-a, sin embargo, nuestros datos revelan que en el 

caso del HGF el objetivo fue inducir una respuesta de supervivencia y protección 

mediada por el factor de transcripción Nrf2.  

Como se puede observar en la figura 3a, el HGF indujo la activación de Nrf2 por un 

mecanismo mediado por PKC y NADPH oxidasa, ya que el pretratamiento con 

inhibidores específicos para ésta cinasa (Chelerythrine) y para la oxidasa 

(Apocinina) abrogan la activación de Nrf2 inducida por el HGF (Figura 3b), es 

importante resaltar que la activación del factor de transcripción fue muy rápida, 

teniendo niveles significativos a los 30 min y un pico máximo de activación a los 60 
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min. El efecto del HGF se corroboro por microscopia confocal haciendo una 

colocalización de Nrf2 en el núcleo (Figura 3c).  

Previamente nuestro grupo de investigación reporto que la eliminación condicional 

de c-Met en hepatocitos inducida una sobreexpresión de varios genes blanco de 

Nrf2 como son Aldh1a1, Gclc, Gsta1, entre otros (Kaposi-Novak et al., 2006) que 

marco, sin lugar a dudas, que existía una regulación de c-Met sobre Nrf2. En el 

presente trabajo hemos dejado claro que dicha regulación se da de manera 

indirecta por la actividad de la NADPH oxidasa, es decir, c-Met regula a la NADPH 

oxidasa y ésta a su vez genera las ERO necesarias para la activación de Nrf2. En el 

caso de los hepatocitos MetKO ésta regulación se pierde, incrementando la 

producción de ERO que conduce a la sobreactivación de Nrf2. Sin embargo, si bien 

el hepatocito puede lidiar con este estrés oxidante y sobrevivir, queda sensibilizado 

al daño, y una segunda agresión como con agonistas de Fas, induce un alto índice 

de muerte celular por apoptosis(Gomez-Quiroz et al., 2008). 

Varios reportes ha señalado que PKC es la principal cinasa que induce la activación 

de Nrf2, no solo en hepatocitos (Kim et al., 2004;  McNally et al., 2007; Niture et al., 

2009), sino también en otros tipos celulares (Espada et al., 2009; Zhang and 

Forman, 2008). Niture y colaboradores (2009) comprobaron que la PKC especifica 

que activa a Nrf2  es la isoforma delta (PKC-δ), la cual fosforila en el residuo de la 

serina 40, permitiendo la estabilización, translocación nuclear de Nrf2 e inicio de la 

transcripción de sus genes blanco. Además  de lo anterior se conoce que HGF 

media la formación de 1,2-diacil glicerol y liberación de calcio intracelular, ambas 

funciones son requeridas para la activación total de PKC. Datos del laboratorio del 

trabajo experimental de Cristina Enríquez muestran que el HGF activa 
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significativamente varias isoformas de PKC, incluyendo a la isoforma delta 

(Enríquez 2010, en proceso). 

Hemos venido hablando de que las ERO generadas por la NADPH oxidasa 

permiten la activación de Nrf2. Keap1 es una proteína rica residuos de cisteínas, los 

cuales se ha propuesto que pueden ser sensoras del estado redox celular, 

específicamente las cisteínas 273 y 288 han sido propuestas como las cisteínas 

claves en la activación de Nrf2 (Zhang and Hannink, 2003), sin embargo, Niture y 

colaboradores han propuesto que al menos en células hepáticas (HepG2) la 

cisteína 151 es fundamental para la activación del factor de transcripción (Niture et 

al., 2009). La oxidación de estas cisteínas permite el debilitamiento de la interacción 

de Keap1 y Nrf2 generando la estabilidad del factor, es decir, evita ser ubiquitinado 

por la culina 3, y posteriormente degradada por el proteosoma 26S, esto permite 

que Nrf2 se libere y se transloque al núcleo.  

Nuestros datos muestran que la Apo abroga el efecto del HGF de inducir la 

activación de Nrf2 (Figura 3b). El papel esencial de la NADPH oxidasa en la 

activación de Nrf2 fue corroborado en células HepG2 que sobreexpresan Keap1 y 

que fueron tratadas con análogos del indol como inductor, los cuales estimularon la 

actividad de la NADPH oxidasa, la oxidación de las cisteínas de Keap1 y el 

incremento de GCS, efecto que fue suprimido cuando las células fueron 

pretratadas con difenileneiodonium (DPI), un inhibidor de NADPH oxidasa(Sekhar 

et al., 2003). 
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Nuestros datos están proporcionando evidencia de que el HGF es capaz de inducir 

las dos señales requeridas para la activación de Nrf2. La activación de PKC-δ, y la 

generación de ERO vía la NADPH oxidasa. 

La respuesta mediada por Nrf2 incrementa la expresión de enzimas involucradas en 

la transformación, desintoxicación y transporte de xenobióticos, así como la 

expresión de proteínas antioxidantes (Klaassen et al., 2010). Nuestros datos 

muestran que la activación de Nrf2, inducida por el HGF, se relaciono con un 

incremento en la expresión de dos de sus principales genes blanco, NQO1 y  -

GCS (Figura 4a), en una forma dependiente del tiempo, dicho incremento se abrogo 

cuando pretratamos el cultivo con el inhibidor de la NADPH oxidasa (Figura 4b). 

NQO1 es una flavoproteína que cataliza la reducción de quininas, quinoneiminas, 

compuestos nitroaromáticos, entre otros, induciendo la disminución de los niveles 

de quinonas y por lo tanto la posibilidad de generación de ERO. Ha sido 

considerada como el prototipo de gen blanco de Nrf2 y es un marcador indiscutible 

de la activación de este factor de transcripción (Dinkova et al., 2010).  

El GSH es sin lugar a dudas el agente de protección celular más importante, no 

solo en hepatocitos, sino también en prácticamente todos los tipos celulares, ya que 

es capaz capturar por si mismo ERO o en conjunción con enzimas como la GSH 

peroxidasa o la GSH transferasa, estas características lo hace ser un regulador 

maestro de varias funciones fisiológicas como la proliferación, la diferenciación, la 

apoptosis, entre otras. La pérdida en la función de las enzimas involucradas en la 

síntesis o en la homeostasis del GSH induce una gran variedad de enfermedades 

(Ballatori et al., 2009)  . 
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La síntesis de GSH se lleva a cabo por la intervención de dos enzimas, la -GCS y 

la GSH sintasa, siendo la enzima limitante la primera. La -GCS está compuesta a 

su vez por dos subunidades, la catalítica (GCLC) y la modificadora (GCLM), y los 

genes que codifican para estas subunidades contienen en sus promotores 5’ 

secuencias consenso ARE de regulación por Nrf2. La GSH sintasa también 

contiene secuencias ARE, por lo que estímulos que inducen a Nrf2 conducen a la 

elevación de GSH (Bea et al., 2003).  

El efecto protector inducido por el HGF y mediado por la NADPH oxidasa fue 

corroborado en el presente trabajo por una serie de estudios de viabilidad celular 

por cristal violeta. La figura 5 muestra que el tratamiento con antimicina A indujo un 

decremento importante en la sobrevivencia de los hepatocitos, el HGF evito 

significativamente este efecto tóxico, mientras que el uso de Apo elimino el efecto 

protector del HGF, dejando claro el papel central de la NADPH oxidasa en la 

protección generada por el HGF.  

Un segundo punto de interés que encontramos fue el efecto mostrado por el HGF 

de disminuir la actividad de la NADPH oxidasa y la producción de ERO a tiempos 

largos, por arriba de 6 h y hasta por 24 h. Estos datos sugieren que el HGF 

presenta un segundo punto de control del sistema, pudiendo tener repercusión en 

las funciones que despliegan otros factores de crecimiento que emplean a la 

NADPH oxidasa. 

Investigamos si el HGF inducia el efecto negativo por la supresión de la expresión 

de algunos componentes de la NADPH oxidasa. Procedimos a aislar ARN total de 

células tratadas por diferentes tiempos con HGF y realizamos ensayos de RT-PCR 
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en tiempo real explorando la expresión de las subunidades catalíticas Nox2 y Nox4, 

así como las regulatorias p67, p47 y p22. Los resultados mostrados en la figura 6 

indican que el HGF indujo la represión en la expresión de todas las subunidades 

estudiadas, con la excepción de p47, donde no vimos efecto alguno (dato no 

mostrado). Lo anterior fue corroborado a nivel de la expresión de proteínas por 

Inmunoblot, confirmando el efecto represor de HGF (Figura 7). 

Algunos reportes han indicado que la expresión de los componentes de la oxidasa 

se da de manera coordinada, por ejemplo la angiotensina II induce la expresión de 

Nox1 y p22 (Bedard and Krause, 2007), mientras que en células endoteliales de 

pulmón humano sujetas a condiciones de hiperoxia se observa un incremento en la 

expresión de los ARNm de Nox1, Nox2, Nox4, p22, así como de las subunidades 

regulatorias, pero solo p22, Nox2 y Nox4 fueron confirmadas por Inmunoblot 

(Pendyala et al., 2009). 

Nuestros resultados de RT-PCR en tiempo real y por Inmunoblot, confirman que 

también la represión se da de manera coordinada, esto está soportado con 

evidencia reportada en pacientes con la enfermedad crónica granulomatosa, donde 

se ha observado que en fagocitos de pacientes con deficiencia en Nox2 no tienen 

niveles detectables de p22, mientras que en pacientes deficientes de p22 no se 

pudo encontrar la presencia de Nox2 (Parkos et al., 1989). Se ha propuesto que 

Nox2 y p22 son estables solo como heterodímeros, mientras que los monómeros 

son degradados por el proteosoma 26S (DeLeo et al., 2000). Nuestros datos 

muestran que la represión de la NADPH oxidasa generada por el HGF se da a nivel 

transcripcional y post-traduccional  sugiriendo que rutas de señalización comunes 
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permiten la expresión o represión de los componentes de la NADPH oxidasa. El 

estudio de estas rutas está ya en conducción en nuestro laboratorio. 

Con la finalidad de poder encontrar la relevancia de la represión en la expresión de 

los componentes de la NADPH oxidasa decidimos ensayar la generación de ERO y 

la viabilidad en hepatocitos tratados con TGF- , los datos muestran que el HGF es 

capaz de abrogar el efecto tóxico del TGF-  (Figura 8).  

Es bien sabido que el TGF- , el TNF-  o FasL inducen una respuesta citotóxica en 

hepatocitos mediante  la generación de ERO derivados la NADPH oxidasa 

(Carmona-Cuenca et al., 2006; Wang et al., 2002; Yazdanpanah et al., 2009). 

Nuestro trabajo está evidenciando que, alternativamente a los mecanismos de 

inducción de proteínas antioxidantes y de sobrevivencia, el HGF puede también 

inducir la represión de los componentes de la NADPH oxidasa y por lo tanto impedir 

el efecto tóxico de factores como el TGF-  o el TNF- lo cual identifica un punto 

regulatorio nuevo que podría tener importancia en el diseño de nuevas medidas 

terapéuticas para enfermedades con condicionantes de elevación de estos factores 

citotóxicos para hepatocitos.  

Dado que se encontró una respuesta acelerada en la regulación de la NADPH 

oxidasa por el HGF hipotetizamos que podría existir un mecanismo de control más 

especifico. El receptor c-Met es una proteína transmembranal que ha mostrado 

interactuar físicamente (interacción proteína-proteína) con otras proteínas 

transmembranales o asociadas a la membrana, como son los casos de la 

semafonina 4D, Fas, o indirectamente con TNFR1 vía la cinasa de la riboflavina 
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(Conrotto et al., 2005; Giordano et al., 2002; Wang et al., 2002; Yazdanpanah et al., 

2009) 

La idea que planteamos fue que c-Met está formando una interacción física con 

algún componente membranal de la NADPH oxidasa, por lo que decidimos explorar 

por inmunoprecipitación si dicha unión se presentaba con Nox2, encontrando 

resultados negativos (datos no mostrados), por lo que decidimos buscar si c-Met 

inmuoprecipitaba con p22. Los resultados presentados en la (Figura 9a) muestran 

que p22 inmunoprecipita con c-Met, para verificar lo anterior realizamos la 

inmunoprecipitación inversa (Figura 9b) donde se inmunoprecipitó a c-Met y se 

inmunodetectó a p22 encontrando el mismo resultado. Los datos muestran que en 

un estado libre de estímulo c-Met y p22 están interactuando fuertemente, dicha 

interacción se debilita de manera importante, por el tratamiento con HGF por 30 

min, sugiriendo que c-Met libera a p22 para que la NADPH oxidasa sea 

ensamblada, para confirmar este efecto, realizamos una inmunoprecipitación de 

p22 y la inmunodetección de Nox2, la figura 9c muestra que la interacción entre p22 

y c-Met es débil en condiciones libre de estímulo y se incrementa por acción del 

HGF, reafirmando una vez más que el HGF induce el ensamblaje y activación de la 

NADPH oxidasa. 

Para confirmar esta interacción realizamos un entrecruzamiento (crosslinking) de 

proteínas usando dos agentes de entrecruzamiento uno permeable a la membrana 

plasmática (DSP) y otro impermeable (DTSSP), esto con la finalidad de identificar si 

la interacción se da en dominios extracelulares o intracelulares. La figura 10 a 

muestra que el entrecruzamiento se da en dominios extracelulares, ya que el 

tratamiento con DSP no mostro presentar ningún complejo entrecruzado especifico 
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para c-Met (Figura 10b). Para determinar la especificidad del entrecruzamiento se 

hizo la reacción de reversión del entrecruzamiento con un agente reductor (DTT) 

mostrando la desaparición de la banda detectada por Inmunoblot.   

Si bien se ha identificado a p22 como una proteína adaptadora entre los 

componentes citoplasmáticos de NADPH oxidasa y las subunidades catalíticas, 

cada vez se tiene más información respecto a la actividad reguladora de p22. 

Recientemente se ha reportado que la cinasa de la riboflavina media la interacción 

entre TNFR1 y la NADPH oxidasa, específicamente por medio de p22 

(Yazdanpanah et al., 2009).En ésta interacción es requerida para una correcta 

función del TNFR1 en la generación de ERO con fines citotóxicos. Por otro lado, se 

ha propuesto que p22 es sujeto de fosforilaciones reguladoras mediadas por la 

fosfolipasa D y PKC, y en neutrofilos los niveles de fosforilación en p22 

correlacionan con la actividad de la NADPH oxidasa (Regier et al., 2000). 

 

9. CONCLUSIÓN 

Tomando en consideración los datos que presentamos en el presenta trabajo de 

tesis, junto con los datos previamente publicados por nuestro grupo, nos permite 

proponer un mecanismo de regulación dual de la NADPH oxidasa por el HGF y su 

receptor c-Met.  

El primer punto de regulación se da por un mecanismo que se muestra en la figura 

11. En condiciones basales, c-Met se encuentra interactuando con p22, evitando la 

sobreactivación de la NADPH oxidasa. Tras la unión de HGF con c-Met, p22 se 

libera permitiendo el ensamblaje de la oxidasa, que es además, promovido por la 

activación de PKC por la señalización de c-Met. La NADPH oxidasa, una vez 
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activada, genera las ERO necesarias para la activación del factor de transcripción 

Nrf2, el cual promoverá la expresión de proteínas de supervivencia y 

desintoxicación. 

Por otro lado, el segundo mecanismo, está dirigido a la represión de la expresión de 

las subunidades de la NADPH oxidasa, que ya se encuentra bajo investigación por 

nuestro grupo de trabajo. Ésta represión permite disminuir los niveles de NADPH 

oxidasa generando un bloqueo en las actividades citotóxicas de factores como el 

TGF-  induciendo igualmente una respuesta de sobrevivencia. 

En conclusión el presente trabajo reporta nuevos mecanismos de supervivencia 

ejercidos por el HGF, los cuales pueden ser considerados para el desarrollo de 

nuevas medidas terapéuticas en donde la sobreactivación de la NADPH oxidasa 

sea la condicionante para el inicio o desarrollo de patologías, no solo hepáticas, 

sino de prácticamente cualquier órgano o sistema (Maher et al, 2010; Yang et al 

2011).  
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Figura 11. Regulación post-traduccional de la NADPH oxidasa y activación de Nrf2 

por el HGF/c-Met. 
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Figura 12. Regulación transcripcional de la NADPH oxidasa por el HGF/c-Met.  
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