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RESUMEN.

La enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD) es el padecimiento hepatico
cronico mas comun en todo el mundo que afecta entre el 25 y 30 % de la poblacidn
general. La sobrecarga de colesterol en el higado ha mostrado efectos toxicos mediante
la sobreproducciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO) y por tanto como
consecuencia, la induccion en la progresion de la NAFLD a esteatohepatitis (NASH).
Recientemente se han realizado importantes avances que han permitido una mejor
comprension sobre la patogénesis en NAFLD, en donde resalta su asociacion con la
sobreproducciéon de ERO vy la disfuncién mitocondrial como una de las principales
causas de dafo hepatocelular. Sin embargo, el mecanismo de dafio es complejo y
multifactorial; por ello, el primer objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
sobrecarga de colesterol sobre la funcion mitocondrial y la produccién de ERO. En el
presente trabajo hemos alimentado a ratones con una dieta hipercolesterolémica (HC,
2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio). Posteriormente fueron sacrificados para
estudios histolégicos o fueron perfundidos para obtener hepatocitos. Los higados de los
ratones alimentados con la dieta hipercolesterolémica presentaron una acumulacion de
lipidos, ademas de dafno hepatico, evaluado por un incremento de los marcadores
séricos (ALT, AST y ALP). La histologia reveld hiperplasia e hiperpigmentacién de
nucleos en los hepatocitos y la pérdida de la arquitectura hepatica. La dieta elevada de
colesterol indujo un aumento en la generacion de ERO y la oxidacion de proteinas; aun
cuando las proteinas de la mitocondria se observaron menos oxidadas y las enzimas

antioxidantes mitocondriales se encontraron elevadas. La sobrecarga de colesterol
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indujo un cambio morfoloégico, la disminucion en la sintesis de ATP y el
desacoplamiento de la mitocondria. Los higados de los ratones alimentados con la dieta
hipercolesterolémica presentaron una inhibicién de la mitofagia y de la apoptosis, y un
aumento de la activacion de STAT3 y sus genes blanco como mecanismo de
resistencia a la muerte celular. Por otro lado se ha demostrado que el control del estado
redox celular y/o el estrés oxidante, previene la progresion del daio hepatico. Nuestro
grupo ha demostrado que el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) induce una
respuesta antioxidante en las células hepaticas. Por ello, el segundo objetivo fue
determinar el efecto protector de este factor de crecimiento en los hepatocitos
sobrecargados de colesterol. Las concentraciones de HGF en suero y la expresion de
c-Met disminuyeron en los ratones alimentados con la dieta HC. La acumulacion de
lipidos (lipidos neutros y colesterol libre) se conservéo en el cultivo primario de
hepatocitos de los ratones alimentados con la dieta alta en colesterol. La dieta HC
indujo un incremento de las ERO y de la oxidacion de proteinas comparadas con las
células control. Sin embargo, este incremento de ERO y oxidacion proteica es revertida
por el HGF en los hepatocitos HC en funcion al tiempo. La expresion y actividad de
catalasa se ve disminuida en un 50% en los hepatocitos HC con respecto a los
hepatocitos control a las 24 h de tratamiento con HGF. Los hepatocitos del raton HC
presentaron un incremento en las enzimas antioxidantes (y-GCS, G6PD, MGST, GPx)
con respecto a los controles y al ser tratados con el HGF, se ve potenciado el efecto en
todos los casos a partir de las 12 h. Por ultimo los datos muestran que HGF induce la
biosintesis de GSH, al observar un incremento en el cociente GSH/GSSG a las 12 h de

exposicion con HGF.
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ABSTRACT.

NAFLD is the most common chronic liver disease worldwide, affecting between 25 and
30% of people. The cholesterol overloading in the liver has a toxic effect mainly
mediated by ROS generation and is involved in the induction and progression from
NAFLD through NASH. Recently, major advance in understanding the NAFLD
pathogenesis, have shown that ROS and mitochondrial impairment are engaged as
principals causes of hepatocellular damage. Nonetheless, the mechanism by which
NAFLD promote NASH is complex and multifactorial. Therefore, the aim of this work
was to evaluate the effect of cholesterol overloading in mitochondrial function and ROS
production. In the present work we fed mice with a hypercholesterolemic diet (HC, 2%
cholesterol and 0.5% sodium cholate). After that, we proceeded to sacrifice animals in
order to obtain liver tissue, parallel animals were subjected to liver perfusion to obtain
hepatocytes. Livers from HC animals exhibited an steatotic phenotype, and main liver
function tester were increased such as ALT, AST and ALP. Liver histology presented
lost in architecture and picnotic nuclei. HC diet present an increase in ROS, protein
oxidation and in the content of main antioxidant proteins, in comparison with Chow diet
fed animals. Interestingly, mitochondria proteins were not significantly oxidized. Liver
tissue from HC animals presented inhibition of autophagy and apoptosis, and an
increment in the activation of Stat3 suggesting a survival response. Our group has
shown that HGF can display an antioxidant response in hepatic cells, for this reason we
also were focused to figure out the protective role of HGF in cholesterol overloaded

hepatocytes. Isolated hepatocytes showed an overload of free cholesterol and neutral
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lipids that was related to oxidative stress and protein oxidation versus control
hepatocytes, this effect was reverted by HGF treatment in a time dependent manner.
The expression and activity of catalase was diminished 50% in comparison with Chow
hepatocytes, however, y-GCS, G6PD, MGST, and GPx were significantly increased
when cells were treated with HGF for 12h. Finally, the data show that HGF induced the
biosynthesis of GSH due to the ratio GSH/GSSG at 12h of treatment was significantly

elevated.



iNDICE.

RESUMEN ...ttt e e et e e e et e e e e e ne e e e e e nneeeeaannneeeeanneeaeens Vi
= S I ¥ O IX
1N 3 =R Xl
INDICE DE FIGURAS ..ottt n s XV
INDICE DE TABLAS ...ttt n e, XV
ABREVIATURAS ..ttt e e e e e e e et e e e s e e e e amnneaeeenneeeens XVI
L. INTRODUGCCION.........comiueeierrceresescesessseseess e e sssse e s sasse e sassssesssassessssssssssssasssens 1
1.1 Generalidades de [a NAFLD ... 1
[.1.82) Prevalencia..........coooiiiee e 2
[.1.D) DIagNOSHICO. .....cooiiee e 2
[.1.C) EHOlOGIA. ... 3
[.1.d) Caracteristicas histolOgICas ... 4
I.2 NAFLD y la homeostasis lipidica en el higado ..., 5
|.3 Lipotoxicidad y dafio hepatocelular ... 6
[.3.2) Hipercolesterolemia..............ueeeiiiiiiiiiiiii e 8
[.3.D) EStrés oxXidante...........cccuuuiiiiiiiii 10
[.3.c) Sistemas antioXidantes.............eeeiiiiiiiiiiiiiiii 11
|.4 Mitocondria como organelo blanco de la NAFLD ..o, 15
|.4.2) Generalidades de las Mitocondrias ............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 15
[.4.b) Dinamica mitoCoNdrial ..............cooeiiiiiiiiiiiiiee e 17
|.4.c) Biogénesis mitocondrial y mitofagia ..............cooooiiiiiiiiiiiii 22
1R o I 0T 0] (0 1= I PSRRI 26

I.5 Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) en el control del dafio por
ESIrES OXIAANTE ... 31
[.5.2) Generalidades HGF y C-Met.........oooooiiiiiiiiiiiieeee e 32
1.5.0) HGF/C-Met Yy NAFLD ......ooiiieee e 35
1 T ES3 T 037 o3 [ 1 X 36
I HIPOTESIS ...ttt seess e e ses s e s ess et sasse et sss e e sasassssssssenssssasnessanas 37

Xl



IV. OBJETIVOS ...t rnnssss s sss s ssss s s ans s s s annns 37

V.1 ODbJEtiVO GENETAI ......oeeiiiiiiiieeeee e 37
IV.2 Objetivos PartiCUlares ... 37
V. MATERIAL Y METODOS .......ccootieieereeeieeseesassesessssssesesssseessssssessssssssssssasssssns 38
V.1 Disefio Experimental ... 38
V.2 Cociente peso higado/ peso ratOn ..........ccccooveeiieieiiiiiie e 40
V.3 Analisis macroscopico € histolOgiCO..........ccuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeee s 40
V.4 Pruebas de dafo y funcion hepatica ..............cccuuviiiiiiiiis 41
V.5 Cultivo primario de hepatocitos y viabilidad celular...............ccccccoeeeeeein. 42
V.6 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)..............coeiins 43
V.6.2) IN SITU e 43
V.6.D) EN CUltiVO PrIMArio ........oeiiiiiiiiiiiiiieeee e 43
V.7 Determinacion de lipidos en tejido hepatico y hepatocitos ......................... 44
V.7.a) Determinacion de triglicéridos en tejido hepatico ............ccccccevvveiieennnn. 44
V.7.b) Determinacion de colesterol total en tejido hepatico ............ccccceee. 45
V.7.c) Deteccion de lipidos neutros en cultivo primario.............cccceeeeeeeeeeee.n. 45
V.7.d) Deteccion de colesterol libre en cultivo primario.............ccccccceeenn. 46

V.8 Obtencion de homogenado de tejido hepatico, cultivo primario de

hepatocitos o fracciones ricas en mitocondrias..............ccceovviiiiiiiiiiiinnnnn.n. 46
V.8.a) Homogenado celular de tejido hepatico o cultivo primario ................. 46
V.8.b) Obtencion de fracciones ricas en mitocondrias ...........ccccceeeeieeeeeeeee.n. 47
V.9 Extraccién y cuantificacion de proteina total y mitocondrial....................... 47
V.10 Electroforesis de proteinas y Western BIOt ..., 48
V.11 Determinacion de proteinas oxidadas.............cooevviiiiiiiiiiiiiiicccceee e 49
V.12 Determinacion de colesterol total en mitocondrias.............ccceeceeeeiieeeeeee... 51
V.13 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).........cccccoiiiiiiiiiiinns 51
V.14 Potencial transmembranal mitocondrial (AWM)........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiis 52

V.14.2) EN CUltivo Primario ...........ceeeeiiiiiiiiiiii e 52

V.14.b) En fracciones ricas en mitocondrias .............cccccuvmmiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen 52
V.15 Determinacion de ATP ... e 53

Xl



V.16 Actividad de Caspasa 3 .......ccoooiiiiiiiiiiiireee e 53

V.17 Determinacion de HGF €N SUEIO.........eeeiiiiiiii e 54
V.18 Inmunodeteccion de C-Met ..........oooviiiiiiiiiie e 54
V.19 Determinacion de las actividades enzimaticas..........ccccccceeeeeeiiiiiiiiiiiees 55
V.19.a) Actividad de 1a Catalasa ...........coeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 56
V.19.b) Actividad de la Superdxido Dismutasa total..............ccccoooeeiiiieiennns 56
V.20 Determinacion de GSH/GSSG por HPLC ... 57
V.21 Analisis eStadiStiCO .......cooeii i 58
VI. RESULTADOS. ... . ssssss s ssssss s s ssne s ss s s s mne s s mn e s s s smn e s s s mnennnnns 58
VI.1 La ingesta elevada de colesterol induce la acumulacion de lipidos y dafio
LT o7 o o S RPRRRR 58
VI.2 La sobrecarga de colesterol induce estrés oxidante .................cccooeinnes 63

V1.3 El incremento en el colesterol produce pérdida del balance energético,
cambios morfoldgicos y biogénesis mitocondrial .............ccccccceeiiiiiiinen. 66
V1.4 La sobrecarga de lipidos inhibe la apoptosis via la activacion del factor
transductor de sefial y activador de transcripcion (STAT3)........ccccvvvvveeeeee. 72
V1.5 La acumulacion de lipidos en el higado disminuye el contenido de c-Met
en membrana plasmatica y la concentracién de HGF en el suero............. 74
VI.6 HGF disminuye el contenido de las ERO en los hepatocitos de HC

mediante el aumento de sistema antioxidante de GSH ............................. 77

VIL DISCUSION ..ottt s ssees s ess e sss e sss e sss e sse e sae s sss s ssessssenssssssnnes 81
VIII. CONCLUSIONES........ccooiiicecreresscsssnnee e s ssssssssss s e s s s s sssmnn s e s sssssssnnsnessssssssnnsnesennnns 95
IX. REFERENCIAS.......... e iccccerrre s s ssssssssse s e s ssssssnnse s e s s s s s mnnn e s sesssssnnnnesnssnssnnnns 96

Xl



iNDICE DE FIGURAS.

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10

Figura 11

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Mecanismo de acumulacion de lipidos en el higado
Regulacion del GSH intrahepatico.

Dinamica mitocondrial.

Biogénesis mitocondrial dependiente de PGC-1c.

Eventos moleculares que conducen a mitofagia de
las mitocondrias disfuncionales.

Apoptosis via mitocondria.

Principales rutas de sefalizacion inducidas por
HGF/c-Met.

Disefio experimental ratones alimentados con la
dieta HC y dieta control por 30 dias.

Disefio experimental ratones alimentados con la
dieta HC y dieta control por 2 dias.

La dieta HC genera cambios morfologicos y un
incremento en el peso del higado.

La sobrecarga de colesterol induce daino tisular en
el higado.

La dieta aterogénica induce la acumulacién de
lipidos.

La acumulacién de lipidos induce disminucién en la
viabilidad de los hepatocitos.

La acumulacion de lipidos inducidos por la dieta HC
produce dafio hepatico.

La sobrecarga de colesterol induce un incremento
de las ERO.

Expresion de  proteinas  antioxidantes vy
citoprotectoras.

La dieta HC tiene un efecto dual sobre la oxidacion
proteica.

La dieta HC incrementa el colesterol en las
mitocondrias.

Xlv



Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.
Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

iNDICE DE TABLAS

Tabla 1.

XV

La acumulacion de colesterol mitocondrial

compromete energéticamente a las mitocondrias. ... 68
Determinacion del contenido de proteinas

relacionadas con la mitofagia. 70
La sobrecarga de colesterol induce cambios

morfolégicos en las mitocondrias. 71
La dieta HC induce fision y biogénesis mitocondrial. ......................... 72
La sobrecarga de colesterol inhibe la apoptosis en

el higado. 73
La acumulacion de colesterol induce la activacion

de Stat 3 en serina 727 y aumenta la expresion de

sus genes blanco. 74
La sobrecarga de colesterol afecta los niveles de

HGF y la expresionde c-Met. 76
La ingesta de dos dias de la dieta HC incrementa el

contenido lipidico y el estrés oxidante en los

hepatocitos. 76
HGF disminuye el estrés oxidante inducido por la

sobrecarga de colesterol. L 77
Efecto del HGF sobre la expresion y la actividad de

SOD1ycatalasa. 79
Efecto del HGF sobre el cociente de GSH/GSSG y

las enzimas involucradas en el sistemade GSH. 80
Anticuerpos empleados en Western blot. ... 50



ABREVIATURAS.

ADNmt: acido desoxirribonucleico mitocondrial.

Bcl-2: por sus siglas en inglés b-cell leukemia/lymphoma 2 protein, proteina 2 de la
leucemia/linfoma de células .

Bcl-X.: por sus siglas en inglés BCL2- extra large, proteina relacionada con Bcl-2 de
cadena larga.

Bax: por sus siglas en inglés BCL2-Associated X Protein, proteina X asociada a
BCL2.

c-Met: por sus siglas en inglés cellular mesenchymal transition, transicion
mesenquimal celular.

Drp1: por sus siglas en inglés Dinamin 1-like, Proteina relacionada con la dinamina-1.
ERO: Especies Reactivas de Oxigeno.

FA: por sus siglas en inglés Fatty Acid, acido graso.

FFA: por sus siglas en inglés Free Fatty Acid, acido graso libre.

G6PD: glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa.

Gpx: glutation peroxidasa.

Gpx1: glutation peroxidasa 1.

Gpx4: glutation peroxidasa 4.

GST: glutation transferasa.

H20,: peroxido de hidrégeno.

HGF: por sus siglas en inglés Hepatocyte Growth Factor, factor de crecimiento de
hepatocitos.

LC3: microtubulo asociado a la proteina ligera 3.

Mfn1: mitofusina 1.

Mfn2: mitofusina 2.

mGSH: glutation mitocondrial.

MOM: por sus siglas en inglés Mitochondrial Outer Membrane, membrana

mitocondrial externa.

Xvi



MIM: por sus siglas en inglés Mitochondrial Inner Membrane, membrana mitocondrial
interna.

NAFLD: por sus siglas en inglés Non-Alcoholic Liver Disease, Enfermedad del higado
graso no alcohdlico.

NASH: por sus siglas en inglés Non-Alcoholic Steatohepatitis, Esteatohepatitis no
alcohdlica.

NEFA: por sus siglas en inglés Non Esterified Fatty Acids acido graso no esterificado.
O2-: radical anion superoxido.

*OH: radical hidroxilo.

Opa 1: por sus siglas en inglés optic atrophy 1, atrofia optica 1.

p62/SQSTM1: secuestrosoma 1.

PGC-1a: por sus siglas en inglés Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator 1 alpha, coactivador 1 alfa del receptor gamma activado por el
proliferador de peroxisomas.

PINK-1: por sus siglas en inglés PTEN-inducible putative kinase 1, Cinasa putativa
inducida por PTEN.

SOD1: superodxido dismutasa 1.

SOD2: superodxido dismutasa 2.

STAT3: por sus siglas en inglés signal transducer and activator of transcription 3,
factor transductor de sefial y activador de transcripcion.

TG: Triglicéridos.

Xvil



I. INTRODUCCION.

En Meéxico, las enfermedades hepaticas, tanto agudas como croénicas,
representan actualmente una de las principales causas de mortalidad, habiéndose
reportado como la quinta causa de defuncion con base en datos de la Secretaria de
Salud y del INEGI en 2010. Hoy en dia, el estilo de vida del mexicano esta
caracterizado por un alto consumo de grasas y una actividad fisica reducida, lo cual
ha disparado la incidencia de un conjunto de patologias metabdlicas entre las que se
incluyen la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), la ateroesclerosis y la enfermedad del

higado graso no alcohdlico (Perichart-Perera et. al., 2010).

1.1 Generalidades de la NAFLD.

La esteatosis no alcohdlica o higado graso no alcohodlico (NAFLD, por sus siglas
en inglés, Nonalcoholic Fatty Liver Disease) fue descrita por Ludwig et. al., en 1980
como un patrén morfologico de lesidn hepatica en pacientes principalmente con
obesidad, diabetes mellitus, y en los cuales no existe antecedente de consumo y/o
abuso de alcohol, pero que histologicamente muestra cambios similares a los que se

observan en la esteatosis alcoholica (Ludwig et. al., 1980).

En la actualidad, la NAFLD se define como la infiltracién de grasa en mas del 5%
de los hepatocitos en ausencia de una ingesta cronica de alcohol y se caracteriza por
un amplio espectro de lesiones histopatologicas en el higado, que van desde la
esteatosis simple, en su forma mas benigna, hasta la esteatohepatitis (NASH) con
estadios variables de fibrosis que puede progresar hasta cirrosis e incluso

hepatocarcinoma (Abd El-Kader et. al., 2015).



La NAFLD ha incrementado su prevalencia en los ultimos tiempos debido al
cambio en el estilo de vida, en el que ha disminuido la actividad fisica aunado a un
aumento en el aporte caldrico de la dieta, principalmente alto en lipidos, en todo el
mundo, por lo que actualmente se considera a esta enfermedad metabdlica del

higado, la epidemia del siglo XXI.

I.1.a) Prevalencia.

La NAFLD es la forma mas comun de las enfermedades hepaticas en el mundo
occidental tanto en adultos, como en nifos. Constituye probablemente la tercera
causa de enfermedad hepatica, en conjunto con la hepatopatia alcohdlica y el virus
de la hepatitis C. La prevalencia en la poblacién occidental general se estima entre
un 20 a un 30%. Entre las personas obesas la prevalencia supera el 75% (Musso et.
al., 2010). La NAFLD solia ser una enfermedad exclusiva de adultos, sin embargo
actualmente la prevalencia en nifios es del 3% en general y del 23-53% en los nifios
obesos (Angulo et. al., 2002, Nanda, 2004). Por otro lado, se considera que la
etnicidad y los factores genéticos contribuyen a su desarrollo, encontrando un valor

del 45% entre la poblacidn hispanica (Browning et. al., 2004).

1.1.b) Diagnostico.

Los pacientes con NAFLD permanecen asintomaticos la mayor parte del tiempo,
sin embargo la hipertransaminasemia, es decir la elevacion crénica leve-moderada
de las transaminasas, suele ser indicio para el diagndstico de la enfermedad debido

a que la mayoria (50-90%) de los pacientes con NAFLD presenta una elevacién en la



actividad sérica de las transaminasas como la alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST) y otras enzimas como la fosfatasa alcalina (ALF) y
v-glutamil transpeptidasa (GGT), entre otras (Chen et al., 2008). Aunque la
hipertransaminasemia no es un parametro bioquimico especifico de la NAFLD, la
presencia de hepatomegalia y aumento de éstas pueden ser un signo de presencia

de la enfermedad.

Aunque el diagnéstico de la NAFLD se puede hacer mediante ecografia,
tomografia computarizada o resonancia magnética, la prueba ideal de diagndstico es
la biopsia hepatica ya que este método puede determinar el grado de inflamacion y
fibrosis, incluso puede discernir entre NAFLD y NASH. Sin embargo estudios
recientes confirman que la ecografia seria la mejor técnica de imagen en la practica
clinica para la evaluacién del estado hepatico, por ser segura, no invasiva y de bajo

costo (Hamaguchi et. al., 2012, Shannon et. al., 2011).

1.1.c) Etiologia.

A la fecha, en la mayoria de los casos, el origen primario de esta patologia no
esta totalmente comprendido, sin embargo, la NAFLD se ha asociado a multiples
factores etiologicos, como la obesidad, la resistencia a la insulina, desérdenes
metabdlicos de los lipidos, incluyendo hipertrigliceridemia y/o hipercolesterolemia.
Algunas de las causas secundarias pueden ser por tratamientos antirretrovirales,
procedimientos quirurgicos (ej. derivacion biliopancreatica), nutricionales, embarazo,

metabdlicas (ej. lipodistrofias) y las inducidas por la ingesta de ciertos farmacos (ej.



glucocorticoides) y otros téxicos. Pero es la obesidad el factor que se asocia con

mayor frecuencia y su prevalencia parece asociarse con el grado de obesidad.

Un modelo interesante que explicaria la progresion del dafio una vez que se tiene
esteatosis o higado graso es el que se conoce como el de “las dos agresiones”. La
primera agresion consiste en la acumulacion de exceso de grasa y es requisito para
que se desarrolle dafo en el higado. La grasa en el higado favorece o vuelve al
higado vulnerable para segundas agresiones que llevan al dafio de los hepatocitos,

la inflamacién y la fibrosis (Machado et. al., 2016).

1.1.d) Caracteristicas histologicas.

La principal caracteristica histolégica de la NAFLD es la acumulacion de grasa,
fundamentalmente triglicéridos (TG), en forma de gotas grandes (macrovesiculas)
que se encuentran en el citoplasma dentro de los hepatocitos causando
desplazamiento del nucleo a la periferia. La esteatosis macrovesicular en la NAFLD
es facilmente reconocida con técnicas de tincion, como con hematoxilina-eosina y no
suele requerir una tincion especial para la deteccion de los lipidos. En algunos casos
se puede presentar una mezcla de esteatosis macro y microvesicular. En la
esteatosis simple, se puede observar que los hepatocitos afectados son usualmente
mas grandes que los otros. Asimismo, se observa un leve infiltrado inflamatorio
lobulillar y/o portal, sin que existan signos de dafo hepatocelular, ni fibrosis (Brunt et.
al., 2010). Cuando la NAFLD progresa a NASH histologicamente se puede apreciar

ademas de la presencia de esteatosis, el dafio hepatocelular (degeneracion



balonizante, apoptosis o necrosis), la infiltracion inflamatoria lobulillar (Brunt et. al.,

2010, Schwimmer et. al., 2005).

1.2 NAFLD y la homeostasis lipidica en el higado.

En la primera etapa de la esteatosis, la combinacion de factores genéticos y
adquiridos contribuye a la acumulacion en exceso de triglicéridos (TG) y acidos
grasos (FA) en el higado. Los mecanismos que potencialmente contribuyen a la
acumulacion de grasa en el parénquima hepatico es por un elevado flujo de los
acidos grasos no esterificados (NEFAs) hacia el higado, un aumento en la
lipogénesis hepatica de novo (DNL), una disminucién de la beta-oxidacién de los FFA
y la alteracién en la incorporacién de los TG en las lipoproteinas de muy baja

densidad (VLDLSs) o en la secrecion de dichas lipoproteinas (Machado et. al., 2016).

La homeostasis lipidica requiere de interacciones metabdlicas coordinadas entre
el higado, el musculo y el tejido adiposo, controladas en gran medida, por la accién
reguladora de la insulina. Los pacientes con NAFLD exhiben una disminucién en la
sensibilidad a la insulina y reportan evidencia de resistencia a la insulina (IR) en
musculo, tejido adiposo blanco e higado (Utzschneider et. al., 2006), considerando el
mal funcionamiento de la insulina periférica como un factor clave para la acumulacion
de TG en el hepatocito y que la accion alterada de esta hormona conduce a la
liberacion de NEFAs del tejido adiposo resultando en un aumento del flujo de FA

hacia el higado (Svegliati-Baroni et. al., 20006).

La hiperinsulinemia asociada a la IR provoca un descenso en la sintesis de

Apolipoproteina B-100 (ApoB), un componente critico de las VLDLs, lo cual



disminuye la salida de TG de la célula y favorece su acumulacion en el higado
(Meshkani et. al.,, 2009). En ratas alimentadas con una dieta alta en grasas, se
observé que la homeostasis de lipidos hepaticos se encuentra alterada debido al
aumento de la actividad de las enzimas implicadas en la biosintesis de FA (Xu et. al.,
2004). Por otro lado, la hiperinsulinemia y el aumento de la produccién de glucosa,
qgue se producen como consecuencia de la IR, inducen la expresion de la proteina de
unién al elemento regulador de esteroles (SREBP-1c) y de la proteina de union al
elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP), respectivamente, que a su vez
activan la transcripcion de la mayoria de los genes que participan en la sintesis de

novo de FA en el higado (Fig.1) (Farrell et. al., 2012, Machado et. al., 2016).

En condiciones normales, el higado es el 6rgano encargado del mantener el
balance entre la lipogénesis y la degradacién de FA, pero en la NAFLD, esta
homeostasis lipidica se ve alterada. Fisiologicamente los FFA intrahepaticos son
oxidados para producir ATP o esterificados a TG e incorporados a las VLDLs para
exportar el colesterol fuera del higado, pero en la NAFLD hay un exceso de FA, vy los
TG formados se almacenan en el interior del hepatocito en forma de vesiculas

lipidicas, dando lugar a la esteatosis (Machado et. al., 2016).

1.3 Lipotoxicidad y dafio hepatocelular.

Los hepatocitos no son células disefiadas para almacenamiento de lipidos, por lo
que el desarrollo de la NAFLD esta asociado con la disfuncion celular y la apoptosis.
Este fenobmeno se conoce como lipotoxicidad, un término utilizado para definir el

dafio y muerte celular causado por el incremento de lipidos como el colesterol, los



TG y los FFA y sus metabolitos; y se considera que juega un papel relevante en la

patogénesis del dafio hepatico (Neuschwander-Tetri, 2010).
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Figura 1. Mecanismo de acumulacion de lipidos en el higado. NEFAs: acidos grasos no
esterificados; FFA: acidos grasos libres; SREBP1c: proteina de unién al elemento regulador
de esteroles; ChREBP: proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos; VLDL:
lipoproteina de muy baja densidad. Figura adaptada de Machado M. V. y Diehl A. M.
Gastroenterology, 2016.

Como anteriormente se menciond, en la NAFLD hay un incremento de la toma y
sintesis de FFA derivados del tejido adiposo por contribucion de la IR y una
exportacion inadecuada de los TG por una disminucion en la tasa de secrecion de
VLDL, estos procesos son los responsables de una acumulacién de FFA en la
esteatosis (Fabbrini et. al., 2008). El dafo hepatocelular se da a través de un
incremento en el estrés oxidante, por la acumulacién de FFA (Trauner et. al., 2010b).
De los FFA existentes, se ha encontrado que los saturados son mas hepatotdxicos

que los insaturados. Esta diferencia de toxicidad se considera que esta relacionada



con la capacidad que tienen los FFA insaturados a ser mas facilmente esterificados
en TG (Guturu et. al., 2012). Los FFA mas abundantes en pacientes con NASH
incluyen al acido palmitico (C16:0) y el acido oleico (C18:1), mientras que este ultimo
promueve la esteatosis, el primero, de forma similar a otros acidos grasos saturados,
favorece la lipoapoptosis y la inflamacion mediada por cinasa N-terminal c-Jun (JNK)

(Farrell et. al., 2012).

Aunque se consideré por mucho tiempo a la acumulacion de TG en los
hepatocitos como causa de la lesién hepatica, Yamaguchi et. al. (2007) postularon
que el incremento de TG puede ser un mecanismo de adaptacion y proteccion para
evitar la progresion del dafo hepatico en la NAFLD, al menos en ratones con
esteatohepatitis inducidos con una dieta deficiente en metionina y colina (MCD). En
este estudio se reportd que la inhibicion de la acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT), enzima limitante de la sintesis de TG, reduce la acumulacién de TG e
incrementa el estrés oxidante, la inflamacién y la muerte celular. Por otro lado Mari
et al 2006, reporta que ratas alimentadas con la dieta MCD son menos susceptibles
al dafo hepatico inducido por TNF-a en comparacion con una dieta alta en
colesterol. Mientras que en la literatura se asume que la NAFLD es el resultado de la
acumulacion de FFA, es importante reconocer el potencial de otros lipidos, como el

colesterol.

1.3.a) Hipercolesterolemia.

La hipercolesterolemia 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, sin embargo hasta hace algunos
afnos, su contribucidn especifica en la progresion del dafio hepatico habia sido poco
estudiada. De hecho, habia pocos estudios que demostraban una asociacion entre
una ingesta alta de colesterol y grasas con la NAFLD vy la inflamacion (Farrell et. al.,
2012, Simonen et. al., 2011, Wang et. al., 2008). Hay reportes en la literatura que
muestran que ratas sometidas a una dieta enriquecida con colesterol (4%)
incrementan a nivel hepatico 20 veces el contenido de este lipido y 3 veces el
contenido de TG (Wang et. al., 2008). Sumiyoshi et. al. (2010) reportaron que una
exposicidn a lipoproteinas de baja densidad (LDL), induce dafio celular y tisular y que
la ingesta de una dieta rica en colesterol (1.5%) de forma cronica produce
hipercolesterolemia, hiperplasia nodular focal y una fibrosis severa (Sumiyoshi et. al.,

2010).

El grupo del Dr. Fernandez-Checa ha realizado varias aportaciones para el
esclarecimiento del efecto del colesterol libre en el higado. En 2006 demostraron que
el tipo de lipido, mas que la cantidad del mismo, es el que determina la
susceptibilidad del higado graso a progresar a NASH. Los resultados muestran que
el colesterol libre, pero no los acidos grasos libres FFA o los TG, es clave en la
sensibilizacion del higado, su acumulacion afecta principalmente a la mitocondria
sensibilizando a los hepatocitos a una segunda agresion mediada por el factor de
necrosis tumoral (TNF) y el ligando de muerte Fas, asi como el papel fundamental
que juega el glutation mitocondrial (IMGSH) (Mari et. al., 2006). Dos afios mas tarde,

el mismo grupo reportd que el colesterol mitocondrial le confiere a células de



hepatocarcinoma resistencia a la quimioterapia por un mecanismo dependiente de la
dinamica mitocondrial (Montero et. al., 2008). Y en el aio pasado Baulies et. al.,
reporta que la acumulacion de colesterol en lisosomas sensibiliza al higado al dafo
hepatotoxico por acetaminofén por una desregulacién de la dinamica mitocondrial

(Baulies et. al., 2015).

1.3.b) Estrés oxidante.

Se ha demostrado que en muchas enfermedades hepaticas las especies
reactivas de oxigeno (ERO) estan involucradas tanto en los mecanismos de inicio,
como de progresion del dafo. Estas juegan un papel fundamental en el
mantenimiento fisiolégico de la célula y por ende de toda la economia de los seres
vivos. Las ERO pueden ser generadas en el higado a través de mecanismos que
involucran la mitocondria, los peroxisomas, los citocromos, las NADPH oxidasas, la
ciclooxigenasa, la lipooxigenasa o un exceso de Fe (Mari et. al., 2010). Las ERO son
generalmente moléculas muy pequefas altamente reactivas debido a la presencia de
una capa de electrones de valencia no apareada, entre las ERO se encuentran los
iones de oxigeno, radicales libres y peroxidos. Cuando el equilibro entre la formacion

ERO vy el sistema antioxidante se pierde, se produce lo que se llama estrés oxidante.

El estrés oxidante ha sido reconocido como el mecanismo clave responsable de
la progresion del dafio en la NAFLD. La lipoperoxidacion es una de las
consecuencias del dafio oxidante, y se ha demostrado que la presentan tanto
pacientes como modelos animales de NAFLD. El grupo de Ojetti ha demostrado que

la esteatosis hepatica, independientemente de su causa, se asocia con peroxidacion
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lipidica, y sugieren que la lipoperoxidacién constituye el mecanismo por el que se

desarrolla esteatohepatitis (Ponziani et. al., 2015).

Como ya se ha mencionado, mientras que la IR, DNL, y la acumulacién de lipidos
son decisivos en el desarrollo de la NAFLD, el higado es el érgano encargado de la
destoxificacién de FFA, sin embargo en un higado con esteatosis hay un exceso de
FFA, y el aumento de [B-oxidacidn que conduce al incremento en la entrega de
electrones a la cadena de transporte de electrones (ETC) causando alteraciones
mitocondriales y la formacion de ERO. Desafortunadamente, este incremento de la 3-
oxidacion mitocondrial es insuficiente para la eliminacion del exceso de FFA y se
acompana de una disfuncion en la ETC que da lugar a un aumento de la generacion

de ERO.

En un higado con esteatosis y mitocondrias disfuncionales una proporcion
considerable de los FFA es procesada por los sistemas peroxisomales vy
microsomales (Perez-Carreras et. al., 2003). Los peroxisomas llevan a cabo varios
ciclos de B oxidacion para acortar cadenas largas de los acidos grasos, los acidos
dicarboxilicos, los eicosanoides, etc. La oxidacion microsomal esta bajo el control del
sistema enzimatico citocromo P450, este reduce al oxigeno molecular para producir
especies pro-oxidantes, las cuales, si no hay un sistema antioxidante eficiente,

provocan estrés oxidante (Mari et. al., 2010, Robertson et. al., 2001).
1.3.c) Sistemas antioxidantes.

Para compensar los niveles de ERO, existen varios mecanismos para

neutralizarlos ya que se producen en pequefas cantidades continuamente en el
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metabolismo de lipidos. Las células disponen de sistemas enzimaticos y los no

enzimaticos.

Las enzimas son los primeros mecanismos de defensa celular contra el dafo
oxidativo. En general, funcionan eliminando del anion superéxido (O) y el peréxido
de hidrogeno (H202) antes de que interactuen para formar el radical *OH. Estas
enzimas actuan sobre las ERO especificas degradandolas a moléculas menos
nocivas. La inactivacion se da por etapas sucesivas. El proceso se inicia con la
dismutacion del O a H,O, por la mediacion de la enzima superéxido dismutasa
(SOD). Existen tres tipos de SOD dependiendo de su ubicacién: la mitocondrial

(SOD2), citosodlica (SOD1) y extracelular (SOD3) (Inoue, 2009).

Posteriormente el H,O, es convertido en agua por dos enzimas con la capacidad
de degradar al peréxido como la catalasa y las glutation peroxidasas (Gpx’s). Estas
enzimas con actividad de peroxidasas actuan dependiendo los niveles H;O;
presentes (Inoue, 2009). Las Gpx's se encargan de eliminar el H,O, formado por la
SOD, existen ocho isoformas en mamiferos y todas ellas contienen selenio en su
centro activo. Para la eliminacién del H,O,, las Gpx's emplean dos moléculas de
glutation (GSH), lo que a su vez genera al GSSG (Arthur, 2000, Brigelius-Flohe et.
al., 2013). Entre las Gpx's se destaca la Gpx-4 la cual repara la oxidacién de lipidos
mediante la conversion de lipoperdxidos en lipidos menos toxicos (Cole-Ezea et. al.,

2012, Mari et. al., 2010).

Ademas de las enzimas antioxidantes existe una segunda linea de defensa

compuesta por secuestradores no enzimaticos, que actuan sobre los radicales libres
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residuales que escapan a las enzimas antioxidantes como el GSH. 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 y-glutamilcisteinsintetasa (y-
GCS) y glutation sintetasa (GS). EIl GSH es un tripéptido que existe en altas
concentraciones (del rango de nanomoles) en todas las células. 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 mGSH mas importante para la
supervivencia celular debido a que este organelo es blanco de ataque en el dafio y al
no sintetizarlo de novo, requiere de su transportacién hacia el interior de la

mitocondria (Fernandez-Checa et. al., 2005, Mari et. al., 2010).

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 reduccion del GSH en los compuestos polares que contienen un
carbono electrofilico, nitrégeno, 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 xenobio6ticos a través de la familia de
proteinas de resistencia a multiples drogas (MRP). 2) Como atrapador de radicales
como el ‘OH, y de destoxificador del H,O, y los peréxidos lipidicos por la accién
catalitica de Gpx4. 3) La participacion en el transporte de aminoacidos a través de la

membrana plasmatica. 4) De regenerador de otros antioxidantes como la vitamina C
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y la vitamina E (Masella et al., 2005). 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).
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Figura 2. Regulacion del GSH intrahepatico. GSH: glutation; y-GCS: y-
glutamilcisteinsintetasa; GS: glutation sintetasa; GSTs: glutatién transferasas; SOD:
superoxido dismutasa; CAT: catalasa, GSHPx: glutation peroxidasa; GSSGrd: glutatién
reductasa; NAPD: nicotinamida adeninadinucleatido; NADPH: nicotinamida
adeninadinucledtido reducido; G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Figura adaptada
de Fernandez-Checa J. C. y Kaplowitz N. Toxicol Appl Pharmacol, 2005.

Para definir el estado redox celular se pueden medir los cocientes de importantes
moléculas redox tales como NAD'/NADH, NADP*/NADPH y GSH/GSSG, sin
embargo lo mas comun es medir al GSH/GSSG. Esta proporcion es la mas
representativa para obtener una estimacion del estado redox celular porque la
concentracion molecular en la célula es mucho mas alta que los otros compuestos.

Ademas proporciona una estimacion confiable del estado redox celular en las células
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y por lo tanto se mide con frecuencia como un indicador de estrés oxidante (Han et

al., 20086).

1.4 Mitocondria como organelo blanco de la NAFLD.

La alteracion en la funcion mitocondrial ha sido documentada en variedad de
enfermedades crénicas hepaticas, como las hepatitis virales, el dafo hepatico
alcohdlico, la colestasis, la hemocromatosis, la enfermedad de Wilson incluyendo la

NAFLD (Auger et. al., 2015).

l.4.a) Generalidades de las mitocondrias.

Las mitocondrias juegan el papel principal en el metabolismo oxidativo de
biomoléculas y en el mantenimiento de las funciones hepaticas. Estas ocupan cerca
del 18% del volumen total del hepatocito (Kmiec, 2001) ya que este tipo celular

requiere de mucha energia para la realizacion de sus funciones.

La mitocondria posee un sistema de doble membrana: una externa (MOM); que
constituye una barrera fisica que impide la liberacion de proteinas apoptéticas y la
entrada de solutos relativamente grandes; y una interna (MIM); que es mas compleja
que la MOM ya que consta de invaginaciones llamadas crestas que no estan
distribuidas al azar como anteriormente se describia. Las crestas son
microcompartimentos con una gran numero de enzimas y sistemas de trasporte. De
las aproximadamente 700 proteinas mitocondriales, 200 estan exclusivamente

presentes en las mitocondrias hepaticas (Kmiec, 2001, Mannella, 2008).
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Las membranas mitocondriales se caracterizan por bajos niveles de ciertos
lipidos como el acido fosfatidico, las esfingomielinas, los glicolipidos y el colesterol
caracteristicos de las membranas de las células eucariotas. Las mitocondrias son
organelos pobres en colesterol estimado en 0.5% a 3% del contenido total que se
encuentra en las células y representa entre el 7%-11% en comparacion con la

membrana plasmatica (25%-34%) (Horvath et. al., 2013).

En condiciones fisiologicas normales, la B-oxidacién mitocondrial es la principal
via de oxidacion de los FA para la obtencion de energia, por lo que un incremento en
el suministro de éstos podria no ser el problema si la via de eliminacién es la
apropiada. La f-oxidacion previene el dafio en el higado por lipotoxicidad, sin
embargo en la NAFLD se asocia con una disfuncion mitocondrial y un incremento en
la generacion de ERO, asociado con la deplecion del mGSH que juega un papel en

el control del estrés en la mitocondria (Mari et al., 2006).

Esta bien documentado en pacientes y modelos de animales con NAFLD, que
existen varias rutas alteradas relacionadas al metabolismo de lipidos (Abd El-Kader
et. al., 2015, Ibrahim et. al., 2015). El incremento del estrés oxidante y la
lipoperoxidacién induce un mal funcionamiento de la mitocondria, pues se sabe que
el malondialdehido y el trans-4-hidroxi-2-nonenal, dos productos resultantes de la
peroxidacion lipidica, son capaces de inhibir la actividad de la citocromo ¢ oxidasa de
la ETC (Chen et. al., 2000). Por otro lado, los radicales libres pueden lesionar el ADN
mitocondrial (ADNmt) y tales lesiones de dificil reparaciéon en las mitocondrias,

repercuten sobre la expresion de los complejos de la ETC y esto conllevaria a la
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disfuncion mitocondrial, que ademas potencia la formacién de ERO (Brand, 2010,
Murphy, 2009). Un estudio muestra que la actividad de la ETC esta marcadamente
disminuida en pacientes con NASH comparados con grupo control (Pessayre et. al.,
2005). La disminucion de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales,
incrementa la expresion de TNF-a, el cual causa una lipoperoxidacién adicional en
las membranas mitocondriales, empeorando la funcion mitocondrial, lo cual provoca

un incremento de la hepatotoxicidad del TNF- a y la muerte celular(Mari et. al., 2006).

Un rasgo caracteristico de los pacientes con NAFLD es la presencia de
alteraciones mitocondriales ultraestructurales, que se traducen en la interrupcién del
fluo de electrones de la cadena respiratoria y contribuyen a incrementar la
produccion ERO en los hepatocitos (Byrne et. al., 2009, Ibrahim et. al., 2015). El
aumento del tamafio de la mitocondria, conocido como megamitocondria, puede
aparecer en la NAFLD (Caldwell et. al., 2009, Farrell et. al., 2012). Caldwell et. al.
(2004), realizaron un estudio ultraestructural de las megamitocondrias en pacientes
con NAFLD, y demostraron inclusiones paracristalinas en 8 de 10 biopsias de
NAFLD, comparada con 1 de cada 7 biopsias procedentes de enfermedad hepatica
alcohdlica, en el analisis del estudio ellos especulan que las inclusiones en la
mitocondria podrian representar una forma de lesion hepatica o un cambio adaptativo

(Caldwell et. al., 2004).

1.4.b) Dinamica mitocondrial.

La dinamica mitocondrial ha emergido como la principal via regulatoria esencial

para el buen funcionamiento mitocondrial, tanto en procesos fisiolégicos (Chan,
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2006) como en condiciones patologicas. El término de dinamica mitocondrial se
utiliza para referirse a la regulacion, distribucion y morfologia mitocondrial. La
dinamica mitocondrial incluye procesos particulares como la fusion, fision, biogénesis
mitocondrial, mitofagia, y la motilidad de las mitocondrias a lo largo de la célula

(Liesa et. al., 2009).

Los principales reguladores de la fusion mitocondrial en el humano son las
proteinas GTPasas mitofusinas (Mfn) y la proteina de la atrofia 6ptica 1 (OPA1). La
fusién de las MIM y MOM parece funcionar como dos eventos independientes y
separados, debido a que OPA1 y Mfn se encuentran en localizaciones distintas en
las mitocondrias y al hecho de que la fusién de la MOM requiere baja concentracion
de GTP, mientras que la fusion de la MIM requiere de la hidrolisis de GTP, vy
depende de un potencial de membrana mitocondrial (AWm) intacto y, por lo tanto, de

una alta sintesis de ATP (Liesa et. al., 2013).

La OPA1 es una proteina residente de la membrana interna de las mitocondrias y
es alli donde desempenia sus funciones. Esta proteina es procesada en 8 diferentes
isoformas (largas “L” y cortas “S”) y un desbalance entre ellas afectan a la fusién de
las mitocondrias (Liesa et. al., 2009), durante la apoptosis, el complejo formado por
las isoformas de OPA1 se desasocia promoviendo la apertura de las crestas y la
liberacion del citocromo ¢ hacia el espacio intermembranal. La OPA1 ademas de
estar asociada con la fusion MIM también esta relacionada con el control de la
morfologia de las crestas, la formacion de las “cristae junctions”, y el mantenimiento y

estabilidad del ADNmt (Chan, 2006, Liesa et. al., 2013).
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Las Mfn’s se localizan en la MOM atravesandola dos veces y exponiendo sus
dominios N-terminal (dominio GTPasa) y C-terminal orientados hacia el citoplasma,
dejando un pequefo loop en el espacio intermembranal. Tiene dos isoformas (Mfn1 y
Mfn2) que interactuan entre si para coordinar la fusion de la MOM de mitocondrias
opuestas. Durante el proceso de fusion unicamente Mfn1 interacciona con OPA1
para mediar la fusion de la membrana interna (Liesa et. al., 2009), mientras que la
Mfn2 participa en la interaccion entre RE y mitocondria (Grimm, 2012). A pesar de
sus similitudes en las Mfn, la isoforma Mfn2 presenta una actividad GTPasa inferior a

Mfn1 pero tiene mayor afinidad de unién con el GTP (Ishihara et. al., 2004).

La GTPasa Drp1 (por sus siglas en ingles Dynamin-Related Protein 1) es una
proteina clave de la fision mitocondrial. Se compone de varios dominios similares a la
familia de las dinaminas GTPasas, incluyendo un dominio GTPasa y un dominio
efector de GTPasa (GED) (Bossy-Wetzel et. al., 2003). Drp1 mayoritariamente se
distribuye principalmente en el citoplasma y carece de una secuencia sefal de
destino hacia la mitocondria por lo que es reclutada hacia la MOM por medio de Fis1,
una pequefia proteina que actua como un adaptador en el ensamblaje, sin embargo
se ha demostrado que aun con el silenciamiento de Fis1 esto no interfiere con la
localizacion de Drp1 hacia la mitocondria (Lee et. al., 2004) esto puede ser porque
una fraccién de Drp1 se localiza en puntos especificos de la membrana mitocondrial

externa que representan futuros sitios de fision.

El proceso de fusion empieza con el acercamiento entre dos mitocondrias

mediado por las Mfn, formando un complejo dimérico antiparalelo mediante
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interacciones hidrofébicas de sus N y C terminales (Koshiba et. al., 2004). En un
segundo paso se debe producir una “torcedura”, para a continuacion fusionarse las
membranas externas de las mitocondrias. Finalmente, con la presencia de GTP, las
isoformas de OPA1 se oligomerizan dando lugar a la fusién de la membrana interna
(Osellame et. al., 2012). EI mecanismo molecular preciso de la division de la
mitocondria aun no esta esclarecido. Sin embargo, uno de los modelos postula que
Drp1 actua como una mecanoenzima que participa activamente en el corte de
membranas por constricciéon. Drp1 forma oligobmeros de alto peso molecular en la
superficie mitocondrial en los sitios de fision mitocondrial formando anillos
conceéntricos alrededor del sitio de escision y la hidrolisis de GTP facilita la escision

de la mitocondria (Liesa et. al., 2009). Una vez que se libera Drp1 fision es completa
(Fig. 3).

La pérdida del balance entre los procesos de fisidbn y fusion se asocia a
alteraciones en la funcion mitocondrial han sido implicados en una variedad de
enfermedades humanas, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, (Han et. al.,
2011), metabdlicas (Galloway et. al., 2013), y cancer (Zhao et. al., 2009). Sin
embargo, se ha dejado un lado la importancia en enfermedades hepaticas como la

NAFLD.

En las enfermedades metabdlicas se ha asociado a la alteracion de la estructura
y deficiencias bioenergéticas mitocondriales, con el aumento del dafio en el ADNmt y
la modificacién de proteinas por ERO. El aumento de ERO usualmente produce

mutaciones puntuales en el ADNmt, lo cual llevaria a la inactividad si las
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mitocondrias se encontrasen aisladas unas de otras (Galloway et. al., 2013, Liesa et.

al., 2013).

Fusion Mitocondrial
completa

fatp \(FISSION)

Reclutamiento
de Drp1

tatp

Fusién MIM mediada Liberacién de Drply
por 0PA1 divisién de la mitocondria

Fusién MOM mediada
por Mfnly Mfn2

Figura 3. Dinamica Mitocondrial. OPA1: proteina de la atrofia 6ptica 1; Mfn1: mitofusina 1;
Mfn2: mitofusina 2; Fis1: proteina de fisién 1; Drp1: proteina relacionada con dinamina 1;
GTP: trifosfato de guanosina. Figura adaptada de Osellame L. et. al. Clin Endocrinol Metabol,
2012.

En general, la fusion mitocondrial es un proceso que mantiene la morfologia e
integridad del reticulo mitocondrial, protegiendo el material genético de este
organelo, sin embargo la fusion se ha visto abatida en un modelo murino de NAFLD

(Galloway et. al., 2014).

Interesantemente en los ultimos afos se ha identificado un vinculo entre el
exceso Y la restriccion de nutrientes con la arquitectura mitocondrial. Se ha visto que

las células expuestas a un ambiente rico en nutrientes tienden a mantener sus
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mitocondrias en un estado fragmentado, a diferencia de las mitocondrias que se
encuentran en restriccidn caldrica tienen a permanecer mas en un estado de fusion
(Galloway et. al., 2013, Liesa et. al., 2013). Sin embargo, hay muy pocos reportes de
sobre el estado que guardan las mitocondrias en enfermedades hepaticas como la

NAFLD.

1.4.c) Biogénesis mitocondrial y mitofagia.

La regulacion de la biogénesis y la mitofagia juegan un papel importante en el
equilibrio de la supervivencia celular y la muerte celular. Estas dos vias opuestas
estan asociadas con el contenido mitocondrial, la homeostasis del metabolismo
energético, en particular, con la sintesis de ATP. La regulacion estricta entre estos
procesos opuestos es esencial para la adaptacion celular como respuesta al estado
metabodlico, al estrés celular y otros estimulos intracelulares o ambientales.
Interesantemente, el desequilibrio entre la proliferacion o degradacion mitocondrial
resulta en el desarrollo progresivo de numerosas patologias cronicas del higado,

tales como NAFLD y NASH (Degli Esposti et. al., 2012).

La biogénesis mitocondrial se caracteriza por una serie de procesos celulares
altamente coordinados entre nucleo, citoplasma y mitocondria involucrados para la
formacion de nuevas mitocondrias. Entre los procesos que se llevan a cabo en la
biogénesis mitocondrial, incluye la transcripcion y traduccion del ADNmt, la
transcripcion y traduccion de transcritos proveniente del nucleo y el reclutamiento de
nuevas proteinas y lipidos importados hacia la mitocondria, entre otras. Las

mitocondrias nunca se sintetizan “de novo” si no que surgen por el crecimiento y
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division de mitocondrias preexistentes por lo tanto, la biogénesis mitocondrial esta

fuertemente asociada con la fision mitocondrial (Zolezzi et. al., 2013).

La regulacion de la biogénesis de las mitocondrias, esta dada por la activacion de
multiples factores de transcripcion, sin embargo el factor de transcripcion PGC-1a,
(por sus siglas en inglés peroxisome proliferator activated receptors coactivador-1
alpha) es considerado el regulador maestro en la biogénesis mitocondrial. PGC-1a,
es el miembro mas estudiado de la familia de los receptores activados por los
proliferadores de peroxisomas (PPAR’s) y ademas de ejercer un efecto sobre la
biogénesis mitocondrial, también participa en muchos procesos del metabolismo
energético, como la gluconeogénesis, la lipogénesis, entre otros. El PGC-1a se
expresan con alta actividad mitocondrial, en el tejido adiposo, pancreas, musculo
esquelético, corazon y cerebro (Handschin et. al., 2006), y en higado los niveles de
PGC-1a son bajos (Finck et. al., 2006). Su expresion se induce bajo condiciones de
estrés, tales como baja temperatura, el ayuno o la privacion de energia. PGC-1a se
activa transcripcionalmente por la proteina de unidén al elemento de respuesta a
AMPc (CREB) y post-traduccionalmente por la fosforilacion de la proteina cinasa
activada por AMP (AMPK) o la desacetilacion mediada por la sirtuina 1 (SIRT1).
Después de la activaciéon de PGC-1q, diferentes factores de nucleares se activan, en
particular los factores de respiracion nucleares 1y 2 (NRF-1 y NRF-2) y Tfam para la
biogénesis mitocondrial, receptor X retinoide (RXR), PPAR’s y receptor relacionado
con estrégeno a (ERRa), entre otras. La expresion de estos factores aumentan la

replicacion del ADNmt, la expresion de multiples genes involucrados en la expresion
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y ensamblaje de proteinas de la ETC, asi como la trascripcion de genes implicados

en el transporte y la B-oxidacion de FA (Fig. 4) (Huss et. al., 2004, Ventura-Clapier et.

al., 2008).
Limitacién de energia Frio o ayuno
p PKA
AMP/ATP | AMPK SIRT1 NAD*NADH ' CREB <« CREB
Fosforilacion Desacetilacion

A

Biogénesis Mitocondrial

Tfam
| fatty acids NRF-1/2 : *Replicacion
ADN mit

*Expresion y
ensamblaje
dela ETC
«Utilizacién de

la glucosa

Via de oxidacion de FA

*Enzimas involucrados en el
transporte y p-oxidacién

Figura 4. Biogénesis mitocondrial dependiente de PGC-1a: PGC-1a: AMPK: proteina
cinasa activada por AMP; SIRT1: sirtuina 1; CREB: proteina de union al elemento de
respuesta a AMPc; PKA: proteina cinasa A; RXRa: receptor X retinoide o; PPARSs:
receptores activados por los proliferadores de peroxisomas; DBD: dominio de unién al ADN;
NRRE: elemento de respuesta del complejo; NRF-1/2: factores de respiracién nucleares 1y
2; ERRa: receptor relacionado con estrogeno o Figura adaptada de Huss J. et. al. Circulation
Research, 2004.

Como ya hemos mencionado la proliferacion y degradacion de las mitocondrias
depende de su estado funcional o del estado energético celular (Twig et. al., 2008).
El aumento del numero de mitocondrias tiene como resultado un incremento de la

capacidad de la fosforilacion oxidativa en la célula, en un intento de compensacion
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de los niveles de ATP deficientes (Kubli et. al., 2012). Sin embargo, una
desorganizacion en estos procesos esta a menudo relacionada con un acumulo de

mitocondrias que puede ser perjudiciales para la célula (Palikaras et. al., 2014).

La mitofagia se ha descrito como uno de los mecanismos de “control de calidad”
celular para eliminacion de las mitocondrias disfuncionales, dafiadas o excedentes
de la célula. Este proceso, consiste en la encapsulacion de las mitocondrias en una
estructura de doble membrana conocida como autofagosoma para su posterior
degradacion. La mitofagia esta asociado con la fisidn de las mitocondrias, ya que es
vital para poder crear organulos mas pequefas y ser eliminados por autofagia de

forma mas sencilla (Twig et. al., 2008).

La mitofagia es una forma especializada de la autofagia y esta altamente
regulada por las proteinas Parkin y la cinasa putativa inducida por PTEN (PINK-1,
por sus siglas en inglés PTEN-inducible putative kinase 1). Se ha observado que
mutaciones en los genes que codifican a PINK1 y Parkin causan la acumulacién de
mitocondrias dafiadas en el citoplasma haciendo imposible su eliminacion, y

provocando que la célula sea muy susceptible a la apoptosis (Saito et. al., 2015).

Parkin es una E3 ubiquitina ligasa citosolica que se trasloca hacia la mitocondria
después de una induccion de estrés, por ejemplo un descenso del AWm, cabe
mencionar que Parkin se acumula exclusivamente en las mitocondrias dafiadas sin
hacerlo en las mitocondrias sanas de la misma célula (Narendra et. al., 2008), lo que

refuerza la idea que la mitofagia un mecanismo “control de calidad”.

Pink1 es una proteina que contiene un dominio serina/treonina cinasa y un
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dominio de localizacion mitocondrial. La funcion de PINK1 va muy ligada al A¥Ym,
Valente et. al. en el 2004 demostraron que Pink1 estabiliza el AWm para prevenir la
apoptosis de las células y que las mutaciones de esta proteina acentuaba las
condiciones de la enfermedad, induciendo trastornos mitocondriales (Valente et. al.,

2004).

La mitofagia se inicia cuando la funcién de la mitocondria estda comprometida y
caen los niveles del AWm, esto permite la activacion de PINK1. Una vez activada
Pink1 recluta a Parkin a la MOM para ubiquitinar a distintas proteinas entre ellas a
Mfn2. En células despolarizadas, se ha sugerido que Mfn2 actua como un receptor
de Parkin, de hecho, la ausencia de Mfn2 interrumpe la via de PINK1-Parkin y
promueve una morfologia mitocondria anomala (Narendra et. al, 2010). La
ubiquitinizacion de proteinas de la MOM sirve como sefial para que sean reconocidas
por el receptor p62. Este receptor tiene la habilidad de oligomerizar para poder
formar cluster o racimo de varias cosas para ser eliminadas. p62 se une a LC3, una
molécula que se encuentra en las membranas especializadas que formaran el
fagosoma y entonces se promovera la mitofagia (Shirihai et. al., 2015). Después de
la creacion del autofagosoma, éste debe ser fusionado con un lisosoma generando el

autolisosoma (Fig. 5).

1.4.d) Apoptosis.

Ademas de la regulacion de la morfologia mitocondrial, esta claro que la dinamica

mitocondrial desempefia funciones adicionales en la mitocondria como la regulacion
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del metabolismo, la produccién energética, la produccion de ERO y la apoptosis,

entre otros procesos celulares (Saito et. al., 2015).

Despolarizacién y mal .
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Figura 5. Eventos moleculares que conducen a mitofagia de las mitocondrias
disfuncionales. Pink1: cinasa putativa inducida por PTEN; Parkin; p62: secuestrosoma,;
Mfn2: mitofusina 2; Ub: ubiquitina; LC3: proteina asociada al microtubulo. A¥m= potencial
transmembranal mitocondrial Figura adaptada de Shirihai O. et. al. Circulation Research
2015.
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La apoptosis y su asociacion con la fision mitocondrial se describié en mamiferos
por primera vez en 2001. El estudio muestra que durante la apoptosis, la morfologia
de la mitocondrial cambia, hay un aumento el numero de mitocondrias de menor
tamano y de forma esférica, esto es mediado por un evento de semi-fision previo a la
apoptosis que involucra la proteina Drp1, la principal proteina encargada de la fisién

mitocondrial (Frank et. al., 2001).

Como anteriormente se menciond cuando la célula sufre un dafo grave, se
activan una serie de sefales que despliegan la mitofagia, pero si el numero de
mitocondrias dafiadas supera la capacidad de mitofagia, o si la mitofagia se inactiva,
entonces la apoptosis se convertira en la via dominante para minimizar el dafo
celular. La pérdida del AWm que conlleva a la disfuncién mitocondrial se considera un
punto importante en el proceso apoptotico (Osellame et. al., 2012). En la apoptosis,
las sefales celulares inducen a las proteinas pro-apoptéticas que tienen como
objetivo a la mitocondria, causando la apertura irreversible del poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial (PTP). Esto produce cambios en la morfologia
mitocondrial y la liberacion del citocromo ¢, que causa la activacion de las caspasas
efectoras de la muerte celular (Nunnari et. al., 2012). La regulacion de la apoptosis
esta mediada por las proteinas de la familia de las Bcl-2. Esta familia estda compuesta
por unas 20 proteinas parcialmente homodlogas que se caracteriza por tener los
dominios BH. Dentro de esa familia hay proteinas anti o proapoptéticas y su funciéon

se define por su estructura.
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Las proteinas antiapoptéticas de la familia de Bcl-2 estan formadas por varios
dominios homologos (de BH1 a BH4), especialmente el dominio BH3 les permite
unirse a otras proteinas de la misma familia. Entre las proteinas mas importantes de
esta familia son Bcl-2, Bcl-XL, y Mcl-1, su localizacion es generalmente mitocondrial
pero también se han encontrado en el reticulo endoplasmico y la membrana nuclear
(Guicciardi et. al., 2005). Las proteinas apoptodticas también contienen los dominios
BH1, 2y 3, pero no el BH4. Entre las proteinas mas importantes se encuentran Bax,
Bak y Bok (Strasser, 2005). Bax y Bak son dos proteinas fundamentales para la
sefalizacion de la apoptosis mientras que Bok parece estar restringido a tejidos

reproductores (Llambi et. al., 2016).

En células sanas, en general, los ambientes con escasez de nutrientes,
conducen a la induccién de proteinas BH3 y a la disminucion de los niveles de
proteinas antiapoptoticas que desencadenan apoptosis por la via mitocondrial. Un
aumento en los niveles de la proteina pro-apoptética Bax no indica necesariamente
presencia de muerte celular, ya que Bax se expresa en situaciones basales en una
variedad de lineas celulares. Bax localizada en el citoplasma se encuentra en estado
inactivo, pero su activacién permite la retraccion de su extremo carboxilo terminal,
que da lugar a que Bax se una a la membrana mitocondrial. Aqui se une formando
grupos en sitios especificos donde, posteriormente, ocurriran eventos de fision
mitocondrial. Bax, sin embargo, no es la unica proteina que muestra este fenomeno:

su estrecha homologa es la proteina Bak, que en las células sanas se distribuye de
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forma homogénea a lo largo de la membrana mitocondrial externa, también forma

agrupaciones que localizan con Bax (Montessuit et. al., 2010, Strasser, 2005).

Estudios recientes han relacionado la maquinaria de fusion/fision en la regulacion
de la apoptosis. La proteina de fision mitocondrial Drp1 y la de fusion Mfn2
colocalizan con la proteina pro-apoptética Bax en determinados puntos de la
mitocondria, pero no lo hacen otras proteinas implicadas en la morfologia
mitocondrial (Montessuit et. al., 2010). La sobreexpresion de Drp1 o Mfn2 per se no
provocan apoptosis, a pesar de modificar la estructura mitocondrial, pero sensibilizan
a las células a estimulos apoptodticos. EI mecanismo preciso con el que Mfn2
interfiere con la activacion de Bax no se conoce. Una posibilidad es que la pérdida de
Mfn2 facilitase la remodelacion de la membrana externa de las mitocondrias por Drp1

estimulando la oligomerizacién de Bax (Montessuit et. al., 2010).

La activacion de Bax/Bak, permite su oligomerizacién y formando un canal por
donde podran salir proteinas mitocondriales del espacio intermembranal, tales como
el citocromo ¢ y smac/diablo. Una vez liberado el citocromo ¢ se une a Apaf-1 (factor
activador de la proteasa apoptética) lo que promueve que esta ultima se una a
ATP/dATP y forme el apoptosoma, que media la activacion autocatalitica de caspasa
9 y con ello la cascada de las caspasas, mientras que smac/diablo se une y
antagoniza al inhibidor de las proteinas apoptdticas (IAP). La liberacion regulada de
factores pro-apoptoticos de la mitocondria causa la induccién de las caspasas
iniciadoras y efectoras o ejecutoras. Las caspasas efectoras no son capaces de auto-

activarse y necesitan ser cortadas y activadas. Entre las caspasas ejecutoras se
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encuentra la caspasa 3, la cual se encuentra en forma de dimero inactiva. Pero una
vez cortado la subunidad de unidn las activa, y este es un proceso imprescindible e
irreversible (Fig. 6).
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Figura 6. Apoptosis via mitocondria. Figura adaptada de Osellame L. et. al. Clinical
Endocrinology & Metabolism, 2012.

1.5 Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) en el control del daiio por

estrés oxidante.

La respuesta celular contra el estrés oxidante es sumamente compleja y puede
activarse por un desbalance en el estado redox celular, por interacciones
ambientales o como parte de procesos fisiolégicos naturales. El control del estrés

oxidante estd dada en gran medida por la activacion de algunos factores de
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crecimiento que inician una respuesta de reparacion, sobrevivencia y proliferacion en

tejidos, tanto en estados fisiolégicos como patoldgicos.

En nuestro grupo de investigacion hemos venido caracterizando ampliamente, el
control del estado redox celular y el estrés oxidante mediado por la activacion del
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas inglés Hepatocyte Growth
Factor) y su receptor protooncogen celular de transicion epitelial mesenquimal (c-
Met, por sus siglas en inglés cellular mesenchymal transition) (Clavijo-Cornejo et. al.,
2013, Enriquez-Cortina et. al., 2013, Gomez-Quiroz et. al., 2008, Lopez-Reyes et. al.,

2015).

1.5.a) Generalidades HGF y c-Met.

El HGF fue originalmente descubierto como un potente mitégeno de hepatocitos
de rata adulta en 1984 (Nakamura et. al., 2011), su gen esta codificado en el
cromosoma 7 banda 7g21.1 y su producto es una glicoproteina compuesta por 692 a
697 aminoacidos (aa). Este es sintetizado y secretado como un precursor inactivo de
728 aa (pro-HGF) de una sola cadena, pudiéndose sintetizar en el pulmon (Okada et
al., 2004), o bien en el higado. In vivo el HGF actua de forma paracrina en el higado,
siendo producido por células hepaticas mesenquimales, como las células estelares,
endoteliales, o del ducto biliar (Sakai et. al., 2015). El pro-HGF se localiza en la
superficie celular o anclado en la matriz extracelular, posteriormente es procesado
por la serina proteasa activador del plasmindgeno tipo urocinasa (UPA) mediante un
corte proteolitico en sus residuos arginina-valina (494-495 aa) que da origen a la

forma activa de dos cadenas unidas entre si por puentes disulfuro. La cadena o (463
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aa, 30 kDa) contiene un cuatro dominios Kringle y dominio N-terminal “hairping
loop”) que es el sitio de unidn al receptor. La cadena § (234 aa, 60 kDa) es un
homologo de proteasas de serina, pero carece de esta actividad enzimatica

(Funakoshi et. al., 2003, Nakamura et. al., 2011)

En 1991, el receptor del HGF, c-Met fue identificado como un protooncogén
transmembranal con actividad de tirosin cinasa, su gen esta localizado en el
cromosoma 7 banda 7921-q31; el producto es un polipéptido de 150 kDa, que es
glicosilado post-traduccionalmente seguido por una protedlisis, generando al receptor
heterodimérico maduro a-f compuesto de una cadena a extracelular unida por
puente disulfuro a una cadena transmembranal  de 140 kDa, la cual contiene

multiples sitios de regulacion por fosforilacion (Foveau et. al., 2009).

Al unirse el HGF al receptor c-Met, se promueve su dimerizacion y la
autofosforilacion en residuos de tirosina ubicados en la regidn intracelular de la
subunidad p. Se reconocen dos sitios de autofosforilacion llamados sitios de anclaje,
en la region carboxilo-terminal que son responsables del reclutamiento de varias
proteinas involucradas en la iniciacion de la sefalizacion intracelular (Stuart et al.,
2000). Ademas c-Met contiene un dominio conocido como yuxtamembranal que al
ser fosforilado inicia la endocitosis y el reclutamiento de ubiquitinas ligasas, iniciando
el proceso de degradacion del receptor tras su activacion y funcién, por lo que este
dominio representa un punto de regulacion negativa de la ruta iniciada por el HGF

(Sakai et. al., 2015).
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Las rutas de proteccion inducidas por el HGF/c-Met, esta dada principalmente por
la expresion de proteinas de sobrevivencia, la regulacion y activacidn de factores de
transcripcion que actuan en la expresion de proteinas relacionadas con la

proliferacion, la morfogénesis, la migracion, entre otras (Fig. 7).
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Figura 7. Principales rutas de sefalizacion inducidas por HGF/c-Met. Tras la
proteolizacién de HGF y su unién el receptor c-Met se reclutan proteinas adaptadoras y
efectoras, las cuales activan factores de transcripcidon importantes para las diferentes rutas
de proteccion. Figura adaptada de Sakai K. et. al. Journal of Biochemistry, 2015.
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Recientemente Clavijo et. al. (2013) han reportado que la sefalizacion mediada
por HGF/c-Met posee una doble funcién en el control del estrés oxidante, debido a la
capacidad de reprimir o inducir la generacion de ERO por medio de la induccion del
sistema antioxidante o la inhibicion de sistemas pro-oxidantes (Clavijo-Cornejo et. al.,
2013). Finalmente, es importante resaltar que el HGF es uno de los principales
reguladores la sintesis del GHS y de la Gpx (Arends et al., 2008), ya que como
anteriormente se mencion6 esta enzima juega un papel importante en el
mantenimiento de los niveles apropiados de GSH y la proteccion de las células

contra el estrés oxidante.

1.5.b) HGF/c-Met y NAFLD.

Existe una relacion importante entre la homeostasis de lipidos y la sefalizacion
de HGF/c-Met. Se ha reportado que HGF/c-Met induce la sintesis y exportacion de
lipidos (Kaibori et. al., 1998) ademas de su participacion en la regulacion del
metabolismo de los lipidos en un modelo murino de NAFLD (Kosone et. al., 2007).
También se ha relacionado una elevacion en los niveles séricos de HGF en
pacientes con sindrome metabdlico (Hiratsuka etf. al., 2005) y con enfermedades

hepaticas (Tomiya et. al., 1998), incluyendo la NAFLD (Agrawal et. al., 2013).

En los ultimos afos 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), sin embargo a la fecha, no se ha estudiado el efecto de HGF/c-Met en la
reversion del dafo y el estrés oxidante debido a la acumulacién de colesterol en los

hepatocitos.
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Il. JUSTIFICACION.

Varios estudios han demostrado que el mexicano tiene una predisposicion
genética al sindrome metabdlico (Bellentani et. al., 2009, Perichart-Perera et. al.,
2010), esto asociado a que en su dieta el consumo de grasas es superior al valor
recomendado, lo que nos lleva a concluir que una proporcibn muy alta de la
poblacién mexicana presenta higado graso, considerando esta condicion como una
factor para el desarrollo de enfermedades hepaticas mas severas, las cuales son una

de las principales causas de mortalidad en nuestro pais (Tellez-Avila et. al., 2008).

En la ultima década se han realizado importantes avances que han permitido una
mejor comprension 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 de los distintos estadios patologicos en el higado. Ademas, se ha
reportado que mas que la cantidad de lipidos, es el tipo de ellos lo que favorece la
progresion del dafio y por ello el estudio de la esteatosis no alcohdlica con

hipercolesterolemia ha recibido gran atencion.

Aun cuando se ha considerado que la mitocondria juega un papel esencial en los
patrones de sefalizacion que median el dafo del hepatocito, ya que el
desacoplamiento en la funcién mitocondrial afecta la sobrevivencia celular, a la fecha
no se conoce su participacion en la aparicién y perpetuacion de las enfermedades
hepaticas. Finalmente, es bien conocida la participacion del HGF en los procesos de
reparacion en el dafio hepatico, sin embargo no se conoce la participacion de

HGF/c-Met en el control del estado redox en la esteatosis, resultado de una dieta
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hipercolesterolémica.

Es por ello, que en la presente tesis se estudid la participacion de la mitocondria
en la generacién de ERO en presencia de esteatosis inducida por una dieta alta en
colesterol y como el HGF permite restablecer la homeostasis celular mediante el

control del estrés oxidante.

lll. HIPOTESIS.

Si la acumulacién de lipidos en el higado induce disfuncién mitocondrial y estrés
oxidante entonces la alteracion en la homeostasis mitocondrial determinara la

progresion del dafio hepatico.

El HGF inducira una activacion del sistema antioxidante que permitira la reversién

del dafo hepatico en hepatocitos HC, lo que restablecera el estado redox celular.

IV. OBJETIVOS.
IV.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de la sobrecarga de colesterol sobre la funcion mitocondrial y la

produccion de ERO.
IV.2 Objetivos particulares.

IV.2.a) Caracterizar el dafio hepatico inducido por la ingesta de la dieta HC por

30 dias en los higados de ratones C57BL/6J .
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IV.2.b) Identificar las moléculas prooxidantes que participan en la generacion
del estrés oxidante, asi como la respuesta antioxidante en higados de ratones

alimentados con la dieta HC.

IV.2.c) Determinar las proteinas mitocondriales que participan en el control del

estrés oxidante, en ratones sometidos a la dieta HC.

IV.2.d) Evaluar el efecto de la dieta HC sobre la morfologia y funcion de la

mitocondria.

IV.2.e) Determinar si la respuesta antioxidante promovida por el HGF

contrarresta el dano oxidante debida a la dieta HC.
V. MATERIAL Y METODOS.

Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (San Louis MO, USA)

excepto cuando se indique lo contrario.

V.1 Diseno experimental.

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57BL/6J de 8 a 12 semanas de vida, los
cuales se separaron en 3 grupos: el grupo control; ratones alimentados con una dieta
balanceada estandar (Chow) para roedores (Purina Inc) y dos grupos
experimentales, los cuales se alimentaron por 2 6 30 dias con la dieta
hipercolesterolémica (HC) compuesta por una dieta balanceada estandar adicionada
con 2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio dependiendo el caso (Mari et. al.,
2006). Los ratones se mantuvieron bajo condiciones libres de patogenos y bajo

cuidados acordes con el manual de procedimientos del Instituto Nacional de
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Rehabilitacion y la guia para cuidados y uso de animales de laboratorio establecido
por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, y la norma para la eliminacion
de residuos biologicos NOM-087-ECOL-1995. Al finalizar el tiempo de tratamiento,
parte de los ratones fueron sacrificados para obtener el tejido hepatico o bien para la
obtencion de cultivo primario de hepatocitos y en algunos de los experimentos las

mitocondrias aisladas del mismo (Fig. 8).
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Figura 8. Disefo experimental ratones alimentados con la dieta HC y dieta control por
30 dias.

En el caso del grupo alimentado por 2 dias con la dieta HC y su grupo control,
solo se obtuvo el cultivo primario de hepatocitos y las células se sembraron en una
densidad de 3.5x10* células/cm? que corresponde aproximadamente el 90% de
confluencia en la superficie de sembrado. Los hepatocitos se trataron o no 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
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tratamiento los medios fueron retirados, y las células se emplearon en las diferentes

pruebas como se especifica mas adelante (Fig. 9).
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Figura 9. Disefo experimental ratones alimentados con la dieta HC y dieta control por
2 dias.

V.2 Cociente peso higado/ peso raton.

Después del tratamiento, los animales fueron pesados y sacrificados; los higados
se extirparon, se pesaron y se determiné el cociente del peso higado sobre el peso

del raton.

V.3 Anadlisis macroscopico e histolégico.

Después del tratamiento, los animales fueron sacrificados y se recupero el tejido
hepatico, se realiz6 un registro fotografico de los drganos para el analisis

macroscopico del organo (Lopez-Reyes et. al., 2015).

Posteriormente parte del tejido se fij6 en paraformaldehido al 4%, se realiz6 la
inclusion en parafina y se hicieron cortes de 5 um para su analisis por tincion con

hematoxilina y eosina (H&E). Los tejidos se sometieron a la tincion con H&E
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siguiendo el procedimiento descrito a continuacion. Los cortes de las muestras de
higado fueron tratados dos veces por 5 min con Neoclear, luego fueron re-hidratados
en concentraciones decrecientes de etanol (100 a 60%) y se lavaron con agua
destilada. Se tifieron con hematoxilina por 4 min, posteriormente se lavo una vez con
agua, etanol al 70% y acido clorhidrico; se lavd nuevamente con agua destilada y se
mantuvo por 8 min en una solucion Scott, posteriormente se lavd con agua destilada
y se tifid con eosina durante 3 min. Finalmente se lavo con agua destilada, etanol al
96%, etanol al 100%, etanol-xileno 1:1, y dos veces con xileno. y enseguida se
montaron con entellan, cubriendo la muestra tratada con un portaobjetos (Presnell et.
al.,, 1997). Una vez que se montaron todas las laminillas, se realizd el analisis
morfométrico de las muestras en el microscopio Axioskope Il (Carl Zeiss) y el
analizador de imagenes de campo claro (Axiovision 4.5, Carl Zeiss). La digitalizacion

de las fotomicrografias se tomd con una camara AxioCamMRc5 (Carl Zeiss).

V.4 Pruebas de dano y funciéon hepatica.

Los ratones alimentados con las diferentes dietas fueron anestesiados
intraperitonealmente utilizando 0.7 mL de Avertina (2,2,2-tribromoetanol). Una vez
anestesiados, la sangre fue colectada por puncion cardiaca. Se emplearon tiras
reactivas comerciales para determinar la actividad sérica de las enzimas marcadoras
de dafo hepatico alanino amino transferasa (ALT), aspartato amino transferasa
(AST), y marcadores de funcionalidad hepatica como fosfatasa alcalina (ALF) por el

método automatizado usando Reflovet Plus (Roche, Mannheim, Alemania).
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V.5 Cultivo primario de hepatocitos y viabilidad celular.

Previamente anestesiado el animal con Avertina se perfundié con 30 mL de
medio solucién salina balanceada de Hanks (HBSS) libre de Ca* y Mg?*, con
HEPES 10 mM, pH 7.4, etilglicol (b-aminoetil1-eter)-N,N,N,N &cido tetra-acético
(EGTA) 75 mM, a 37 °C. La velocidad de perfusion se control6 con una bomba
peristaltica a 3.8 mL/min. En el segundo paso de la perfusién se utilizaron 50 mL de
colagenasa tipo | al 0.1% en medio Williams con NaHCO3; 25mM y amortiguado con
HEPES 10 mM, pH 7.4 a una temperatura de 37 °C, al término de esta segunda
perfusién se recupero el higado. El higado recuperado se homogenizé en un medio
de cultivo de Williams suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB),
antibidtico y antimicético (medio de adhesion). La suspension celular se centrifugd en
un gradiente de densidad con Percoll. Se retir6 el sobrenadante y el botdn que
contenia a los hepatocitos se resuspendié en medio de adhesion. Las células viables
se sembraron a una densidad de 254,000 células/cm? y se mantuvieron en

incubacion a 37 °C en una atmosfera de CO» al 5%.

La viabilidad celular se determin6 con un ensayo comercial CCK-8 (Cell Counting
Kit 8, Dojindo Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los hepatocitos se
sembraron en placas de 96 pozos y se dejo estabilizar el cultivo por 24 h. Después
de este tiempo, se cambid el medio por un medio de cultivo sin SFB adicionando en
cada pozo 100 uL y 10 uL del reactivo CCK-8 y se incubd por 30 min en condiciones
estandar de cultivo celular. El ensayo consiste en la reduccién de una sal soluble de

tetrazolio WST-8 mediante deshidrogenasas en la célula, lo cual es proporcional al

42



numero de células viables, que da como producto un color naranja el cual se lee a

480 nm en un detector multimodal de placas DTX 880 (Beckman Coulter, Inc).

V.6 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

V.6.a) in situ.

Tejido fresco fue rapidamente seccionado, congelado en nitrégeno liquido, y se
embebid en el compuesto de temperatura de corte 6ptima (OCT, Sakura Finetec,
Torrance, CA). Posteriormente, se obtuvieron secciones de 10 micras y se incubaron
en obscuridad durante 30 min, a 37°C, con dicloroflouresceina diacetato (DCFH, 5
mM), para la deteccidén de perdxidos (H202), o con dihidroetidio (DHE, 3 uM) para la
determinacién de radical anién superdxido (O3). Las muestras se observaron
utilizando un microscopio de epiflourescencia (Carl Zeiss, LSM 780 multifotonica,
Jena, Alemania) a longitudes de onda de excitacion y emision de 480 y 530 nm,
respectivamente, para DCFH y longitudes de onda de excitacion y emision de 485 y

630 nm, respectivamente, para DHE (Enriquez-Cortina et. al., 2013).

V.6.b) En cultivo primario.

Los hepatocitos se sembraron en cubreobjetos de vidrio tratados con colagena,
una vez estabilizados se incubaron durante 30 min, a 37°C, ya sea con 5 uM DCFH,
para la deteccion H;O,, o con 3 uM DHE para la determinacion del O;. Los
hepatocitos se observaron utilizando un microscopio confocal Carl Zeiss, LSM 780 a

longitudes de onda de excitacion y emision de 480 y 530 nm, respectivamente, para
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DCFH vy longitudes de onda de excitacion y emision de 485 y 630 nm,

respectivamente, para DHE.

V.7 Determinacion de lipidos en tejido hepatico y hepatocitos.

V.7.a) Determinacion de triglicéridos en tejido hepatico.

El contenido de TG se realizo utilizando el ensayo comercial Serum Triglyceride
Determination de Sigma-Aldrich (San Louis MO, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. El procedimiento se basa en la hidrdlisis de los TG en glicerol y acidos
grasos libres por la lipasa. Posteriormente el glicerol producido sufre una serie de
reacciones enzimaticas acopladas y genera un producto colorante (quinoneimina)
qgue tiene una maximo de absorbancia de 540nm. El aumento en la absorbancia es

directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos de la muestra.

Transcurrido el tratamiento de los ratones alimentados con la dieta Chow y la
HC, se realiz6 un homogenado del higado total el cual se lavé con PBS, y se sonico
con un pulsor (Sonicator Ultrasonic Processor XL2020, Misonix, CAN) dando 10
pulsos con una intensidad de 20% a 4°C. Del lisado celular se tomaron 50 uL en un
tubo Eppendorf de 2 mL y se agregaron 800 uL de reactivo para glicerol libre y 10 uL
de agua desionizada. Se mezclé suavemente por inmersion y se incubd 5 min a 37
°C. Se utilizé una curva patrén de glicerol (0-10 mg/mL). Las muestras se leyeron a
una absorbancia inicial de 540 nm. Posterior a esto se le agrego 200 ulL de reactivo
de TG a la curva patréon y cada una de las muestras, nuevamente se mezclé

suavemente por inversion y se incubaron a 37 °C por 5 min. Transcurrido el tiempo
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se realizé una segunda lectura a una absorbancia de 540 nm contra la curva patrén

(Hernandez et. al., 2015).

V.7.b) Determinacion de colesterol total en tejido hepatico.

Se tomo una seccion del higado de los ratones alimentados con la dieta Chow y
HC, inmediatamente se homogeniz6 en PBS. Se utilizd una curva patrén de
colesterol (0-100 ug/mL). 100 uL de homogenado de higado y la curva patron se
saponificaron con 200 uL EtOH-KOH 33% a 60 °C por 30 min. Después se agregaron
600 uL de agua destilada y 2 mL de hexano. Se colectaron 2 alicuotas de un 1mL de
la capa superior que contiene el hexano y se puso a secar en Speed Vac (Savant,
Cranbury, NJ USA). Enseguida se afadieron 800 uL de una solucion de O-
ftaldehido/acido acético (0.5mg/mL) y se dejo reposar por 1 min. Pasado el tiempo de
reposo se afiadio 1mL de acido sulfurico y la muestra se leyé a una absorbancia de
550 nm. Finalmente, los datos se normalizaron por cantidad de proteina (Rudel et.

al., 1973).

V.7.c) Deteccion de lipidos neutros en cultivo primario.

Para este experimento las células fueron sembradas en placas de 12 pozos
(Corning) con medio de cultivo de Williams suplementado con 10 % de SFB. Las
células se cultivaron en este medio toda la noche para permitir que se adhirieran
completamente. Al dia siguiente se retir6 el medio y se lavdé dos veces con PBS.
Para fijar las células se agregaron 0.4 mL por pozo de para-formaldehido (PFA) al

2.5% y se mantuvo durante 1 h. Pasado el tiempo, se retiré el PFA y las células se
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lavaron con PBS. Las células se tifieron con 0.4 mL de aceite rojo O al 0.2% por
pozo durante 4 h. Finalmente cada pozo se lavd cuatro veces con H>O desionizada y
se realizo el registro fotografico de ellos utilizando un microscopio de campo claro

(Carl Zeiss, Jena, Alemania) (Hernandez et. al., 2015).

V.7.d) Deteccion de colesterol libre en cultivo primario.

Para este experimento los hepatocitos se sembraron en cubreobjetos de vidrio
tratados con colagena y dejandolos por 4h. Posteriormente a la estabilizacion del
cultivo se retird el medio y se lavo dos veces con PBS. Las células se fijaron con
PFA al 4% por 15 min a temperatura ambiente. Se retirdc el PFA y se lavo
nuevamente con PBS. Para la deteccién de colesterol libre, los hepatocitos fijados
se incubaron con una solucién de albumina sérica de bovino (BSA) al 1% diluida en
PBS mas saponina al 0.2% por 15 min. Posteriormente las células se lavaron dos
veces con PBS y se coloco filipina a una dilucion 1:100 en BSA al 0.1% en PBS por
60 min a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion se hicieron tres lavados con
PBS y el cubreobjetos se monté en un medio de montaje acuoso (Dako Cytomation,
Glostrup, Dinamarca). Finalmente, las células fueron examinadas en el microscopio

confocal (Carl Zeiss, LSM 780 NLO, Jena, Alemania) (Mari et. al., 2006).

V.8 Obtencion de homogenado de tejido hepatico, cultivo primario de

hepatocitos o fracciones ricas en mitocondrias.
V.8.a) Homogenado celular de tejido hepatico o cultivo primario.

Para la obtencion del homogenado celular de tejido hepatico se tomaron 100 mg
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de higado y se homogeniz6 en 500 uL de PBS en frio. Se centrifugd a 1,017 xg por
30 seg. El sobrenadante fue desechado para eliminar restos del tejido conectivo y se
recuperd el botdon. Para el caso de los hepatocitos aislados estos fueron lavados dos
veces con PBS para retirar los tratamientos con HGF, se levantaron las células con
un gendarme de goma en 1.0 mL y se centrifugd. El sobrenadante fue desechado y

se recupero el boton que es donde se encontraban los hepatocitos.

V.8.b) Obtencion de fracciones ricas en mitocondrias.

Aproximadamente 100 mg de tejido hepatico se homogenizaron en un medio de
aislamiento (220 mM de manitol, 70 mM de sacarosa, 2 mM de HEPES, 0.1% de
BSA, EDTA 1 mM a pH 7.4) en frio. Las mitocondrias se obtuvieron mediante
centrifugacion diferencial segun el siguiente procedimiento. El homogenizado se
centrifugo a 1,017 xg durante 5 min. A continuacion, el sobrenadante se recupero y
se centrifugé a 10,700 xg durante 10 min. El boton se suspendié en el medio de
aislamiento y se centrifugo6 a 3,600 xg durante 5 min. Posteriormente el sobrenadante
se recupero y se centrifugd a 17,000 xg durante 10 min. Finalmente el botén
resultante se suspendié en un volumen pequefio de medio de aislamiento sin BSA

(Rosas-Lemus et. al., 2014).

V.9 Extraccién y cuantificacion de proteina total y mitocondrial.

Las fracciones ricas en proteinas, el homogenado de tejido y el botén de
hepatocitos se trataron con 200 uL del buffer de lisis M-PER (Pierce Biotechnology.

Rockford, IL), suplementado con inhibidores de fosfatasa y proteasas. El lisado se
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centrifugé a 17,000 xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recupero y se
determind la concentracion de proteina total y mitocondrial mediante el método del
acido bicinconinico (BCA) (Pierce Biotechnology, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se tom6 una alicuota del 5 uL de las muestras y se le agregé 200 ulL
de reactivo BCA diluido 1:50 y se incub6 por 30 min a 25 °C. Se realizé una curva
patron con BSA (0.1-0.5 mg/mL). Posteriormente, se leyd la absorbancia en el
detector multimodal (DTX880) y se determind la concentracion de la proteina
utilizando la curva estandar de BSA (Clavijo-Cornejo et. al., 2014, Hernandez et. al.,

2015).

V.10 Electroforesis de proteinas y Western Blot.

Se tomo6 100 ug de proteina y se le agregé un amortiguador de muestra 2X
(Laemmli sample buffer, Bio Rad). Las muestras se desnaturalizaron a 95 °C durante
5 min y se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en presencia
de SDS 0.1 %, en una camara de electroforesis (mini-Protean II, BioRad) a un voltaje
de 120 V durante 90 min (Clavijo-Cornejo et. al., 2014, Hernandez et. al., 2015). La
proteina fue transferida a una membrana de difloururo de poliviniledeno (PVDF),
(Invitrogen, Carlsbad, CA) a 120 V por 2 h. Pasado este tiempo la membrana se
bloqued con leche descremada al 5% en TBS-Tween por 1 h en agitacion, después
se realizaron dos lavados con TBS-Tween por 10 min en agitacién constante y se
incubd durante toda la noche en agitacién constante a 4 °C con los anticuerpos
primarios especificos que se enlistan en la tabla 1 durante toda la noche, en

agitacion constante y a 4 °C.
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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, Santa Cruz, CA) por 1 h. Después se lavd 2 veces por 10 min con
TBS-Tween y 1 vez por 5 min con TBS. Se revel6 utilizando el sustrato de alta
sensibilidad immobilon (Millipore). Se detect6 la luminiscencia y se cuantificaron las
bandas usando el equipo Gel Logic 1500 imaging system, de Kodak (Clavijo-Cornejo

et. al., 2014, Enriquez-Cortina et. al., 2013, Hernandez et. al., 2015).

V.11 Determinacion de proteinas oxidadas.

Para determinar el estrés oxidante, se utilizé el kit de deteccion de proteinas
oxidadas Oxyblot de Millipore y se siguid el protocolo del fabricante. Se aisldé y se

cuantifico la proteina como se describe en el punto V.8.

Se utilizaron 20 ug de proteina por cada muestra. Las muestras fueron
derivatizadas a 2,4- dinitrofenilhidrazona por reaccién con 2,4-dinitrofenilhidrazina.
Las muestras fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 10 % por 1 h con el
anticuerpo primario (1:150) que reconoce grupos carboxilos oxidados, terminado el
tiempo de incubacion se hizo un lavado con TBS-T por 10 min. Posteriormente se
incubo por 1 h con el anticuerpo secundario (1:300). La membrana PVDF fue lavada
2 veces con TBS-T por 10 min. La membrana fue revelada usando un
quimioluminiscente comercial (Roche). Posteriormente se hizo un analisis
densitométrico de las bandas observadas utilizando el fotodocumentador 28 Gel

Logi 1500 (Kodak, USA) (Gutierrez Ruiz et. al., 2012, Hernandez et. al., 2015).
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Tabla 1. Anticuerpos empleados en Western blot

Primario Peso kDa Secundario Marca
1 | Actina 43 Ratén Sigma, A3854
2 | Bax 23 Conejo Santa Cruz, sc-6236
3 | BclL-2 26 Conejo Santa Cruz, sc-492
4 | Bel_X_ 30 Ratén Santa Cruz, sc-8392
5 | Catalasa 60 Raton Sigma Aldrich, c0979
6 | Drp1 80 Ratén Santa Cruz, sc-271583
7 | G6PD 58 Conejo Santa Cruz, sc-67165
8 |y-GCS 70 Conejo Santa Cruz, sc-22755
9 | GAPDH 37 Raton Millipore, mab374
10 | GPx-1 22 Conejo Abcam, ab22604
11 | GPx 3/4/5 23 Cabra Santa Cruz, sc-55102
12 | GPx-4 22 Conejo LSBio, LS-C56834
13 | GSTM 26 Conejo Santa Cruz, sc-292368
14 | LC3B (I y Il) 14,16 Conejo Cell Signaling, 2775S
15 | Mcl-1 32-40 Conejo Santa Cruz, sc-819
16 | Mnf1 84 Conejo Abcam, ab104585
17 | Mnf2 86 Raton Abcam ab56889
18 | Nrf2 57-100 Conejo Santa Cruz, sc-13032
19 | OPA1 86-92 Conejo Abcam, ab42364
20 | p62/SQSTM1 60 Conejo Cell Signaling, 5114
21 | PGC-1a 91-96 Conejo Cayman, 101701
22 | Pink-1 66 Conejo Santa Cruz, sc-33796
23 | SOD1 22 Conejo Santa Cruz, sc-11407
24 | SOD2 22 Conejo GeneTex, GTX116093
25 | STAT3 (Y705) 88 Conejo Abcam, ab76315
26 | STAT3 (S727) 88 Raton Abcam, ab30647
27 | STAT3 88 Conejo Abcam, ab32500
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V.12 Determinacién de colesterol total en mitocondrias.

Posteriormente a la obtencién de las fracciones mitocondriales de los ratones
alimentados con las dietas HC y Chow como se indica en el punto V. 8.a, la pastilla
obtenida se homogeniz6 en 100 uL de PBS y se determind el colesterol total indicado
en el apartado V.7b. Del mismo modo, los datos se normalizaron por cantidad de

proteina (Rudel et. al., 1973).
V.13 Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Para identificar los cambios morfolégicos de las mitocondrias por efecto del

tratamiento, se realizé un analisis por microscopia electrénica de transmision (TEM).

Una fraccion del higado se fijé en glutaraldehido al 3% en PBS a pH 7.4 y se
mantuvo a 4 °C por 6 h. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un lavado
con PBS. Los cortes de higados fijados y lavados fueron sometidos a un proceso de
post-fijacion con tetroxido de osmio al 1% durante 1 h. Posteriormente, las muestras
se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (30-100%). Las muestras
se mantuvieron por 15 min en cada concentracion de alcohol. Se dejo toda la noche
en una inclusion de resinas epodxicas. Se obtuvieron cortes ultrafinos de
aproximadamente 70 nm de grosor, los cuales fueron tratados con acetato de uranilo
al 2% durante 40 min y citrato de plomo al 0.5% por 10 min. Las muestras fueron
finalmente estudiadas y microfotografiadas en un microscopio electronico de

transmision Jeol 1200EXII (Das et. al., 2012).
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V.14 Potencial transmembranal mitocondrial (A¥m).

El AWm se midi6 mediante dos diferentes métodos, por los cambios en la
fluorescencia de la safranina en mitocondrias aisladas y por microscopia confocal

utilizando MitoRed (Invitrogen, CA) en hepatocitos.

V.14.a) En cultivo primario.

Para evaluar el AWmen los hepatocitos aislados, las células viables se
sembraron en camaras Lab-Tek de vidrio tratadas con colagena, a una densidad de
254,000 células/cm?2 y se incubaron a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO; por 4
h, posteriormente se cambi6 el medio de adhesion por medio fresco. Las células se
cultivaron en este medio toda la noche para permitir la estabilizacién del cultivo. Al
dia siguiente se retir6 el medio y se lavo dos veces con PBS (Gomez-Quiroz et. al.,
2008). Los hepatocitos se incubaron durante 30 min, a 37°C, con MitoRed (100 mM),
posteriormente las células se lavaron con PBS y finalmente fueron estudiadas y
microfotografiadas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 NLO a longitudes

de onda de excitacion y emision de 559 y 588 nm, respectivamente.

V.14.b) En fracciones ricas en mitocondrias.

El medio de reaccidén para evaluar el A¥m en mitocondrias aisladas contenia
220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 2mM HEPES, 10 mM Succ, 10 mM Pi, 10 mM
KCI, 10 mM safranina-O. Cada trazo se inici6 con 100 ug de mitocondrias y los

cambios de absorbancia de la safranina-O se registraron en un espectrofotdmetro

52



OMEGA a 511-533 nm. 5 uM del desacolplante cianocarbonil-m-cloro-fenilhidrazona

(CCCP) fue afadido al final de cada trazo (Cano-Ramirez et. al., 2012).

V.15 Determinacioén de ATP.

Las concentraciones de ATP hepaticas se determinaron colorimétricamente en
homogenados de higado de ratones Chow y HC utilizando el ensayo comercial ATP
Assay Kit (Colorimetric/Fluorometric) (Abcam, MA, USA) segun las instrucciones del
fabricante. Se lisaron 30 mg de higado en el amortiguador que viene en el ensayo y
se centrifugd a 13,000 xg durante 2 min para sedimentar los materiales insolubles.
Las muestras se desproteinizaron con PCA-KOH para evitar la interferencia de
proteinas. El sobrenadante se colocé en una placa de 96 pozos y se le adiciond 50
uL de la mezcla de reaccidn por cada pozo y se incubaron a temperatura ambiente
en la oscuridad durante 30 min. La absorbancia se ley6 a 570 nm usando un detector
multimodal DTX 880 (Beckman Coulter). El contenido de ATP se determin6 contra la

curva patrén generada al mismo tiempo.

V.16 Actividad de caspasa 3.

Para determinar la actividad de la caspasa 3, se utilizé el ensayo comercial Ac-
DEVD-AMC Caspase-3 Fluorogenic Substrate BD de Pharmagen y se siguid el
protocolo del fabricante. El ensayo esta disefiado para medir, un marcador temprano
de las células que experimentan apoptosis. Contiene un sustrato de caspasa 3
fluorogénico (Ac-DEVD-AMC), que es un sustrato tetrapéptido fluorogénico sintético

(PM = 675 Daltones; pureza 298%) que se utiliza para identificar y cuantificar la
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actividad de la caspasa 3 en lisados de células apoptdticas. La caspasa 3 corta el
tetrapéptido entre D y AMC, liberando el AMC fluorescente que se puede cuantificar
en los lisados celulares por espectrofluorometria ultravioleta (UV) usando una
longitud de onda de excitacion de 380nm y un rango de longitud de onda de emision

de 420-460nm.

Para este ensayo se homogenizé una seccion de higado en amortiguador de lisis
cuya composicion es Tris-HCI 10 mM; NaH2PO4 / NaHPO4 10mM (pH 7.5); NaCl
130mM; 1% Triton®-X-100; NaPPi 10mM (pirofosfato de sodio) y se dejo en hielo por

30 min.

Se utilizé una placa de 96 pozos, se depositd 20 uL del lisado, posteriormente se
afnadio 5 uL de Ac-DEVD-AMC a cada pozo y se incubo por 1 h a 37°C. Finalmente
se midi6 la cantidad de AMC liberado de Ac-DEVD-AMC usando un detector
multimodal DTX 880 (Beckman Coulter) a una longitud de onda de excitacion de

380nm y una de emision con un rango de 420-460nm.

V.17 Determinacion de HGF en suero.

El contenido de HGF en suero fue realizado mediante ELISA utilizando el ensayo
comercial raton/rata o humano, HGF Quantikine Immunoassays (R&D systems,

Minneapolis, MN), siguiendo las instrucciones del fabricante.

V.18 Inmunodeteccién de c-Met.

Los hepatocitos se sembraron sobre cubreobjetos de vidrio tratados con

colagena, una vez estabilizadas las células se fijaron con formalina neutra al 10% en
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PBS durante 10 min, se bloqued con una solucion que contenia BSA al 5% y Triton
X-100 al 3% durante 30 min. Posteriormente las células se lavaron con PBS-tween
durante 5 min y se coloco el anticuerpo especifico para c-Met (R&D, 74225) diluido
1:50 en PBS que contenia 0.1% de BSA y se incubo toda la noche a 4°C en una
camara humeda. Las células fueron lavadas con PBS-Tween por 5 min
posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa
durante 1 h a temperatura ambiente en obscuridad. Las células se lavaron
nuevamente con PBS-Tween y se incubd con DAPI por 5§ min. Finalmente, las
células fueron examinadas usando el microscopio confocal Carl Zeiss LSM 780 NLO

(Carl Zeiss, Inc., USA).

V.19 Determinacion de las actividades enzimaticas.

Los hepatocitos se sembraron a una densidad de 400,000 cel/cm? en cajas Petri
con medio Williams suplementado con antibidtico y antimicético (W+AB/AM), se
trataron o no con HGF 50 ng/mL durante 24 h. Las células fueron lavadas dos veces
con PBS para retirar los tratamientos, se levantaron con un gendarme de goma en
1.0 mL de la solucion de PBS y fueron transferidas a un tubo coénico, el cual fue
colocado en una cama de hielo. Las células se fragmentaron mediante sonicacion
con dos pulsos de 30 seg utilizando un sonicador Ultrasonic Processor XL2020
(Misonix, CAN). Del lisado celular se tomé 20 ulL para la determinacién 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 obtenido.
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V.19.a) Actividad de la Catalasa.

La actividad enzimatica de catalasa se determiné por el método de Beers y Sizer
(1952) basado en la utilizacion del peroxido 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 adicion6 1 mL de una solucion compuesta de Hz02 59 mM y
PBS 0.05 M a pH 7.0. La absorbancia de la muestra se leyé inmediatamente a una
longitud de onda de 240 nm en el espectrofotdmetro, se repitio la lectura pasado un

minuto. Los resultados se expresan como U/mg de proteina.

V.19.b) Actividad de la Superoxido 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 nitroazul de
tetrazolio (NBT) por el radical superéxido el cual es generado por la reaccion de foto-
reduccion de la riboflavina y el oxigeno. En una serie de tubos de ensayo se preparé
la mezcla de reaccion formada por la muestra en diferentes volumenes que fueron
desde 5 hasta 300 uL, 0.2 mL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.1 M, 0.1
mL de NBT 1.5 mM y PBS 0.067 M 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 agregd 0.05 mL de riboflavina
0.12 mM a los tubos de ensayo y se incubaron en la misma camara por 20 min mas.
Al final de este periodo las muestras se leyeron en un espectrofotdmetro a 560 nm

de longitud de onda (Winterbourn et. al., 1975).
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Se determiné el porcentaje de inhibicion de la reduccion del NBT para calcular el
volumen que disminuye a la mitad de la maxima inhibicién por la enzima. La actividad

se determino conforme a la siguiente relacion

1000
Unidades/mg =

Vol. que resulta de la % de max. inhibicion

Los resultados fueron reportados como mU/mg de proteina.

V.20 Determinacion de GSH/GSSG por HPLC.

El contenido de GSH y GSSG de la muestra se determin6 por HPLC como se
describe por Gémez Quiroz et al 2008 . Brevemente, se sembraron 4 x 10° células en
cajas de Petri con medio con medio W+AB/AM y 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 acido perclérico al
10%, se sonicaron y se centrifugaron a 5000 xg por 5 min a 4 °C. Después al
sobrenadante de cada muestra y los estandares se le afiadid 1mL de una solucién
que contenia 100 mM de acido iodoacético y 0.2 mM de m-cresol y se ajusto el pH a
9.0. Las muestras y los patrones se incubaron en la oscuridad durante 1 h seguido
por la adicion de 1 mL de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno al 1% en etanol grado HPLC.
Del sobrenadante se tomaron 100 uL y se procedié al analisis por un sistema de
HPLC (Waters, EUA), utiizando una columna 3-amino propilo (5 um; 4,6 mm 20 cm;
Custom LC , Houston , TX). La fase movil utilizada fue una solucion amortiguadora

de acetato ajustada a pH=3 (Gomez-Quiroz et. al., 2008).
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V.21 Analisis estadistico.

Cada experimento se realizé al menos por triplicado usando al menos 3 animales
de experimentacion. Los datos son expresados como la media + EE y fueron
procesados con el programa estadistico Graph Prism version 6. Las diferencias entre
los grupos fueron analizados mediante una t de student, seguido por la prueba post
hoc no paramétrica de U Mann-Whitney, la diferencia entre medias se considerd

significativa con p < 0.05.

VI. RESULTADOS.

VI.1 La ingesta elevada de colesterol induce acumulacion de lipidos y dafio

hepatico.

Con la finalidad de determinar los efectos de la ingesta por 30 dias de la dieta
hipercolesterolémica (HC) (2% colesterol 0.5% colato de sodio) en los higados de
ratones de la cepa C57BL/6, se extirpd el 6rgano y se peso. Los higados de los
ratones alimentados con la dieta HC mostraron un incremento en el tamafo, ademas
de presentar una atrofia de la vesicula biliar, litiasis, y un cambio en la coloracién,
adquiriendo un tono mas palido (Fig. 10B) en comparacién con el higado sano, que
mostré una coloracidén caracteristica rojiza (Fig. 10A). Sin embargo, el aumento del

tamano del higado no modifico el peso del raton. (Fig. 10C).

La observacion microscéopica de los cortes del tejido hepatico tefidos con
hematoxilina y eosina muestra un desarreglo en la arquitectura hepatica, el tejido

muestra un aumento en las células binucleadas, caracteristica indicativa de los
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hepatocitos en regeneracién, asimismo éstos presentan hipertrofia celular, ademas
se observan numerosos hepatocitos hipercromaticos y condensados (Fig. 11D)

comparado con histologia normal del higado de animales alimentados con la dieta

Chow (Fig. 11C).
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Figura 10. La dieta HC genera cambios morfolégicos y un incremento en el peso del
higado. Morfologia macroscépica de los higados de ratones alimentados durante 30 dias
con una A) dieta balanceada (Chow) y una B) dieta alta en colesterol (HC). Determinacion
del D) cociente del peso del higado/ peso corporal. Las imagenes son representativas de al
menos 3 experimentos independientes. Las columnas muestran el promedio + EE de al
menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs ratones alimentados con la dieta Chow.

Posteriormente al realizar un analisis morfométrico en las histologias de los
higados, se observo que la dieta HC induce un incremento de hasta 4 veces la
cantidad de células muertas (Fig. 11E), en comparacién con los ratones Chow
sugiriendo un aumento de la muerte celular. Sin embargo, las muestras de los
animales con dieta HC presentan un 25% de células en regeneracion, a diferencia
del 1% en los higados Chow, lo cual sugiere que existe un mecanismo de
compensacion al aumentar la regeneracion del tejido en donde hay una mayor

cantidad de células muertas.
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Figura 11. La sobrecarga de colesterol induce daio tisular en el higado. Tincién con H &
E (100x y 400x, 5 micras poner la rayita que corresponda 5 micras), A y C) apariencia
histolégica normal del higado Chow. B y D) Higado HC mostrando numerosos hepatocitos
con nucleos condensados y hipercromaticos (picnéticos) (flecha) y algunas células
binucleadas indicativos de los hepatocitos regenerativos (asterisco). E) Andlisis
morfométrico, se incluyeron al menos cinco campos de cinco higados por tratamiento. Las
imagenes son representativas de al menos 5 experimentos independientes. Las columnas
muestran el promedio + EE de al menos 4 experimentos independientes. * p < 0.05 vs
hepatocitos de ratones alimentados con la dieta Chow.

Para corroborar la presencia de esteatosis se evalud la concentracion de lipidos

en el tejido hepatico y los hepatocitos aislados. Los resultados mostraron que los
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higados HC incrementan 4.1 veces la concentracion de TG (Fig. 12B) y hasta 6.2

veces las concentraciones de colesterol total (Fig. 12A) con respecto a sus controles.
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Figura 12. La dieta aterogénica induce la acumulacion de lipidos. Los TG y el colesterol
fueron cuantificados en homogenado de higado de ratones alimentados con la dieta Chow y
HC por espectrofotometria. Para la cuantificacién de B) triglicéridos (TG) se realizé usando
un ensayo comercial y el B) colesterol total se determiné utilizando o-ftaldehido. El contenido
de lipidos en cultivo primario se determind por C-D) tinciéon con rojo O para deteccién de
lipidos neutros y D-E) tincion con filipina (0.05 mg/mL) para colesterol libre. Las columnas
muestran el promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs
higados de los ratones alimentados con la dieta Chow. Las imagenes son representativas de
al menos 3 experimentos independientes.
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También fueron caracterizados los lipidos en hepatocitos para corroborar que el
aislamiento no modifica la acumulacion de lipidos encontrada en el tejido hepatico,
por ello se determiné mediante la tincion con aceite rojo O, el contenido de lipidos
neutros (Fig. 12C-D) y con filipina, el contenido de colesterol (Fig. 12E-F). Los
resultados muestran que los hepatocitos que provienen de los ratones alimentados
con la dieta HC presentan un mayor contenido tanto de lipidos neutros como de

colesterol libre (Fig. 12D y F).

La lipotoxicidad ocasionada por la acumulacion de grasa en tejidos no adiposos
como el hepatico esta asociada con la disfuncion celular y la apoptosis (Videla,
2009). Corroboramos el dafio producido por la sobrecarga de lipidos, realizando una
prueba de viabilidad en hepatocitos aislados, la cual se ve disminuida en un 50% en
los hepatocitos de los ratones alimentados con la dieta HC con respecto a los

hepatocitos Chow (Fig. 13).
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Figura 13. La acumulacién de lipidos induce disminucién en la viabilidad de los
hepatocitos. La viabilidad de los hepatocitos aislados se realizé el ensayo CCK-8 La
sobrecarga de lipidos en los hepatocitos de los animales alimentados con una dieta HC
disminuyen la viabilidad. Las columnas muestran el promedio + EE de al menos 8
experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos de ratones alimentados con la dieta
Chow.
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El dano hepatico por acumulacion de lipidos fue confirmado mediante la
cuantificacion de las concentraciones séricas de marcadores de dafo hepatico como
son las transaminasas AST y ALT y de funcionalidad hepatica la ALF. En la grafica
12A, los ratones HC muestran una elevacion de diez veces la actividad de ALT
mientras que la grafica 14B muestra un aumento de hasta dos veces la de AST. Asi
mismo en la figura 14, también se observa el aumento de tres veces la concentracion
de la ALF, estos resultados confirman que la acumulacién de lipidos resultado de la

ingesta de la dieta HC provoca dafio y disfuncion en el higado.
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Figura 14. La acumulacion de lipidos inducidos por la dieta HC produce dano hepatico.
La actividad de la alanino amino transferasa (ALT), aspartato amino transferasa (AST), y
fosfatasa alcalina (ALF) en suero determinadas mediante la utilizacion de tiras reactivas
especificas muestra un incremento en los animales con dieta HC. Las columnas muestran el
promedio + EE de al menos 5 experimentos independientes. *p < 0.05 vs ratones
alimentados con la dieta Chow.

V1.2 La sobrecarga de colesterol induce estrés oxidante.

Una de las principales consecuencias de la acumulacién de colesterol es la
generacion de las ERO (Mari et. al., 2006), por lo que se determinaron estas
especies en el tejido hepatico de los ratones. Las secciones de higado frescos

incluidos en OCT fueron tratados con DHE y DCFH. La figura 15B muestra un
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aumento en la fluorescencia en los tejidos de higado HC al ser tratados con DHE,
una sonda fluorescente permeable a las células que reacciona principalmente con el
anion superoxido (O-). Sin embargo, se observa un mayor incremento en la
fluorescencia emitida por la 2',7'-dicloro-fluoresceina (Fig. 15D), como consecuencia

de su oxidacion por la presencia de H,O,, comparado con sus controles.

DHE (3 uM) DCFH (5 uM)

A) C)

Figura 15. La sobrecarga de colesterol induce un incremento de las ERO. Secciones de
higado fresco embebidas en OCT fueron tratadas con dihidroetidio (DHE) (Ay B) o con y las
2'-7 -diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH) (C y D). Las muestras fueron observadas
por microscopia confocal siguiendo el procedimiento descrito en la seccidon de material y
metodologia. Las micrografias muestran un incremento en la presencia de anién superoxido
(B), asi como de H202 (D) en los cortes de higados con dieta HC. Las imagenes son
representativas de al menos 3 experimentos independientes.

Debido al aumento de ERO mostrado en las imagenes anteriores, y con la
finalidad de evaluar algunas proteinas encargadas de la destoxificacién de las ERO
se realiz6 una serie de WB de proteinas antioxidantes y de citoproteccion. La figura
16 muestra que la dieta HC disminuye la expresion de Nrf2 y superdxido dismutasa 1

(SOD1), proteinas involucradas en la proteccion contra el estrés oxidante (Clavijo-
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Cornejo et. al., 2013). Sin embargo la dieta HC induce la expresion de la superédxido
dismutasa 2 (SOD2), sugiriendo en gran medida la disminucion en la produccién de
superoxido a nivel mitocondrial (Clavijo-Cornejo et. al., 2014). Del mismo modo, hay
un aumento en la expresion de la GSH transferasa (GST), enzima encargada del
procesamiento de xenobidbticos. Interesantemente, se encontré un efecto dual de la
dieta en la cantidad de GPxs. Los resultados muestran una expresioén diferencial
entre las isoformas 1 y 4 en los ratones que recibieron la dieta HC. Mientras que la
GPx1 se encuentra disminuida, la GPx4 se incrementa notablemente su expresion en

los higados HC. Finalmente la catalasa no mostré cambio alguno.

Chow HC
- D B B Catalasa
- - 50D
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w—— s W s GAPDH
Figura 16. Expresidon de proteinas antioxidantes y citoprotectoras. La proteina total se
aislé a partir de tejido hepatico de ratones alimentados con dieta Chow y dieta HC y se llevd
a cabo el analisis por Western blot como se especifica en material y métodos. La imagen es

representativa de al menos tres experimentos independientes. La GAPDH se us6 como
control de carga

Para determinar si la dieta HC ejercia un efecto oxidante, se determind la
oxidacion de las proteinas, como resultado final del aumento de las ERO. Este

ensayo se realizo en lisado celular total y en fracciones ricas en mitocondrias (Fig.
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17A-B) debido al contenido diferencial encontrado en las enzimas citosdlicas y
mitocondriales (Fig. 15). En la grafica se puede observar que los lisados totales de
los higados de los ratones HC aumentan en un 40% la cantidad de grupos carbonilos
(Fig. 17C) como producto final de la oxidacion proteica, indicando asi, que la dieta
HC genera un estado pro-oxidante en el tejido hepatico. Sin embargo, en las
fracciones mitocondriales la oxidacion de proteinas tuvo un efecto contrario, ya que

disminuyo hasta en un 25% en los lisados provenientes de higados HC.
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Figura 17. La dieta HC tiene un efecto dual sobre la oxidacién proteica. Se determin¢6 el
contenido de proteinas oxidadas en lisado total celular y fraccion mitocondrial mediane un kit
comercial Oxyblot siguiendo las instrucciones del fabricante. Las imagenes muestran un
incremento en la oxidacién de proteinas en el lisado total (A) y una disminucién de las
proteinas oxidadas en el lisado mitocondrial (B). La densitometria de los resultados se
muestra en (C). Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos
independientes. Las columnas muestran el promedio + EE del analisis densitométrico de al
menos 3 experimentos independientes. * p < 0.05 vs proteinas de los ratones alimentados
con la dieta Chow.

VI.3 EI incremento en el colesterol produce cambios morfolégicos,

biogénesis mitocondrial y pérdida del balance energético.

Cabe sefialar que la SOD2 y la GPx-4, son enzimas mitocondriales que
incrementan en respuesta al estrés que presenta el organelo, (Clavijo-Cornejo et. al.,

2014, Cole-Ezea et. al., 2012), lo cual sugiere una fuerte participacion de la
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mitocondria, en el dafo producido por la sobrecarga de lipidos. Por ello se evalud la
estructura, morfologia y funcion de la mitocondrial hepatica en los animales
alimentados con las diferentes dietas. Para comenzar estimamos el contenido de
colesterol que se encontraba en las mitocondrias, y la figura 18 muestra un aumento

de hasta 2 veces las concentraciones de colesterol total.
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Figura 18. La dieta HC incrementa el de colesterol en las mitocondrias. El colesterol
mitocondrial se cuantific6 en homogenado de fracciones mitocondriales de ratones
alimentados con dieta HC y Chow. El contenido de colesterol presentdé valores de
practicamente dos veces en las mitocondrias de animales alimentados con dieta HC. Cada
columna representa el promedio + EE de al menos 4 experimentos independientes. * p <
0.05 vs mitocondrias de los ratones alimentados con la dieta Chow

Posteriormente con la finalidad de evaluar el efecto del aumento en el contenido
de colesterol mitocondrial se determind el balance energético de las mitocondrias. Se
analizo el AWm en hepatocitos y en mitocondrias aisladas. En hepatocitos se realizo
con MitoRed, que es permeable a la membrana celular (Fig. 19A-C). La intensidad de
fluorescencia de estos fluoroforos depende del AWm. La figura 18B muestra como la
dieta alta en colesterol provoca una disminucion de la intensidad del fluoréforo como
consecuencia de la pérdida del AWm en los hepatocitos aislados. Al determinarlo en

mitocondrias aisladas utilizando safranina, encontramos el mismo efecto, ya que hay
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una disminucién de la incorporacién de la safranina en un 50% (Fig. 19C) en las
mitocondrias de los ratones alimentados con la dieta HC. Por otro lado al evaluar el
contenido de ATP en secciones de higado (Fig. 19D), se encontré una reduccién del

60% en los ratones HC.
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Figura 19. La acumulacion de colesterol mitocondrial compromete energéticamente a
las mitocondrias. Microscopias confocales de hepatocitos aislados de ratones A) Chow y B)
HC incubados con MitoRed (100 nM) por 30 min. C) El A¥m se estim6 a través de cambios
de fluorescencia en safranina-O en mitocondrias aisladas. D) El contenido de ATP se
determiné utilizando el ATP Colorimetric/Fluorometric Assay Kit siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se encontré una disminucién en el contenido de ATP en el higado de los
ratones con dieta HC. Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos
independientes. Cada columna representa el promedio + EE de al menos 4 experimentos
independientes. * p < 0.05 vs ratones alimentados con la dieta Chow.
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Los datos anteriores nos indican que la dieta HC genera un déficit energético y
en consecuencia un dafo a nivel mitocondrial. En condiciones de estrés, asi como en
multiples enfermedades, la mitofagia es particularmente relevante para la célula
gracias a la degradaciéon de mitocondrias disfuncionales y/o dafiadas (Pi et. al.,

2013), que son potencialmente peligrosas para las células.

El siguiente punto a determinar fue evaluar por WB las principales proteinas
involucradas en el proceso de mitofagia. La figura 20 muestra que la dieta HC no
induce cambio alguno en la expresion de proteinas como Pink-1, proteina que actua
como receptor de la proteina ubiquitin ligasa Parkin, que permite la ubiquitinizacién
de proteinas de la membrana mitocondrial. Del mismo modo, tampoco hay cambio en
la expresion de proteinas de activacion de la autofagia como LC3Il y p62, siendo esta
ultima la que interactua con las proteinas ubiquitinadas de la mitocondria y se une a
la proteina LC3 para formar el autofagosoma (Saito et. al., 2015). Por otro lado,
nuestros datos muestran que la dieta HC disminuye el contenido de las proteinas
mitofusina 1 y 2 (Mfn1 y Mnf2), proteinas que ademas de participar en la fusion
mitocondrial también participan activamente con Parkin en el proceso de mitofagia
(Chen et. al., 2013, Gegg et. al., 2010).

Los datos anteriores muestran que las mitocondrias se encuentran dafiadas (Fig.
19) y la figura 20 sugiere que no se esta llevando a cabo la degradacién mitocondrial
por mitofagia. Para corroborar esto se observo la estructura mitocondrial mediante
TEM. En las microfotografias de los ratones alimentados con las dos dietas no se

observa la formacion de autofagosomas (Fig. 21A-D), lo cual esta acorde con los
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datos anteriores encontrados por WB (Fig. 20). Ademas se pueden apreciar las
microgotas de grasa, una caracteristica mas de la esteatosis, en los higados de los

ratones alimentados con una dieta HC (Fig. 21C).
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Figura 20. Determinacién del contenido de proteinas relacionadas con la mitofagia. Se
aislé proteina total a partir de tejido hepatico de ratones alimentados con dieta Chow y HC.
Se llevo a cabo el analisis por Western blot de Mfn1, Mfn2, Pink-1, p62, LC3-I, LC3-ll como
se especifica en material y métodos. La imagen es representativa de al menos tres
experimentos independientes. La GAPDH se usé como control de carga.

Las mitocondrias muestran una forma irregular, algunas de ellas acortadas e
hinchadas (Fig. 21D) en comparacion con las mitocondrias controles (Fig. 21B). Se
determind el tamafo y numero de mitocondrias (Fig. 21E) utilizando el programa
Imaged. La grafica muestra que los ratones HC tienen una diminucién en un 60% en

el tamano de las mitocondrias. Sin embargo, se encontré6 un aumento en el numero

de mitocondrias elevandose en un 100% mas con respecto a las controles.

Con el fin de estudiar a que se debia en incremento de las mitocondrias en los
higados de los ratones HC se determiné el contenido de PGC1-a, Drp1 y OPAT1,
estas dos ultimas encargadas de la dinamica mitocondrial. La figura 22 muestra un

aumento en PGC-1a, proteina principal de la biogénesis mitocondrial. Del mismo
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modo se muestra un incremento en la proteina Drp1, proteina ejecutora de la fision
mitocondrial. Finalmente la imagen muestra una disminucion de OPA1, proteina

encargada de la fusién mitocondrial.
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Figura 21. La sobrecarga de colesterol induce cambios morfolégicos en las
mitocondrias. Microfotografia de mitocondrias de higados de ratones A y B) Chow y C y D)
HC. E). En el higado de animales con dieta HC se encuentra alteracion en la morfologia e
incremento en el nimero de mitocondrias determinado por el programa ImageJ. Las
imagenes son representativas de al menos 3 experimentos independientes. Cada columna
representa el promedio + EE de al menos 4 experimentos independientes. * p < 0.05 vs
ratones alimentados con la dieta Chow.

71



Chow HC
S Sl e e OPA1

S 8 PGC-1a

Figura 22. La dieta HC induce fision y biogénesis mitocondrial. Se aisl6 proteina total a
partir de tejido hepatico de ratones alimentados con dieta Chow y HC. La proteina total se
sometioé a un analisis por Western blot para determinar las proteinas OPA1, Drp 1 y PGC-1a.
La imagen es representativa de al menos tres experimentos independientes. La GAPDH se
us6 como control de carga.

V1.4 La sobrecarga de lipidos inhibe la apoptosis via la activaciéon del factor

transductor de senal y activador de transcripcion (STAT3).

Bajo condiciones de estrés la célula tiene la capacidad de repararse a si misma
remplazando las mitocondrias danadas para evitar la muerte innecesaria, a través de
la mitofagia. Sin embargo, si la mitofagia se inactiva o es superada por el numero de
mitocondrias dafiadas, entonces la célula activara el proceso de apoptosis y este se

convertira en la via dominante de muerte para minimizar el dafio (Kubli et. al., 2012).

Para evaluar si la dieta HC induce la apoptosis de las células hepaticas en los
higados HC, se determind la expresion de las proteinas implicadas en la apoptosis
celular. EI WB de la figura 23 muestra el incremento de la proteina pro-apoptética
BAX, ademas de la disminucion de la proteina anti-apoptoética Bcl-2 sugiriendo un
aumento en la apoptosis en los higados de los ratones HC, sin embargo al evaluar la

actividad de la caspasa 3 (Fig. 23B), esta proteina considerada como la ejecutora de
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la apoptosis, observamos que no hay cambio alguno, lo cual indica que no se esta

llevando la apoptosis en las células hepaticas de los ratones que recibieron la dieta

HC.
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Figura 23. La sobrecarga de colesterol inhibe la apoptosis en el higado. Se aislo
proteina total a partir de tejido hepatico de ratones alimentados con dieta Chow y HC. A) Se
determind por Western blot las proteinas Bax y Bcl-2 La imagen es representativa de al
menos tres experimentos independientes. La GAPDH se us6 como control de carga. B) La
actividad de la caspasa 3 se determind utilizando el kit Ac-DEVD-AMC Caspase-3
Fluorogenic Substrate BD Pharmagen siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada
columna representa el promedio + EE de al menos 3 experimentos independientes. * p <
0.05 vs ratones alimentados con la dieta Chow.

Con la finalidad de explicar que posibles proteinas podrian estar participando en
esta inhibicion de la apoptosis se evaluaron otras proteinas anti-apoptéticas como
Mcl-1 y Bcel-X.. En la figura 24 se observa que la dieta HC induce el aumento en el
contenido proteico de estas dos proteinas, sugiriendo que estas proteinas podrian

conferir la resistencia a la muerte celular por apoptosis.

Por otro lado, cabe mencionar que la expresion de estas proteinas esta dirigida
por el factor STAT3, por ello se determind la activacion de este factor de

transcripcion por WB de sus formas fosforiladas en serina 727 y tirosina 705. La
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figura 24 muestra que la dieta HC induce la activacion de STAT3 en serina 727 pero

no en tirosina 705.
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Figura 24. La acumulacién de colesterol induce la activaciéon de Stat 3 en serina 727 y
aumenta la expresion de sus genes blanco. Se aislé proteina total a partir de tejido
hepatico de ratones alimentados con dieta Chow y HC. La proteina total se sometié a un
analisis por Western blot para determinar las proteinas Mcl-1, Bcl-X,, STAT3 total y sus
formas fosforiladas. La imagen es representativa de al menos tres experimentos
independientes. La GAPDH se us6 como control de carga.

VI.5 La acumulacién de lipidos en el higado disminuye el contenido de c-

Met en membrana plasmatica y la concentracion de HGF en el suero.

Hay evidencias que indican que la sobrecarga de colesterol induce estrés
oxidante mediante la induccién de la activacion de sistemas prooxidantes tales como
NADPH oxidasa (Lopez-Reyes et. al., 2015) y la disminucion de la concentracion de
mGSH (Mari et. al., 2006). Asi mismo esta ampliamente reportado el papel que tiene
la senalizacion de HGF y c-Met en el control del estrés oxidante y la homeostasis

lipidica (Kaposi-Novak et. al., 20006) .

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que HGF/c-Met induce una
respuesta de reparacién, sobrevivencia y de proteccién mediante la regulacién dual

de la NADPH oxidasa (Clavijo-Cornejo et. al., 2013), como la induccién de proteinas
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antioxidantes y antiapoptaticas ((Clavijo-Cornejo et. al., 2013, Gomez-Quiroz et. al.,
2008), incluso es capaz de proteger contra los efectos citotdéxicos del etanol (Valdes-
Arzate et. al., 2009) o farmacos (Enriquez-Cortina et. al., 2013). Sin embargo no se
ha esclarecido el papel protector de HGF/c-Met en un modelo con esteatosis
inducido por la dieta HC. Por ello decidimos evaluar el efecto de HGF/c-Met sobre
estrés oxidante inducido por la dieta HC, ya que muchos de los parametros que

encontramos alterados debido a ella estan en parte regulados por el HGF.

Debido a que previamente Nuio reportd en su tesis de maestria que la activacion
del receptor c-Met se ve retardada en hepatocitos aislados de ratones alimentados
con la dieta HC a dos dias al ser tratados con HGF (Nufio N, 2009), decidimos
evaluar el efecto de la dieta HC sobre los niveles séricos de HGF y el contenido del
receptor c-Met en la membrana plasmatica. La figura 25A muestra una disminucion
significativa en la concentracion en suero de HGF en animales de HC, y el contenido
de c-Met en membrana plasmatica, se reduce considerablemente en el tejido

hepatico HC a juzgar por inmunofluorescencia del receptor (Fig. 25B).

Para conocer si el HGF revierte el dafio oxidante inducido por la dieta HC, se
obtuvo el cultivo primario de los ratones alimentados a 2 dias para eliminar la
participacion de HGF proveniente de otro tipo celular. Se corrobord que la dieta a 2
dias mantenia la esteatosis y el estrés oxidante en los hepatocitos aislados mediante
la evaluacion del contenido lipidico y la generacion de ERO. La figura 26 muestra
que los lipidos neutros y el colesterol libre determinados por aceite rojo O Yy filipina

respectivamente, aumentaron en los hepatocitos HC en comparacion con las células
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de los animales alimentados con la dieta control, asi mismo la imagen muestra el

incremento de la fluorescencia de la DCFH lo cual es proporcional al aumento de
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Figura 25. La sobrecarga de colesterol afecta los niveles de HGF y la expresion de
c-Met. A) La concentracién de HGF en suero se determind por ELISA. B-C) La expresion de
c-Met se realizé por inmunofluorescencia Las imagenes son representativas de al menos tres
experimentos independientes. Cada columna representa el promedio + EE de al menos 3
experimentos independientes. * p < 0.05 vs ratones alimentados con la dieta Chow.
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Figura 26. La ingesta de dos dias de la dieta HC incrementa el contenido lipidico y el
estrés oxidante en los hepatocitos. La concentracion de lipidos se determind por tincién
con rojo O para deteccion de lipidos neutros y tincién con filipina para colesterol libre. La
deteccién de ERO fueron determinados por epiflourescencia utilizando DCFH (5 uM). Las
imagenes son representativas de al menos 3 experimentos independientes.
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V1.6 HGF disminuye el contenido de ERO en los hepatocitos de HC mediante

el aumento de sistema antioxidante de GSH.

A continuacién se realizé una serie de experimentos tendientes a conocer si el
HGF revierte el dano oxidante inducido por la sobrecarga de colesterol en los
hepatocitos. Los hepatocitos se trataron con HGF (50 ng/mL) durante diferentes
tiempos y se determinaron las ERO. La figura 27A muestra que el HGF disminuy¢ las
ERO en los hepatocitos HC de manera dependiente al tiempo, obteniendo valores
similares a las células de los ratones control a las 24 h; este efecto se corroboré por
microscopia de flourescencia donde se observa la disminucion en la intensidad de la

sonda DFCH a las 24 h del tratamiento con HGF (Fig. 27B).
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Figura 27. HGF disminuye el estrés oxidante inducido por la sobrecarga de colesterol.
A) La cuantificacion de la fluorescencia emitida por la 2,7-diclorofluoresceina se reporté
como unidades arbitrarias de flourescencia (UAF). Cada punto representa el promedio + EE
de al menos 6 experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos Chow. B) Las
imagenes confocales son representativos del contenido de perdxidos determinado por DCFH
(5 uM) en las células Chow y HC tratados o no con HGF durante 24 h.
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Esta ampliamente reportado por nuestro grupo de investigaciéon que el efecto
protector de HGF esta mediado por la induccion de diversas enzimas antioxidantes
(Clavijo-Cornejo et. al., 2013, Enriquez-Cortina et. al., 2013, Gutierrez Ruiz et. al.,
2012, Valdes-Arzate et. al., 2009). Con el objetivo de elucidar el sistema antioxidante
que participa en la disminucion de ERO en los hepatocitos HC tratados con el HGF,
se determiné el estado que guarda el sistema antioxidante, particularmente la
superoxido dismutasa 1 y la catalasa, asi como las proteinas relacionadas con el

sistema de la homeostasis del glutation.

HGF indujo la expresidon de la catalasa a las 12 y 24 h en las células Chow.
SOD1 también se incrementoé en las células de HC pero no en los hepatocitos Chow
(Fig. 28A) . Para confirmar esto, se analizo la actividad de estas enzimas a 24 h de
tratamiento HGF, la figura 28B muestra que la actividad de catalasa esta
considerablemente incrementada en las células HC no tratadas, en comparacioén con
Chow no tratadas, pero no se observaron cambios con el tratamiento de HGF entre
los hepatocitos HC y Chow; en el caso de la actividad total de la SOD no hay
diferencia en las células no tratadas, y el tratamiento con HGF solamente indujo un

aumento de la actividad en las células Chow (Fig. 28C).

Finalmente para corroborar la participacion del sistema de GSH en el control del
estrés oxidante inducido por el HGF se determiné por HPLC el cociente de las
concentraciones de GSH reducido y oxidado. La figura 29A muestra un aumento de
la concentracion de GSH a 12 h de tratamiento, lo cual coincide con la disminucion

de ERO en hepatocitos HC y Chow.
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Figura 28. Efecto del HGF sobre la expresiéon y la actividad de SOD1 y catalasa. Se
aislé proteina total a partir de cultivo primario de hepatocitos de ratones alimentados con
dieta Chow y HC. A) Western blot y analisis densitométrico de las proteinas SOD1 y catalasa
tratadas con HGF por diferentes tiempos. La imagen es representativa de al menos tres
experimentos independientes. La actina se usdé como control de carga. La actividad
enzimatica de B) catalasa y C) SOD1 en hepatocitos tratados o no con HGF se determiné
por espectrofotometria. Cada columna representa el promedio + EE de al menos 3
experimentos independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos Chow.

La figura 29B muestra que HGF indujo a las enzimas y-GCS, Gpx 3/4/5, GST y

G6PD en los hepatocitos control, estas enzimas relacionadas con la homeostasis del
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GSH, por otro lado no se encontraron cambios significativos en y-GCS en los
hepatocitos HC, sin embargo la expresion de G6PD se encontré elevada en los
hepatocitos HC lo cual sugiere que el HGF induce un mecanismo de proteccion

mediante el reciclaje de GSSG.
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Figura 29. Efecto del HGF sobre el cociente de GSH/GSSG y las enzimas involucradas
en el sistema de GSH Las células HC y Chow fueron tratadas con HGF a diferentes
tiempos. A) El cociente de glutatiéon reducido (GSH) y oxidado (GSSG) fue determinado por
HPLC. Cada columna representa el promedio + EE de al menos 3 experimentos
independientes. * p < 0.05 vs hepatocitos Chow. Se aislé proteina total a partir de cultivo
primario de hepatocitos de ratones alimentados con dieta Chow y HC. A) La proteina total se
sometioé a un analisis por Western blot para determinar las proteinas y.GCS, Gpx 3/4/5, GST,
G6PD. La imagen es representativa de al menos tres experimentos independientes. La
actina se us6 como control de carga.
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VII. DISCUSION.

La NAFLD, como ya hemos sefalado, inicia con una acumulacién de grasa en el
higado debido a una alteracion del metabolismo controlada principalmente por la
sintesis de TG, la beta-oxidacion y la deficiencia en la secrecion de lipidos en forma
de lipoproteinas (Sozio et. al., 2010, Trauner et. al., 2010a). Sin embargo, aunque en
la literatura se asume que la NAFLD es el resultado de la acumulacién de TG, es
importante reconocer el potencial patogénico del tipo de lipido presente, como el

colesterol.

El desarrollo de la presente tesis doctoral se centré en estudiar la implicacion de
la sobrecarga de colesterol y su asociacion con la sobreproduccion de los radicales
libres y la disfuncion mitocondrial como una de las principales causas de la
progresion del higado graso y la importancia de la regulacion del estado redox, como
un mecanismo necesario para el restablecimiento de la funcibn normal del

hepatocito.

En el presente trabajo se encontré que la dieta HC induce la acumulacion de
lipidos en el tejido hepatico (Fig.12), incluyendo colesterol, y esto produce un
desarreglo en la arquitectura hepatica, una hipertrofia celular, mostrando numerosos
hepatocitos hipercromaticos y con nucleos condensados al ser analizados en los
cortes histologicos (Fig. 11D) (Sozio et. al., 2010, Wang et. al., 2010). En pacientes
con NAFLD aproximadamente el 20% de los individuos ademas de presentar

esteatosis también presentan inflamacion parenquimal y portal, incluso algunos
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pacientes presentan distintos niveles de fibrosis con el potencial de progresar a

cirrosis (Rafiq et. al., 2009).

Aunque la NAFLD se ha considerado clinicamente una condicion benigna,
reversible, asintomatica y con pocas complicaciones clinicas asociadas, esta se
considera que puede ser un factor detonante para la progresion en el dafio hepatico
y se considera como la mayor causa que lleva al dafo cronico hepatico (Machado et.
al., 2016). En la actualidad existen pocas pruebas no invasivas que permitan el
diagnostico de la NAFLD, aunque el ultrasonido es la prueba mas factible y
economica, los marcadores bioquimicos en suero como la ALT, AST. GST, ALF entre

otras, han permitido inferir la presencia de la NAFLD (Byrne et. al., 2009).

Hay reportes que indican una asociacion entre los pacientes con esteatosis y la
elevacion de los marcadores séricos de dafio hepatico (Das et. al., 2008). Se ha
encontrado que la transaminasa ALT tiene una relacion con esta patologia y a
menudo se usa en estudios epidemiolégicos como un marcador indirecto de dafo
hepatico asociado a NAFLD (Chen et. al., 2008, Schindhelm et. al., 2006). En el
presente estudio se muestra que al administrar una dieta alta en colesterol, las
enzimas ALT, AST y FA se elevan significativamente (Fig. 14), (Das et. al., 2008)

indicando un dafo hepatico, que corrobora el dafo histolégico (Fig. 11).

Las alteraciones morfologicas observadas en la histologia hepatica generadas
por la acumulacion de lipidos, incluido el colesterol (Fig. 11), van asociadas con
cambios importantes en los parametros relacionados con el estrés oxidante, el dafo

lipoperoxidativo y la muerte celular (Fig. 13) (Matsunami et. al., 2010, Videla et. al.,
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2004). El exceso de lipidos produce el aumento de la B-oxidaciéon que conduce al
incremento en la entrega de electrones a la ETC causando alteraciones
mitocondriales y al incremento en la formacién de ERO (Rolo et. al., 2012). Asociado
a esto, el aumento de colesterol en la membrana mitocondrial disminuye la actividad
del transportador de mGSH impactando en el control del estrés oxidante que se

produce en la mitocondria (Ribas et. al., 2014).

Las primeras consecuencias que se originan por la sobreproduccién de ERO y
una deficiencia en su destoxificacion, es la oxidacion de macromoléculas, proteinas
principalmente (Han et. al., 2006). De hecho se ha reportado que los pacientes con
NAFLD 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 formacién de carbonilos, y asi agravar el dafio oxidante en el higado

(Videla et. al., 2004).

En el presente trabajo, nosotros confirmamos incremento en el estrés oxidante
como resultado de un ambiente pro-oxidante, puede promover la severidad de la
esteatosis y el riesgo de desarrollar NASH (Videla, 2009). En la figura 17, se puede
observar como la dieta HC aumenta la produccion de grupos carbonilos de las
proteinas en los ratones HC como consecuencia del incremento en la generacion de
ERO. El estrés oxidante producido por el aumento de las ERO, genera dafio celular y
dispara una respuesta inflamatoria, generando, aun mas dafo, contribuyendo de esta
forma, a la progresion de la enfermedad, aspecto que se ha corroborado

clinicamente (Matsunami et. al., 2010, Neuschwander-Tetri, 2010).
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Nosotros, y otros autores hemos reportado anteriormente que la sobrecarga de
colesterol induce efectos citotoxicos y estrés oxidativo en el higado (Gutierrez Ruiz
et. al., 2012, Lopez-Reyes et. al., 2015, Mari et. al., 2006). Si bien es conocido que la
progresion de la NAFLD esta determinada por incremento del estrés oxidante como
un segundo dafio, nuestro conocimiento acerca del mecanismo de la lesion
hepatocelular inducida por el estrés oxidante ha sido parcialmente caracterizado

(Mari et. al., 20006).

Entre los blancos principales de las ERO, se encuentran la activacion de
proteinas de sefalizacion y factores de transcripcion, como el factor nuclear
relacionado a eritroides 2 (Nrf2) que recientemente ha tomado particular relevancia
en la NAFLD. Nuestros datos muestran que la expresiéon de Nrf2 se ve abatida en los
ratones HC (Fig. 16), lo que concuerda con lo reportado recientemente, donde se ha
observado que la disminucion en la actividad o la eliminacion de Nrf2 provoca una
rapida progresion de NAFLD a NASH, dandole un papel relevante a este factor de
transcripcion en el control de la progresion del dafio hepatico (Chowdhry et. al., 2010,
Sugimoto et. al., 2010), debido a que este factor de transcripcion dirige la expresion
de un amplio rango de genes antioxidantes de citoproteccion y de fase de
destoxificacion Il y Ill que llevan cabo la biotransformacion y eliminacion de

xenobioticos (Klaassen et. al., 2010).

Es bien conocido que las células responden ante el estrés oxidante mediante un
mecanismo general que reside basicamente en la expresion de proteinas de defensa

antioxidante (Mari et. al., 2010), por lo que decidimos evaluar a las principales

84



enzimas que pudieran neutralizar la generacion de O, y H,O,. Esta ampliamente
reportado que la dismutacién del O es realizada por las SOD dependiendo de la
localizacion de ésta. La figura 16 muestra que la expresion SOD1, enzima citosolica,
se encuentra disminuida en los ratones que recibieron la dieta, sin embargo se
observa un incremento en la expresion de SOD2, enzima que actua soélo dentro de
las membranas mitocondriales, estos datos sugieren que el incremento del O, puede
provenir de la mitocondria (Zelko et. al., 2002). La dismutacién del O puede
conducir a un incremento neto de HyO,, si la acumulacion de éste no se limita
entonces el O, participa en reacciones en cadena (Haber-Weiss-Fenton) que genera

los radicales libres mas reactivos (Mari et. al., 2010).

Por otro lado, también existen mecanismos de destoxificacién del H,O, que evitan
la formacion de radicales hidroxilo, tales como las glutatiéon peroxidasas (Gpxs) y la
catalasa, y su accién depende de las concentraciones de H>O: (Inoue, 2009). La
catalasa es considerada la enzima mas eficiente de la neutralizacion de peroxidos
debido a que puede transformar altas concentraciones de H,O, en agua y oxigeno
(Mari et. al., 2010), sin embargo, la catalasa no presenta cambio alguno en su
expresion en higados HC, la GPx1 presenta una disminucion en su expresion, y la

GPx4 incrementa su contenido en estos higados (Fig. 16).

En contraste con la Gpx-1, la isoforma Gpx-4 puede utilizar a una gama de
sustratos reducidos, incluyendo al GSH vy tioles proteicos, para neutralizar al H20,
(Brigelius-Flohe et. al., 2013, Ribas et. al., 2014) La Gpx-4 muestra una capacidad

unica para reducir hidroperédxidos de lipidos tales como el colesterol y los ésteres de
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colesterol, incluso cuando se insertan en las biomembranas o lipoproteinas, por lo
tanto juega un papel clave en la defensa contra lipoperoxidacion (Cole-Ezea et. al.,

2012, Ribas et. al., 2014).

La lipoperoxidacion es una de las consecuencias del dafo oxidante que
promueven la progresion de NAFLD a NASH, fibrosis o cirrosis (Frijhoff et. al., 2015).
Hardwick et. al. (2010) reportaron que la ausencia de lipidos oxidados en biopsias de
pacientes con NAFLD, es gracias a la formacién del 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) por
una isoforma de GST, lo cual implicaria la destoxificacién de este subproducto de la
lipoperoxidaciéon (Hardwick et. al., 2010). La GST tiene una amplia distribucion
intracelular, incluso se ha reportado que las GST mitocondriales ademas de tener
actividad de transferasa, destoxificando subproductos nocivos mediante la
conjugacion de GSH, también posee actividad de peroxidasa (Cole-Ezea et. al.,

2012).

El incremento en las enzimas GST, Gpx-4 y SOD2 (Fig. 16), podria explicar la
disminucién de la oxidacién de proteinas mitocondriales (Fig. 17), sin embargo el
estado prooxidante en los ratones HC se mantiene, corroborado por la aumento en la
generacion de ERO (Fig. 15) y en la produccién de grupos carbonilos de las

proteinas totales en los ratones HC (Fig. 16).

Numerosos estudios han establecido que la disfuncion mitocondrial juega un
papel clave en la progresion de la NAFLD, debido a que la mitocondria es
considerada la principal fuente de ERO en la NAFLD (Mari et. al., 2006, Musso et. al.,

2009, Trauner et. al., 2010a). Recientemente se ha sefialado la importancia de las
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modificaciones estructurales en la mitocondrial, como el hinchamiento
(megamitocondrias) y formacion de inclusiones en la matriz mitocondrial (Caldwell et.
al., 2009, Sanyal et. al., 2001), en variedad de enfermedades crdnicas hepaticas,

incluyendo la NAFLD (Farrell et. al., 2012).

Nuestro estudio mostré que la dieta HC induce un aumento de hasta 2 veces el
colesterol en las mitocondrias (Fig. 18), cabe resaltar que estos organelos son de
bajo contenido de colesterol, por lo tanto una acumulacion de colesterol modifica la
estructura y funcion mitocondrial, que conlleva una sobreproduccién de ERO y como

consecuencia a un estrés oxidante celular (Mari et. al., 2010, Nunnari et. al., 2012).

Se han reportado anormalidades mitocondriales hepaticas en NAFLD, desde
hace mas de una década considerando a las mitocondrias como el origen o el
destino de la lesion (Caldwell et. al., 2004, Sanyal et. al., 2001). En pacientes con
NASH, al menos el 40% de las mitocondrias son estructuralmente anormales,
describiendo mitocondrias agrandadas, pérdida de las crestas mitocondriales e
inclusiones paracristalinas, las cuales las asocian con un desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa, contribuyendo a una mayor formacion de ERO (Caldwell et.
al., 2009, Farrell et. al., 2012). Por TEM se puede observar que las mitocondrias de
los higados de los ratones alimentados con una dieta HC muestran alteraciones al
comparalas con los higados de los animales control (Fig. 21C), consistentes en un
mayor numero de ellas, una notoria diminucion en el tamafo, ademas de

alteraciones en la crestas mitocondriales (Fig. 21D).
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Con el fin de elucidar, en nuestro modelo murino con esteatosis, el aumento en el
numero de mitocondrias y fision de ellas, conforme a lo observado por TEM,
decidimos evaluar el contenido de las proteinas importantes para la biogénesis y
fision mitocondrial como PGC-1a, Drp1 y OPA1. La figura 22 muestra que PGC-1q,
Drp1 se encontraron incrementadas en los ratones HC a diferencia de OPA1 que se

encontré disminuida (Fig. 22), esta ultima encargada de la fusion mitocondrial.

En estudios de modelos de ratdbn con enfermedades mitocondriales, la
sobreexpresion de PGC-1a y Drp1 compensa los defectos mitocondriales,
desencadena la proliferacion mitocondrial y mejora la respiracion mitocondrial
(Srivastava et. al., 2009). Por otro lado, Carabelli et. al., reportan que en ratones
alimentados con una dieta alta en grasas aumenta de la biogénesis mitocondrial en
el higado, mejorando la funcién mitocondrial (Carabelli et. al., 2011). Sin embargo, a
pesar de que encontramos un incremento en el contenido de PGC-1a en los higados
de los ratones HC, estos presentaban la pérdida del AW (Fig. 19B-C), y una
disminucién en las concentraciones de ATP (Fig. 19D) indicando un déficit energético

y en consecuencia un dafo funcional a nivel mitocondrial.

Asimismo, el incremento de Drp1 asociado con la caida del AW acelera la fision
mitocondrial, debido a que las mitocondrias dafadas tienden a fragmentarse para
posteriormente ser eliminadas mediante un proceso de muerte selectivo conocido
como mitofagia. (Twig et. al., 2008, Zolezzi et. al., 2013). Pero en nuestro modelo, las
principales proteinas encargadas de la eliminacion de mitocondrias y de la formacion

de autofagosomas no se presentan en los higados de los ratones que recibieron la
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dieta HC (Fig. 20), estos datos muestran que no se esta llevando a cabo la mitofagia,
lo cual se corrobor6 en las TEM donde no se observan formaciones de
autofagososmas (Fig. 21C-D). La inhibicion de este proceso contribuye a la
acumulacion de mitocondrias disfuncionales que son potencialmente peligrosas para
las células, ya que a menudo generan una sobreproduccion de ERO en ausencia de
la sintesis de ATP y son propensas a ser plenamente permeabilizadas y por tanto
conduce a la liberacion de los inductores de muerte celular (Kubli et. al., 2012, Saito

et. al., 2015, Twig et. al., 2008).

Ademas de las vias de activacion de Drp1 comentadas hasta el momento, esta
proteina también promueve la despolarizacion de la membrana mitocondrial, y se ha
relacionado con la muerte celular por apoptosis asociada a condiciones de estrés
metabolico (Zolezzi et. al., 2013). Las mitocondrias fragmentadas son mas
susceptibles a la oligomerizacién de Bax, una proteina pro-apoptoética (Montessuit et.
al.,, 2010). La formacién de canales de Bax en la MEM induce la liberacion del
citocromo ¢ que resulta en la formacion del apoptosoma y la activacion de las
caspasas, incluyendo a la caspasa ejecutora 3, que finalmente conducen a la
apoptosis (Osada et. al., 2006, Parra et. al., 2008, Twig et. al., 2008). Sin embargo,
los datos de este estudio muestran que no hay cambios en la actividad de la caspasa
3, sugiriendo que no hay induccién de la apoptosis en los ratones que recibieron la
dieta HC, a pesar de que la proteina apoptética Bax se encontré elevada en los

higados HC y la proteina Bcl-2 disminuyd su contenido en dichos higados (Fig. 23).
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Constantemente se ha relacionado una elevada presencia de Bax con la
disminucién de la actividad de Bcl-2, una proteina pro-apoptética, ya que
continuamente se calcula el cociente entre el contenido de estas dos proteinas para
estimar la relacion de supervivencia celular (Strasser, 2005). Sin embargo, se ha
dejado a un lado el papel que desempefan otros miembros de la familia de Bcl-2

como Bcl-XL y Mcl-1, los cuales comparten la mayor homologia con Bcl-2.

Los datos obtenidos en esta tesis muestran que la disminucion en la proteina Bcl-
2 esta compensada por un incremento en las proteinas Bcl-X. y Mcl-1 en los higados
HC (Fig. 24), esto sugiere que el aumento de estas dos proteinas permite la
inhibicion de la muerte celular. Considerando a la proteina Mcl-1 de mayor
relevancia, debido a que una eliminacion de esta proteina anti-apoptética induce
dafio del higado, fibrosis y aumenta la susceptibilidad a apoptosis en los hepatocitos

(Vick et. al., 2009).

Es bien conocido que la expresiéon de Mcl-1 y Bcl-X. son inducidos por la
activacion del factor de transcripcion STAT3. Este factor de transcripcion desarrolla
una respuesta adaptativa ante una agresidn al higado amplificando genes que
mantienen la homeostasis celular (Szczepanek et. al., 2012). La figura 24 muestra
que la sobrecarga de colesterol induce la activacion de STAT3 en Ser727, pero no

tiene cambio en la activacion en Tyr 705.

STAT3 se encuentra inactivo en el citosol, pero una vez activado por citocinas o
factores de crecimiento es fosforilado a nivel de Tyr 705. Candnicamente esta

activacion en Ty705 dispara la dimerizacion y la translocacion al nucleo. Una vez
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nucleo el dimero de Stat3, es fosforilado por las MAPK en el residuo de Ser 727,
para que pueda unirse al ADN vy dirigir la expresion de sus genes blanco (Timofeeva

et. al., 2012, You et. al., 2015).

A pesar de la presencia del dimero fosforilado en tirosina, es importante para la
activacion de sus genes blanco, Yang et. al., demostraron que la no fosforilacion en
STAT3 en Tyr705, aun puede conducir a la expresiéon génica de amplio rango de
proteinas. Ellos emplearon un mutante Y705F STAT3, que no puede ser fosforilada
en el residuo 705, y mostraron que los niveles de muchos ARN mensajeros se vieron
fuertemente afectados, incluyendo varias proteinas proto-oncogénicas tales MRAS y

c-Met (Yang et. al., 2005).

Aunque en la literatura asume que la fosforilacién de STAT en Ser 727 se realiza
en el ndcleo para la activacion de sus genes blancos, recientemente se ha
demostrado la existencia de STAT3 mitocondrial que ejecuta funciones de
transcripcion independientes al nucleo. Normalmente la tasa de STAT3 mitocondrial
es aproximadamente el 10% del STAT3 citosdlico, sin embargo, bajo estimulos como
la isquemia hay una translocacion de STAT3 hacia mitocondria donde se puede
encontrar en forma de mondmero y fosforilada en Ser 727. Esta fosforilacion en
ser727 participa en la estabilizacion del complejo | de la mitocondria, y por ende en la
disminucién de las ERO, sin embargo, el mecanismo no esta del todo caracterizado

(You et. al., 2015).

Recientemente se ha reportado la relevancia de HGF/c-Met en la toxicidad

inducida por los lipidos como el colesterol en células epiteliales (Yu et. al., 2010),
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incluso en células no hepaticas, como la linea celular derivada de un insulinoma, las
células RINm5F, donde el factor de crecimiento reprime la apoptosis inducida por los
FFA, contrarrestando el estrés oxidante (Santangelo et. al., 2007). Ademas, la
eliminacién especifica de c-Met en el higado mostré una esteatosis agravada en
ratones alimentados con una dieta MCD (Kroy et. al., 2014). Sin embargo a la fecha,
no se ha estudiado el mecanismo por el cual HGF/c-Met controla el estrés oxidante
debido a una acumulacién de lipidos. La figura 25A muestra que en nuestro modelo
de esteatosis, la sobrecarga de lipidos induce una disminucion significativa en la
concentracion en suero de HGF en animales de HC, y el contenido de c-Met en

membrana plasmatica en el tejido hepatico HC.

HGF/c-Met muestra una respuesta antioxidante cuando se dafa al higado con
diferentes insultos, candnicamente induce proteccion por la expresion de antioxidante
(Yang et. al., 2008), y las proteinas anti-apoptoticas (Gomez-Quiroz et. al., 2008).
Con el fin de caracterizar la respuesta de HGF en células hepaticas sobrecargadas
de colesterol, se aislaron hepatocitos primarios de ratébn a partir de animales
alimentados con la dieta HC. Los hepatocitos de raton de los animales HC,
mostraron claramente un aumento de lipidos neutros y contenido de colesterol libre,
y del estrés oxidante (Fig. 26) que corrobora con lo encontrado en el tejido hepatico
(Fig. 12 y 15), esto indica que el proceso de aislamiento de células no modifica la

concentracion lipidica y estrés oxidante.

HGF muestra de manera eficiente una respuesta antioxidante mediante el

aumento de las enzimas claves que regulan la generacion de ERO (Chiang et. al.,
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2015), tales como la catalasa, o SOD1, por un mecanismo dependiente de la
activacion del factor nuclear kappa B (Valdes-Arzate et. al., 2009). La Figura 27
muestra que el tratamiento con HGF disminuye la produccién de ERO vy la oxidacion
de proteinas (dato no mostrado). Curiosamente, el contenido de catalasa, evaluado
por Western Blot, muestra un aumento en hepatocitos de animales alimentados con
la dieta Chow, pero su contenido se redujo de una manera dependiente del tiempo
en células de HC, por otro lado, el contenido de SOD1 aumentd solo en las células

HC pero sin cambios significativos en los hepatocitos Chow (Fig. 28).

Para tener mayor confianza, decidimos ensayar la actividad de ambas enzimas a
las 24 h del tratamiento con HGF. El colesterol induce un aumento de hasta 4 veces
la actividad de la catalasa y el tratamiento con HGF disminuye la actividad de esta
enzima hasta a valores basales, este resultado concuerda con lo observado en el
Western blot. En el caso de SOD, no se observaron cambios en la actividad de la
enzima en los higados de los ratones que recibieron la dieta, sin embargo, como se
ha reportado, el HGF induce la actividad de SOD a las 24 h en los ratones Chow.
Estas proteinas se encuentran entre las principales enzimas que destoxifican a las
ERO, y particularmente las isoformas de las SOD disminuyen su contenido o
actividad dependiendo de las concentraciones de ERO (Clavijo-Cornejo et. al., 2014),
sin embargo, la sobrecarga de colesterol en hepatocitos no parece alterar SOD por
lo menos en dos dias bajo dieta HC a diferencia de lo encontrado en ratones
alimentados a por treinta dias (Fig. 16) en donde el contenido se ve afectado en

ratones HC.
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Para continuar la exploracion de la respuesta antioxidante provocada por el HGF,
nos centramos en el sistema GSH. Tenemos evidencia clara de que el HGF puede
estimular la maquinaria del sistema GSH, en particular a la enzima clave para la
sintesis de GSH, la y-GCS, la cual aumenta el contenido de GSH (Gomez-Quiroz et.
al., 2008, Valdes-Arzate et. al., 2009), en la presente tesis encontramos el mismo
efecto en los hepatocitos Chow, sin embargo en las células HC el contenido de esta
enzima disminuydé ligeramente al ser tratadas con el HGF (Fig. 29B). Al analizar la
relacion GSH/GSSG los datos mostraron que el HGF induce una disminucién en la
relacidon de este tripéptido a las 6 h en células HC comparadas con las células Chow,

pero a las 12h la relacion de GSH mostro una recuperacion significativa (Fig. 29A).

Los datos anteriores concordaban con la expresion de las principales enzimas
relacionadas con la homeostasis del GSH. La figura 29B muestra que el tratamiento
con HGF en células Chow induce la expresion de las de las enzimas GPx, GST y
G6PDH, esta ultima encargada de proporcionar el NADPH como donante principal de
electrones en la reduccién de GSSG a GSH por la GSH reductasa (Ho et. al., 2014).
En las células de HC no tratados mostraron una sobreexpresion basal de estas
enzimas antioxidantes, en comparacién con las células Chow no tratadas, pero se

observo un incremento a las 12 y 24 h de tratamiento con HGF.

Estos datos indican claramente que el HGF protege mediante la induccion de los
sistemas de GSH, como se indica por Mari et. al., donde reportan que la disminucién

del mGSH en ratas alimentadas con la misma dieta experimental, induce la
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sensibilizacion de la lesion mediada por los factores de muerte y que el

restablecimiento del mGSH evita este efecto (Mari et. al., 2006).

VIIl. CONCLUSIONES.

Como se ha demostrado en el presente trabajo, la dieta alta en colesterol puede
conducir a estrés oxidante, caracteristica que puede agravar la enfermedad del

higado, tales como esteatosis o esteatohepatitis.

La acumulacién de lipidos, entre ellos el colesterol, induce la disfuncién
mitocondrial producida por disminucion en la produccién de ATP, un incremento en la
produccion de ERO, pérdida del AWm, y defectos en la dinamica mitocondrial. Aun
cuando las células han desarrollado diferentes mecanismos para mantener la
integridad mitocondrial, tales como el aumento de la biogénesis mitocondrial, la
eliminacién de las mitocondrias dafadas por mitofagia y la muerte celular por
apoptosis en nuestro modelo murino de NAFLD, el colesterol le confiere a la célula
una inactivacion de la mitofagia y una resistencia a la apoptosis mediada por la
activacion de STATS3 en ser727. Por lo tanto la disminucién en el control de calidad
mitocondrial y la resistencia a la muerte celular permitira la pérdida de la integridad

del tejido hepatico y eso podria explicar la progresion de la NAFLD.

Por otra parte el sistema antioxidante se eleva en respuesta a la acumulacién de
lipidos en los hepatocitos HC con dos dias de dieta, sin embargo a mayor tiempo de
ingesta con la dieta la respuesta se ve abatida lo que provoca el incremento en las

especies reactivas de oxigeno, oxidacion proteica y el dafio tisular.
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Finalmente el efecto de reversiéon 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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1. Introduction
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Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is
properly cited.

Cholesterol overload in the liver has shown toxic effects by inducing the aggravation of nonalcoholic fatty liver disease to
steatohepatitis and sensitizing to damage. Although the mechanism of damage is complex, it has been demonstrated that oxidative
stress plays a prominent role in the process. In addition, we have proved that hepatocyte growth factor induces an antioxidant
response in hepatic cells; in the present work we aimed to figure out the protective effect of this growth factor in hepatocytes
overloaded with free cholesterol. Hepatocytes from mice fed with a high-cholesterol diet were treated or not with HGE, reactive
oxygen species present in cholesterol overloaded hepatocytes significantly decreased, and this effect was particularly associated
with the increase in glutathione and related enzymes, such as y-gamma glutamyl cysteine synthetase, GSH peroxidase, and GSH-
S-transferase. Our data clearly indicate that HGF displays an antioxidant response by inducing the glutathione-related protection
system.

nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), such as nonalco-
holic steatohepatitis (NASH) [1, 2]; in fact, interference in

Nowadays, lipid toxicity is gaining more attention due to
the pandemic problem of obesity. Although every lipid
possesses specific effects in cells and tissues, cholesterol is
positioned as one of the more noxious lipids when it is
overloaded in cells. An increase in the consumption of dietary
cholesterol represents the main root to complications in the

cholesterol synthesis has proved to induce protective effects
against ischemia-reperfusion injury; in addition, cholesterol
overload in hepatocytes sensitizes to damage mediated by
death receptors ligands such as TNF-« and FAS [2].

The mechanism of cholesterol-induced cell toxicity is not
well understood. Some evidences indicate disturbances in cell



plasma membrane [3] and others changes in redox home-
ostasis by inducing the activation of prooxidant systems such
as NADPH oxidase, which, in addition, increases reactive
oxygen species (ROS) production, as we recently reported [4],
or depletion in mitochondrial glutathione (GSH) [2].

It has been widely reported that the hepatocyte growth
factor (HGF) displays a response that regulates the redox
homeostasis by different mechanisms and diverse liver dis-
eases such as the expression of antioxidant proteins, or
repression of prooxidant systems in alcoholic liver disease
[5-8], in drug-induced liver injury [9, 10], or by the action
of cytotoxic growth factors like transforming growth factor
beta (TGF-p) [11]; even more, HGF can suppress the activity
and expression of one of the main ROS generator systems, the
NADPH oxidase [12].

The antioxidant response of HGF and the other canonical
functions such as proliferation, antiapoptosis, or motogenesis
are triggered by its receptor c-Met [13-15]. More evidence
have shown that c-Met signaling abrogation, by genetic inter-
ference in the receptor, leads to oxidative stress-associated
disease progression or aggravation, particularly in fibrosis
[16], apoptosis mediated by death receptors [17], or chemical-
induced hepatocarcinogenesis [18]; in all cases c-Met KO
mice exhibited oxidative stress, even, in the absence of any
other stimulus.

In the present work, we were focused on figuring out
the antioxidant effect of the HGF in the cholesterol-induced
toxicity in primary mouse hepatocytes, using a dietary model
of cholesterol liver overload.

2. Material and Methods

2.1. Materials. 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate
(DCFH) was purchased from Invitrogen (catalog number
c-6827) and recombinant human HGF from PeproTech
(Rocky Hill, NJ). All other chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich (San Louis, MO).

2.2. Mice, Hepatocyte Isolation, and Culture. CD1 male mice
(8 to 10 weeks old) were maintained in pathogen-free housing
and cared for in accordance with the Universidad Auténoma
Metropolitana and NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals.

Twenty mice were randomly divided in two groups; in
HC group 10 animals were fed with a high-cholesterol diet
(HC, 2% cholesterol and 0.5% sodium cholate) for two days,
as reported by Mari and coworkers [2]. Ten control animals
were fed with a regular rodent Chow diet (Purina #5001).
After the two days under HC and Chow diets, five animals
were sacrificed.

Hepatocytes were isolated from the rest of the HC and
Chow mice by the two-step collagenase perfusion, as we
previously described [12]. The viability was >90% as assessed
by trypan blue exclusion. Hepatocytes were seeded at 2.13
x 10° cells per cm? either in Lab-Tek chambered slides or
in 10 cm dishes (Nalge, Nunc) in the Ham’s F-12/Dulbecco’s
modified Eagle’s basal hepatocyte growth medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum. After 4h of cells
attachment, media were replaced by a serum-free basal
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hepatocyte growth medium. In the following day, cells were
treated with 50 ng/mL HGEF.

2.3. Biochemical Determinations, HGF Serum Content, and
Analysis of Liver Function. Serum levels of cholesterol, aspar-
tate aminotransferase (AST), alanine transferase (ALT), and
alkaline phosphatase (ALP) activities were determined by
automated method using Reflovet Plus (Roche).

Serum samples were obtained from NASH patients and
healthy volunteer donors (referred to as control), in the
Liver Unit at the University Hospital (UANL, Monterrey, NL,
Mexico). All participants signed the document of informed
consent process. Serum content of HGF was addressed by
ELISA assay using either Mouse/Rat or human HGF Quan-
tikine Immunoassays (R&D systems, Minneapolis, MN),
following manufacturer’s instructions.

2.4. Western Blot Analysis. Western blot analysis was per-
formed as we previously described [17] using antibodies
listed in Supplementary Table 1, in Supplementary Material
available online at http://dx.doi.org/10.1155/2016/7960386.

2.5. Protein Content Determination. Total protein concentra-
tion was determined using the bicinchoninic acid (BCA) kit
(Pierce Thermo Scientific, Rockford, IL), according to the
manufacturer’s instructions.

2.6. Oxidative Stress Parameters. Reactive oxygen species
(ROS) content was determined using 2'—7'—dichlorodihydro—
fluorescein diacetate (DCFH), as previously reported [12].
Hepatocytes from both animals Chow and HC were seeded in
96-well plates (5 x 10* cells/well); after overnight stabilization
cells were incubated with 5uM DCFH, a cell-permeable
nonfluorescent probe that is deesterified intracellularly and
converted to the highly fluorescent 2,7’ -dichlorofluorescein
upon oxidation by ROS, particularly peroxides (H,0,); fluo-
rescence was detected using a DTX 880 multimodal detector
(Beckman Coulter) with excitation wavelength of 480 nm and
emission wavelength of 520.

Carbonyl modification of proteins is a key biomarker for
the identification of oxidative stress and was addressed by
using Oxyblot Protein Oxidation Detection Kit (Millipore,
Darmstadt, Germany).

SOD and catalase enzymes activities were determined as
we previously reported [19], and GSH and GSSG content were
assayed by HPLC as previously reported [17].

2.7. Histology and Immunohistochemistry. Formalin-fixed
paraffin-embedded liver sections were stained with hema-
toxylin and eosin (H&E) following standard procedures.

2.8. c-Met Immunofluorescence. Immunofluorescence of c-
Met was determined as previously reported [20] using anti-
c-Met antibody (Cell Signaling Inc.).

2.9. Free Cholesterol Determination by Filipin Staining. Iso-
lated hepatocytes were fixed with formalin 10% for 1 h at room
temperature. For free cholesterol determination, cells were
incubated with filipin 0.2 mg/mL overnight at 4°C protected
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from light. After 3 final washes in PBS, cells were mounted
and confocal microscopy images were collected using UV
light excitation.

2.10. Neutral Lipid Determination by Oil Red O (ORO). Neu-
tral lipids were determined by ORO staining as previously
reported [21]. Fixed hepatocytes were stained with 0.2%
ORO solution for 4h. After rinsing with PBS, cells were
counterstained with hematoxylin.

2.11. Statistical Analysis. The data are presented as mean +
SEM for at least three independent experiments carry out
by triplicate. Comparisons between groups were made using
Student’s ¢-test, and Mann-Whitney test. GraphPad Prism 6
software for OSX was used to run analysis. Differences were
considered significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. A HC Diet Induces Steatosis and Liver Damage. Animals
were fed with a high-cholesterol diet for two days; Figure 1(a)
shows gross inspection of the livers; HC exhibits the charac-
teristic pale color of steatosis, and a gallbladder increased in
size, in comparison with animals fed with Chow regular diet.
Routine H&E staining revealed a microvesicular steatosis
and high number of binucleated hepatocytes (arrows) in HC
tissue, suggesting ongoing repair process after tissue damage.

The analysis of liver damage markers reveals hepatocellu-
lar injury due to HC diet increasing the ALT, AST, and ALP
activity in serum from animals under that diet (Figure 1(b)).

Hepatocytes isolated from HC mice and cultured for
24 h exhibited an increment in lipid content, as bright field
microscopy clearly shows (Figure 1(c)). Neutral lipids and
free cholesterol determination by ORO and filipin staining,
respectively, confirmed lipid content in comparison with
cells from animals fed with Chow diet; the lipid overload
was observed even with bright field microcopy; these results
indicate that hepatocytes are overloading lipids and cell
culture did not affect this feature.

3.2. Lipid Accumulation in the Liver Decreases c-Met Content
in Plasma Membrane and HGF Concentration in Serum. Due
to HGF and c-Met transducing the main repair and survival
signals in the damaged liver [13], we decided to address the
HGF serum levels in animals under both diets. Figure 2(a)
shows a significant decrease in serum HGF concentration
in HC animals, and c-Met content in plasma membrane
is considerably decreased in HC liver tissue as judged by
immunofluorescence of the receptor (Figure 2(b)).

3.3. Hepatocytes from HC Fed Animals Are under Oxidative
Stress. One of the main consequences of cell lipid overload
is ROS generation. Supplementary Figure 1 shows that
HC hepatocytes are overproducing ROS judged by DCFH
fluorescence (Supplementary Figures 1A and B), and it was
related to an increment in protein oxidation (Supplementary
Figure 1C) when comparing with Chow cells.

3.4. HGF Decreases ROS Content in HC Hepatocytes by
Increasing GSH Antioxidant System. As previously reported

HGF can control cellular redox status [12]; to figure out if
HGEF is able to induce this response in cholesterol overloaded
cells, we treated hepatocytes with HGF (50 ng/mL) for dif-
ferent times and ROS content was determined. Figure 3(a)
shows that HGF decreased ROS in HC hepatocytes in a time-
dependent manner, reaching control values at 24 h; this effect
was corroborated by fluorescence microscopy (Figure 3(b))
at 24 h. HGF induced the expression of catalase at 12 and
24 h in Chow cells. SOD1 was also increased in HC cells but
failed in Chow hepatocytes (Figure 4(a)). To confirm that,
we assayed the activity of these enzymes at 24h of HGF
treatment; Figure 4(b) shows the activity of the enzymes;
catalase activity is considerably increased in HC NT cells, in
comparison with Chow NT, but no changes were observed in
HGEF treatment; in the case of total SOD activity there is no
difference in NT cells, and HGF only induced an increase in
the activity in Chow cells.

To gain more evidence of the HGF-induced antioxidant
response, we assayed the GSH ratio by HPLC; Figure 4(c)
depicts an increase in GSH ratio at 12 h of treatment, which
is consistent with the cellular response elicited by HGE. The
immunoblot analysis of the main GSH-related antioxidant
enzymes (Figure 4(d)) shows that HGF was able to induce the
expression of y-GCS, G6PD, MGST, and GPX3/4/5 in Chow
cells; interestingly no significant changes were observed in
y-GCS in HC hepatocytes; however, G6PD was elevated in
HC suggesting GSSG recycling as a mechanism of protection
(Supplementary Figure 2).

Finally, in order to find the significance of HGF in
cholesterol-relevant human liver disease, such as nonalco-
holic steatohepatitis in humans [1], we assayed serum HGF
levels in patients with NASH. Figure 5 shows the ELISA result
of HGF quantification; it is clear that NASH patients present
a significant increase in circulating levels of HGF; these data
suggest that HGF/c-Met signaling is required for a proper
response against NASH in humans where free cholesterol is
frequently accumulated.

4. Discussion

We, and others, have previously reported that cholesterol
overload induces cytotoxic effects and oxidative stress in
the liver [2, 4, 22], as Figure 1 supports; although Mari and
collaborators reported that mitochondrial GSH depletion
is related to sensitization to TNF- or FAS-induced cellular
damage [2], the mechanism of oxidative stress-mediated
injury remained partially characterized.

It has been extensively reported that HGF displays an
antioxidant response under canonical liver insults, induc-
ing protection by the expression of antioxidant [8], and
antiapoptotic proteins [17]. In order to characterize the
response of HGF in cholesterol overloaded hepatic cells, we
isolated primary mouse hepatocytes from animals fed with
a high-cholesterol diet for two days. Although the dietary
model that we followed is not canonical of NASH, primary
mouse hepatocytes from HC animals clearly exhibited an
increment in neutral lipids and free cholesterol content,
as Figure 1(c) shows; in addition, oxidative stress was also
confirmed (Supplementary Figure 1); our results in mice are
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F1GURE 1: High-cholesterol diet induces liver injury and hepatocytes lipid overload. (a) Gross inspection of the liver and hematoxylin and eosin
(H&E) staining of liver tissue from animals under normal Chow and high-cholesterol (HC) diet for two days. Arrows indicate hepatocyte
proliferation. (b) Liver function test: alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and alkaline phosphatase (ALP). (c)
Bright filed microscopy; neutral lipids and free cholesterol content assessed by Oil Red and filipin staining, respectively, of HC and Chow
hepatocytes. Images are representative of at least three independent experiments. Original magnification, 200x. Each column represents mean
+ SEM of at least four independent experiments. * P < 0.05 versus Chow diet.

in agreement with those found in rats by Mari and coworkers
[2].

HGF efficiently displays an antioxidant response by
increasing key enzymes that maintain ROS under control
[23], such as catalase or SOD], in a mechanism dependent on
the activation of nuclear factor kappa B [5]. It is important
to note that alcohol-induced oxidative stress is dependent
on the activity of the cytochrome P450 2EI located in the

endoplasmic reticulum; in the steatosis model used in this
study, mitochondria play a significant role [2], and we were
focused to know if HGF can also display a protective response
in cells with mitochondria dysfunction as it does control
NADPH oxidase- or Cyp2El-mediated damage, in hepatic
cells [5]. Figure 3(a) shows that HGF treatment decreases
ROS production and protein oxidation. Interestingly, catalase
content, determined by western blotting, was induced in
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in serum HGF levels (a), quantified by ELISA, and c-Met expression assayed by immunofluorescence, original magnification, 200X (b). c-Met
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FIGURE 3: HGF decreases the oxidative stress induced by the cholesterol overload. (a) Quantification of 2',7'-dichlorofluorescein fluorescence:
data are reported as fluorescence arbitrary units (FAU). Each point represents mean + SEM of at least four independent experiments. (b)
Representative confocal images of peroxides content determined by 2',7'-dichlorofluorescein fluorescence in Chow and HC cells treated or
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FIGURE 4: HGF effect on antioxidants enzymes and GSH ratio. (a) Western blot and densitometric analysis of catalase and superoxide
dismutase 1 (SOD1) under HGF treatment for different times. (b) Enzymatic activity of catalase and SOD, in Chow and HC cells treated with
HGEF for 24 h. (c) Ratio of reduced glutathione (GSH) to oxidized glutathione (GSSG), determined by HPLC. Chow and HC cells were treated
with HGF for different times. Each column represents the mean + SEM of three independent experiments. (d) Western blot analysis of y-
gamma glutamyl cysteine synthetase (y-GCS); GSH peroxidase (GPX) 3/4/5; mammal GSH-S-transferase (MGST); and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD). Images are representative of at least three independent experiments. Actin was used as housekeeping loading control.
Each column represents mean + SEM of at least four independent experiments. P < 0.05 versus nontreated Chow cells; “p < 0.05 versus
nontreated HC cells.

hepatocytes from Chow fed animals, but its content decreased To confirm our data, we decided to assay the activity
in a time-dependent manner in HC cells; even more, SOD1 ~ of both enzymes at 24h of HGF treatment. Cholesterol
increases in HC cells, with no significant changes in Chow  induced 4-fold increment catalase activity and HGF treat-
hepatocytes (Figure 4(a)). ment decrease it to basal values; this result is in agreement
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with that observed in western blot. In the case of SOD, no
changes were observed in the activity of the enzyme under
cholesterol treatment; however, as expected, HGF induced
the SOD activity at 24 h. These proteins are among the main
ROS detoxifying enzymes, and particularly the three forms
of SOD are quite sensitive to ROS changes inducing their
content decrement or activity as we recently showed [24];
however, cholesterol overload in hepatocytes does not seem
to alter SOD at least at two days under HC diet.

To continue exploring the antioxidant response elicited
by HGE, we were focused on the GSH system. We have
clear evidence that HGF can stimulate the GSH system
machinery, particularly the key enzyme in GSH synthesis,
the gamma-glutamylcysteine synthetase (y-GCS), which, in
addition, increases GSH content [5, 17]; in the present study
we did find the same effect in Chow cells; interestingly,
y-GCS content in HC cells slightly decreased with HGF
treatment, but GSH/GSSG ratio presented a different behav-
ior; HGF induced a decrease in the tripeptide ratio at 6 h
comparing with Chow cells, and at 12 h GSH ratio exhibited
a significant recovery. These were in agreement with the
expression of the main enzymes related to GSH, such as y-
GCS, GSH peroxidase, GSH-S-transferase, and glucose-6-
phosphate dehydrogenase, which provide NADPH, the main
electron donor in the reduction of GSSG into GSH by GSH
reductase [25]; all these enzymes were induced by HGF in
the Chow cells, in a time-dependent manner; nontreated HC
cells exhibited a basal overexpression of these antioxidant
enzymes; comparing with nontreated Chow cells, a slight
increment was observed at 12 and 24 h. These data clearly
indicate that HGF protects by inducing GSH systems. As
indicated by Mari and coworkers in rat hepatocytes [2],
mitochondrial GSH depletion induced the sensitization to
death receptors-mediated injury; the reestablishment of GSH
avoided this effect. Similarly it has been observed that c-
Met signaling deletion triggered more liver lesions in animals

under N-nitrosodiethylamine treatment [18]; the coadmin-
istration of N-acetyl-cysteine, a well known GSH precursor
[26], induced a significant decrease in lesion formation and
in size of tumors, leaving the relevance of GSH in HGF-
mediated cellular protection clear.

The relevance of HGF in lipid-induced toxicity has been
confirmed even in nonhepatic cells such as the insulinoma-
derived cell line RINm5F, where the growth factor repressed
the free fatty acid-induced apoptosis by counteracting oxida-
tive stress [15]. In addition, the specific c-Met elimination in
the liver presented an aggravated steatosis under methionine-
choline deficient diet, compared with WT litter mice [27],
characterized for an enhanced apoptosis and inflammatory
response.

Finally, it is clear that HGF induces an antioxidant
response; however, it is well known that this growth factor
can control many other cellular responses. As it has been
proved in the present work, high-cholesterol diet can lead
to oxidative stress, characteristic that can aggravate the liver
disease, such as steatosis or steatohepatitis. More research is
required to understand the impact of HGF, even far away
from ROS manage.
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Supplementary information and data

Antibody Catalog Company Dilution
Catalase C0979 Sigma Aldrich 1:3000
SoD1 5¢-11407 Santa Cruz Biotechnology |1:2000
v-GCS sc-22755 Santa Cruz Biotechnology |1:1000
MGST sc-138 Santa Cruz Biotechnology |1:200
GPX 3/5/6 5c-55102 Santa Cruz Biotechnology |1:200
G6PD 8866 Cell Signaling 1:1000
Actin A3854 Sigma Aldrich 1:10,000

Supplementary table 1. Antibodies used in Western blots studies in the present work
SOD, Superoxide dismutase; g-GCS, g-glutamylcysteine synthetase; MGST, mammal
Glutathione S transferase; GPX, Glutathione peroxidase. G6PD, Glucose-6-Phosphate
Dehydrogenase
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Supplementary figure 1 Cholesterol induces oxidative stress in primary mouse hepatocytes.
Peroxides content determined by DCFH fluorescence in, (A) chow and, (B) HC hepatocytes. (C)
Quantification of 2',7'-dichlorofluorescein fluorescence, data are reported as fluorescence
arbitrary units (FAU). (D) Protein oxidation determined by oxyblot. Images are representative
of at least three independent experiments. Each column represents mean + SEM of at least
four independent experiments. * p < 0.05 vs chow diet.
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Supplementary figure 2 HGF effect on antioxidants enzymes.

Western blots of figure 4. (A) y- gamma glutamyl cysteine sinthetase (y-GCS); (B) GSH
peroxidase (GPX) 3/4/5; (C) mammal GSH S transferase (MGST); and (D) glucose-6-phosphate

dehydrogenase (G6PD). Each column represents mean + SEM of at least four independent

experiments. * p < 0.05 vs not treated Chow cells, # p < 0.05 vs not treated HC cells.



