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ARTICULO ORIGINAL

La dieta alta en colesterol altera el proceso reparador
del factor de crecimiento de hepatocitos

Maria Concepcion Gutiérrez Ruiz*, Mayra Dominguez Pérez, Sandra Rodriguez Gonzélez,

Natalia Nufio Lambarri, Cynthia Licona Retama y Luis Enrique Gémez-Quiroz
Departamento de Ciencias de la Salud, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa

Resumen

El higado graso representa en la actualidad un problema de salud grave en el mundo occidental. En nuestro pais se
consume una gran cantidad de alimentos que son ricos en colesterol. El colesterol es un componente importante en
las balsas lipidicas, donde se encuentran inmersos muchos de los receptores de factores de crecimiento, por lo que
su funcionamiento puede verse alterado en presencia de concentraciones altas del mismo. El factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y su receptor c-Met son responsables de iniciar una respuesta reparadora tras un dafo. En el
presente trabajo nos centramos en estudiar el efecto que genera una dieta alta en colesterol en el proceso molecular
de reparacion mediado por el HGF, tanto en hepatocitos como a nivel tisular. Los resultados muestran un retraso en la
activacion de la ruta de sefalizacion mediada por HGF, lo cual se traduce en una deficiencia en el proceso de
reparacion, que en caso de una agresion continua podria favorecer la progresion del dafio hepatico.

PALABRAS CLAVE: Colesterol. Esteatosis. Factor de crecimiento de hepatocitos.

Abstract

Currently, fatty liver represents a serious public health problem in the Western world. In our country, a large amount of
food rich in cholesterol is consumed. Cholesterol is an important component in lipid rafts, where many receptors for
growth factors are localized, so its functionality could be altered in the presence of high cholesterol concentration.
Hepatocyte growth factor (HGF) and its receptor c-Met are known to promote repair after an injury. The aim in the present
work was to study the effect of a high cholesterol diet in the molecular repair process mediated by HGF in hepatocytes
and liver tissue. Data show a delay in the activation of the HGF-mediated signaling cascade which results in a deficient
repair process, that in the case of a continuous aggression could favor the progression of liver damage.

KEY WORDS: Cholesterol. Steatosis. Hepatocyte growth factor.

|ntroducci6n

El sindrome metabdlico es la principal causa de mor-
bilidad y mortalidad en todo el mundo, combina proble-
mas en el metabolismo de glucosa, accion de la insu-
lina, sobrepeso, dislipidemia, un estado proinflamatorio,
hipertension, etc., lo cual eventualmente conduce a la
obesidad, a la diabetes tipo 2, a las enfermedades
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cardiovasculares y, como se ha venido estudiando amplia-
mente en los Ultimos afios, a serios problemas hepaticos 2.

La enfermedad por higado graso no alcohdlica (NAFLD)
es la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico*s
y se caracteriza por un incremento en el depdsito de
lipidos en el higado, el cual, progresivamente, alcanza
un estado inflamatorio (esteatohepatitis no alcohdlica
[NASH])), fibrosis, cirrosis y cancer hepatocelular (HCC).

El proyecto fue patrocinado parcialmente con el apoyo del Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT # 131707 y 166042), el
Estimulo Antonio Ariza Cafadilla, de la Fundacién Mexicana para la Salud
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En EE.UU. se sabe que el 90% de los pacientes con
obesidad presentan NAFLD, de los cuales un 10%
progresan a NASH, y de ellos un 26% a cirrosis®.

Sibien se ha caracterizado el impacto de una dieta rica
en acidos grasos o en carbohidratos en el desarrollo de
la NAFLD, se ha dejado a un lado los efectos que tiene
en la salud hepatica una dieta alta en colesterol; esto
toma particular importancia en México, ya que el con-
tenido de colesterol de la dieta del mexicano es 10 veces
superior a la que tienen paises europeos, sobre todo los
de la costa del Mediterraneo. Recientemente, se ha ca-
racterizado los efectos que tiene la sobrecarga de coles-
terol en los hepatocitos de ratas alimentadas con una
dieta hipercolesterolémica (HC)®7, compuesta por un ali-
mento base para roedores (purina # 5001) suplementada
con 2% de colesterol y 0.5% de colato de sodio.

El colesterol es importante para el buen funciona-
miento celular. Es componente central de las balsas
lipidicas, por lo que una disminucién o aumento de los
niveles de colesterol afecta seriamente a los componentes
proteicos de las balsas, sobre todo cuando se trata de
receptores de factores de crecimiento o citocinas®.

Datos reportados por Mari, et al.? informan que la so-
brecarga de colesterol, y no la de triglicéridos, en el he-
patocito sensibiliza a la célula a la esteatohepatitis me-
diada por el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y Fas.
Por otro lado, el mismo grupo de investigacion reporté
que el colesterol mitocondrial contribuye a la resistencia
de células de hepatocarcinoma a la quimioterapia por un
mecanismo dependiente del incremento en el orden de
la membrana mitocondrial. El tratamiento con estatinas
indujo sensibilidad de las células cancerosas a la doxo-
rubicina’, demostrando que al menos existe un efecto, en
la resistencia a las terapias anticancerosas, conferido por
el colesterol. Lo anterior deja claro que, mas que la
cantidad de grasa en la célula hepatica, es el tipo de
ella la que marca una sensibilidad al dafio hepatico.

En el higado, el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) y su receptor c-Met son los principales responsa-
bles de iniciar una respuesta reparadora tras un dafio’°.
Las principales respuestas desplegadas por el HGF ten-
dientes a controlar el dafio y a reparar el tejido estan,
basicamente, relacionadas con procesos mitogénicos,
motogénicos, morfogénicos, de sobrevivencia y de con-
trol del estado redox celular y el estrés oxidante!™'3,
Nuestro grupo de investigacion ha venido caracterizando
ampliamente este Ultimo aspecto, habiendo comprobado
que el HGF induce la expresion de proteinas antioxidan-
tes y de sobrevivencia por mecanismos que involucran
rutas de sefalizacion canonicas de la reparacion, como
son las mediadas por las proteinas Stat3, Erk, Akt, y por

factores de transcripcion como el factor nuclear (NF) kB,
entre otros'!'214. Entre ellas toma particular importancia
la ruta de Erk, la cual inicia cuando receptores con acti-
vidad de tirosina cinasa, como c-Met, son activados,
generando a su vez una respuesta en cadena mediada
por la fosforilacion secuencial de los miembros de la ruta
como son RAS, RAF, MEK vy, finalmente, Erk, quien se
transloca al nlcleo y permite la fosforilacion y activacion
de factores de transcripcion que dirigiran la sintesis de
proteinas de reparacion, proliferacion y sobrevivencia'®.
Se ha visto que los niveles séricos de HGF se elevan
tras una agresion aguda con diversos agentes hepa-
totoxicos como el tetracloruro de carbono (CCl,), el
alcohol, el lipopolisacarido (LPS) o por una hepatecto-
mia parcial'®, y este incremento estéa relacionado con
una recuperacion del ¢érgano. EI mecanismo de pro-
teccion y reparacion mediado por el HGF ha sido
ampliamente estudiado, basicamente, en modelos de
hepatectomia parcial y por agentes quimicos toxicos,
sin embargo, se desconoce cémo se da este proceso
en condiciones de sobrecarga de lipidos en las células
hepaticas, principalmente de colesterol. En el presen-
te trabajo nos hemos centrado en el estudio de las
rutas moleculares que despliega el HGF tanto en he-
patocitos como en el higado de ratones que han sido
sometidos a una dieta rica en colesterol por 2 dias.

Material y métodos
Materiales

Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Al-
drich de México, salvo cuando se indigue lo contrario.
Los anticuerpos, tanto primarios como secundarios,
fueron adquiridos en Santa Cruz (Santa Cruz Biotech-
nology). EI HGF recombinante humano fue adquirido
en Peprotech México, y se usé siempre a una concen-
tracion de 50 ng/ml. Los estuches comerciales de
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) para las
citocinas estudiadas fueron de la marca R&D Systems.

Aislamiento y cultivo de hepatocitos de raton

Para el aislamiento de hepatocitos de ratén se utilizé la
técnica de la doble perfusién con colagenasa, de acuerdo
con lo reportado previamente por Gémez-Quiroz, et al.
(2008)'". Brevemente, el higado es perfundido con 30 ml
de una solucién amortiguadora salina de Hanks (HBSS)
suplementada con EGTA, para eliminar el calcio que me-
dia la interaccion entre los hepatocitos; posteriormente se
perfundié con 50 ml de una solucion compuesta por medio
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Williams suplementado con colagenasa al 0.03%; al tér-
mino de esta segunda perfusion el higado se recupera y
se homogeneiza en medio de cultivo suplementado con
10% de suero fetal bovino. La suspension celular se cen-
trifugd en percoll para eliminar las células muertas de las
vivas. Se determind la viabilidad por la técnica de azul de
tripano. Finalmente, los hepatocitos viables se sembraron
a una densidad de 1.25 x 10°cellcm? y se dejo estabilizar
el cultivo por 4 h, al término de lo cual se cambié el medio
por otro sin suero hasta la realizacion de los experimentos.

Inmunoanalisis: Western blot

Finalizado el tratamiento, las células fueron recupera-
das, lisadas con el amortiguador de lisis M-Per (Pierce
Chemical, Rockford, IL) y sometidas a una electroforesis
en geles en gradiente 4-20% Duramide (Lonza). La pro-
teina se transfiri6 a una membrana de polivinildenedifluo-
ruro (PVDF) (Bio-rad) y se continué con el procedimiento
estandar de Western blot, segun lo hemos reportado
previamente'. Los anticuerpos usados en el presente
estudio fueron contra: catalasa, y-glutamil cisteinil sinte-
tasa (GCS), actina, y contra las formas totales y fosfori-
ladas de STAT3, Akt, RAS, MEK, RAF, Erk y c-Met. La
deteccion se llevod a cabo empleando un estuche comer-
cial de quimioluminiscencia (GE Health Care).

Determinacion de proteinas oxidadas

La determinacion de proteinas oxidadas es un marca-
dor indiscutible de estrés oxidante; esta determinacion
se realiz6 empleando el estuche comercial Oxyblot
(Millipore) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Histologia y determinacion de lipidos
por aceite rojo O

Los higados obtenidos de los animales fueron fijados
con paraformaldehido al 4% en solucion amortiguadora
de fosfatos (PBS) por 12 h; al término fueron lavados con
PBS e incluidos en medio optimo de corte (OCT) en
criomddulos y congelados en nitrégeno liquido. Una vez
estabilizados por 2 h a =70 °C, se hicieron cortes de 8 um
y se montaron en laminillas de vidrio cargadas positiva-
mente, y se procedid a la realizacion de la técnica de
tincion de lipidos con aceite rojo O siguiendo el protocolo
reportado por Mari, et al. (2006)°.

Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se realizd por medio
de la técnica del acido bicinconinico, empleando el

estuche comercial BCA kit (Pierce). Se siguieron las
recomendaciones del fabricante.

Determinacion de peroxidos

El contenido de perdxidos fue determinado usando la
diclorofluoresceina (DCFH), la cual emite fluorescencia en
presencia de peroxidos. Se sembraron 50,000 cel/pozo
en placas de 96 pozos, se dejo estabilizar el cultivo por
12 h'y se adicion6 la DCFH a una concentracion final
de 3 UM por 30 min. Pasado el tiempo de incubacion
la placa se llevd a un detector multimodal DTX 880
(Beckman Coulter) y se excitd a 480 nm. La deteccion
se realizé a 520 nm; los datos se reportan como unida-
des arbitrarias de fluorescencia por nimero de células.

Determinacion de los niveles séricos
de citocinas por enzyme-linked
immunosorbent assay

La determinacién en suero de HGF, TNF-a e inter-
leucina 6 (IL-6) se realizéd por medio de la técnica de
ELISA empleando ensayos comerciales (R&D Sys-
tems) siguiendo el protocolo del fabricante.

Anélisis estadistico

Cada experimento se realizo por triplicado en por lo
menos tres eventos independientes. El andlisis esta-
distico de los resultados se hizo empleando el analisis
de varianza (ANOVA) seguida por la prueba de Tukey.
El nivel de significancia fue de p inferior a 0.05.

Resultados

Con la finalidad de investigar los efectos que gene-
ra a nivel hepatico un incremento en la ingesta de
colesterol, sometimos a un grupo de ratones a una
dieta HC compuesta por un alimento balanceado para
roedores (chow), suplementado con 2% de colesterol
y 0.5% de colato de sodio por 48 h. Los animales
control recibieron solo la dieta chow.

En la figura 1 se puede observar el aspecto macros-
copico del higado de un ratén sometido a una dieta
regular (Fig. 1 A) y un ratén sometido a la dieta HC
(Fig. 1 D), como se puede observar, este ultimo pre-
senta cambios en la coloracion caracteristica de un
higado sano, tornandose a un color rosado palido por
el gran contenido de lipidos depositados en el érgano,
el incremento en el depdsito de lipidos fue corrobora-
do por histologia usando la técnica de aceite rojo O,
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Figura 1. La dieta HC induce esteatosis. A: aspecto macroscopico del
higado con dieta chow. B: HC. C: histologia con tincion de aceite rojo
O de tejido hepatico de ratdén con dieta chow. D: con dieta HC. Hepa-
tocitos en cultivo primario de ratones con dieta. E: chow, y con dieta
HC. F: imdgenes representativas de al menos tres animales diferentes.

la cual permite determinar la presencia de lipidos neu-
tros en el tejido. La figura 1 E muestra una gran can-
tidad de microvesiculas lipidicas que es caracteristico
del higado con esteatosis generado por la dieta HC?,
efecto que no se observa en el tejido de ratones ali-
mentados con la dieta chow (Fig. 1 B). Para determinar
de manera mas precisa la acumulacion de lipidos,
aislamos hepatocitos de los ratones alimentados con
ambas dietas y los sometimos a cultivo por 12 h, la
figura 1 F muestra el incremento de vesiculas lipidicas
en los hepatocitos en comparacion con las células de
los ratones alimentados con la dieta chow (Fig. 1 C).
Con la finalidad de conocer si la dieta alta de coleste-
rol afecta a la capacidad de reparacion mediada por el
HGF, los hepatocitos aislados de ratones sometidos a
ambas dietas fueron sembrados en cajas de 6 cm y se
dejaron estabilizar los cultivos por 12 h en medio sin
suero. Posteriormente, se hizo una herida en el cultivo
con una punta de micropipeta de 10 pl y se adiciond 50
ng/ml de HGF por diferentes tiempos. La figura 2 mues-
tra el resultado de un ensayo herida-cicatriz. Como se
observa, el HGF indujo en los hepatocitos chow un claro
efecto reparador desde las 24 h de tratamiento, carac-
terizado por la motogénesis de las células, las cuales
tienden a reparar o sellar la herida que se genero, efec-
to que no se observo en los cultivos no tratados (NT). En
el caso de los hepatocitos HC el efecto del HGF es
nulo a las 24 h, viéndose un inicio incipiente y retrasa-
do a las 48 h. Los datos sugieren que la sobrecarga
de colesterol en los hepatocitos genera un efecto re-
parador deficiente y tardio mediado por el HGF.

h
NT
Chow
HGF
NT
HC
HGF

Figura 2. Ensayo de herida-cicatriz. Hepatocitos de ratones alimen-
tados con dieta chow y con dieta HC fueron sembrados y estabili-
zados. Posteriormente se hizo una herida como se indica en mate-
rial y métodos, y se dejo el cultivo a los tiempos indicados. Las
fotografias fueron tomadas 24 y 48 h después del tratamiento con
HGF (50 ng/ml). Las imégenes son representativas de al menos tres
experimentos independientes.

Con el objetivo de caracterizar la transduccion de
sefiales mediada por el HGF y su receptor c-Met,
realizamos un ensayo curso-temporal por Western blot
para analizar el estado de activacion de c-Met por la
fosforilacion en la tirosina 1365. Las células de anima-
les con ambas dietas fueron tratadas o no con HGF
por 0, 0.5, 1, 5, y 15 min. En la figura 3 se puede
observar que en las células chow se incrementa la
fosforilacion de c-Met a los 30 s después de iniciarse
el tratamiento con HGF, manteniéndose elevado al
minuto y decayendo a valores normales a los 5 min,
mientras que en el caso de los hepatocitos HC se
eleva a los 5 min y a los 15 min esta a niveles del
control. Lo anterior estuvo relacionado con la activa-
cion de una de las principales proteinas blanco de la
ruta de HGF/c-Met rio abajo, como es Akt; la fosforila-
cion de Akt en las células chow se observo al minuto
de tratamiento, mientras que en las células HC se
present6 hasta los 15 min después de iniciado el tra-
tamiento. Estos resultados generan una explicacion
molecular del proceso de reparacion retrasado que se
observo en el ensayo de herida-cicatriz (Fig. 2).

A continuacion, el estudio se centré en caracterizar
el tipo de dafio en nuestro modelo. Previamente, el
grupo de Fernandez-Checa habia reportado que, en
ratas alimentadas con la misma dieta que hemos em-
pleado, se presentaban desérdenes a nivel mitocon-
drial generando estrés oxidante®, por lo que decidimos
corroborar si en nuestro modelo en ratones teniamos
condiciones oxidantes que puedan explicar el desorden
observado. Procedimos a evaluar los niveles de perdxidos
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Figura 3. Ensayo curso temporal de la activacion de c-Met y Akt.
Hepatocitos de ratones alimentados con dieta chow o con dieta HC
fueron tratados con 50 ng/ml de HGF por los tiempos indicados. Se
extrajo la proteina total y se procedio a realizar en los estudios
de Western blot, como se indica en material y métodos. Las imdgenes
son representativas de al menos tres experimentos independientes.
La actina se usé como control de normalizacion de carga.

generados por la dieta HC. En la figura 4 A se presentan
los resultados, observandose que las células HC gene-
raron un incremento significativo de perdxidos en com-
paracion con las células chow. Lo anterior se relacion6
con una elevacion de proteinas oxidadas, las cuales
son consecuencia de un incremento en el contenido
de moléculas oxidantes (Fig. 4 B).

Con la finalidad de evaluar el efecto protector indu-
cido por el HGF, evaluamos la expresion de dos de
las principales enzimas antioxidantes como son la ca-
talasa y la y-GCS, que es la enzima limitante en la
sintesis del glutation, principal agente hepatoprotector.
Hepatocitos provenientes de animales sometidos a las
dos dietas fueron tratados con 50 ng/ml de HGF por
3, 6, 12y 24 h, se extrajo la proteina total y se realizé
una serie de Western blot usando anticatalasa y anti-
y-GCS. Como se puede observar en la figura 5 A, el
HGF indujo la expresién de ambas enzimas en los
hepatocitos chow, sin embargo, en las células HC se
observo una disminucion de las dos proteinas investi-
gadas, sugiriendo un restablecimiento del estado redox
celular inducido por el HGF. Para corroborar lo anterior
se realizd un ensayo para determinar el contenido de
las proteinas oxidadas bajo el tratamiento con HGF,
observandose en las células HC que este tratamiento
tiende a revertir el estado oxidante, en comparacion
con las células chow. Los resultados sugieren que el
HGF protege a las células contra los efectos oxidantes
inducidos por la dieta HC.

Finalmente, para tener una aproximacion in vivo del
fendmeno de estudio, decidimos tratar a una serie de
animales de experimentacion con ambas dietas, con una
dosis tnica de 0.4 pg/g de peso de CCl,, 24 h después
se recuperd la sangre vy el tejido hepatico para hacer la
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Figura 4. La dieta HC induce estrés oxidante. Hepatocitos en culti-
vo obtenidos de ratones alimentados con la dieta normal chow o
con la dieta HC fueron usados para determinar: la generacion de
peréxidos empleando la DCFH (A) y para determinar el contenido
de proteinas oxidadas en lisado total celular (B). Las barras repre-
sentan el promedio + ES. Las imdgenes son representativas de al
menos tres experimentos independientes (p < 0.05) con respecto a
las células de animales con dieta chow.

determinacion de citocinas de reparacion hepética en
sangre y Western blot en lisado total de higado.

Se midieron los niveles séricos de HGF, TNF-a. e IL-6
a las 24 h después de la inyeccion con CCl,. En la
figura 6 se muestra que, tras la inyeccién con el agen-
te hepatotdxico, los niveles de HGF se incrementan

A Chow HC

NT 3 6 1224 NT 3 6 12 24
f - o wm w8 ™ Catalasa
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NT 3 6 12 24 h HGF
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Figura 5. El HGF contrarresta el estrés oxidante generado por la
dieta HC. Hepatocitos en cultivo obtenidos de ratones alimentados
con la dieta Chow o con la dieta hipercolesterolémica (HC) fueron
tratados con 50 ng/ml de HGF por los tiempos indicados, se aislo
la proteina total y se sometio a: A: andlisis por Western blot de
catalsa y gama-glutamil cisteinil sintetasa (y-GCS) y B: Oxidacion
de proteinas por oxyblot. La actina se usé como control de carga.
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Figura 6. E/ CCl, induce el incremento de HGF en suero. Ratones
macho de la cepa CD1 fueron inyectados con CCl, (0.4 ug/g), 24 h
después se sacrificaron y se extrajo suero para la cuantificacion de
HGF, IL-6 y TNF-a. por el método de ELISA. Las barras representan
el promedio de al menos tres ratones + ES (p < 0.05) con respecto
a los ratones a 0 h (sin CCl,).

notablemente, mientras que los niveles de IL-6 y TNF-a.
permanecen sin cambios. Lo anterior demuestra que
el HGF es el primer factor que se incrementa tras una
agresion a nivel hepético.

Decidimos explorar el estado que guardan las principa-
les proteinas de reparacién que son activadas por el HGF,
como son Stat3, Akt y Erk, realizamos Western blot de ellas
en homogenado total de higado. Los resultados mues-
tran que no hay cambios significativos en Stat3, ni en Akt
(datos no mostrados). Sin embargo, en Erk y las proteinas
de la ruta que la activa se encontraron cambios significa-
tivos, como se puede observar en la figura 7 A. La ruta
canonica de Erk esta activada en todos sus niveles, pre-
sentando un incremento en la fosforilacion de RAS, RAF,
MEK 'y Erk en los tratamientos con el CCl, en animales
alimentados con ambas dietas. Sin embargo, la activacion
es mucho mas marcada en los animales con HC, sobre
todo en RAS; esto puede deberse a que RAS puede ser
activado no s6lo por c-Met sino por otros receptores de
factores de crecimiento o citocinas que se encargan tam-
bién de iniciar una sefial de reparacion. Interesantemente,
otros de los reguladores de la ruta, como la fosfatasa
SHP2, se encuentra también muy activada pero sélo
en los animales alimentados con la dieta HC, siendo
ligeramente mayor dicha activacion en los higados de
los animales que recibieron el tdxico.

Discusion

El HGF a través de su receptor c-Met despliega una
gran variedad de rutas de sefalizacién que tienden a
reparar el tejido dafado y a mantener la homeostasis
celular. Originalmente, el HGF fue identificado como un
potente mitdgeno para hepatocitos adultos', sin embargo

Chow HC
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Figura 7. La ruta de RAS/Erk se activa por efectos del CCl,. Ratones
alimentados con la dieta chow o con la dieta HC recibieron una inyeccion
intraperitoneal (ip) de tetracloruro de carbono (0.4 uglg), 24 h después
se extrajo la proteina total y se sometid a un andlisis por Westem blot de
las proteinas fosforiladas y totales de RAS, RAF, Mek, Erk y Shp2.
Las imdgenes son representativas de al menos tres experimentos
independientes. La actina se usé como control de carga.

se ha venido caracterizando muchas otras funciones,
ademés de la de proliferacion; particularmente, nuestro
grupo de investigacion se ha venido enfocando en los
anos previos a la caracterizacion de la respuesta antioxi-
dante del HGF en distintas patologias hepaticas'" ™. En el
presente trabajo nos centramos en estudiar el efecto que
genera una dieta alta en colesterol en el proceso mole-
cular de reparacién mediado por el HGF, tanto en
hepatocitos como a nivel tisular.

Nuestros resultados muestran que, tras 2 dias con
la dieta HC, el higado responde almacenando lipidos,
lo cual lo determinamos con la técnica de aceite rojo
O (Figs. 1 By E), observando una tincién positiva para
los animales con la dieta HC, lo cual se corrobord en
células en cultivo por microscopia de campo claro
(Fig. 1 F). Nuestros datos coinciden con los reportados
por Mari, et al.?, donde observaron que ratas someti-
das a la misma dieta por 2 dias presentan un grado
de esteatosis microvesicular, elevacion de colesterol y
acidos grasos libres (FFA) a nivel hepético.

La sobrecarga de colesterol en los hepatocitos puede
generar que los receptores de factores de crecimiento
se desestabilicen debido a que muchos de ellos, parti-
cularmente c-Met, se encuentran en balsas lipidicas®,
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donde el colesterol desempefia un papel preponderante
en la funcionalidad de estas estructuras membrana-
les®. De hecho, una de las principales funciones del
HGF, como es la de reparar por medio de la induccion
de la motogénesis celular, se ve seriamente afectada
en los hepatocitos HC, y esto se relaciond con un retra-
so en la activacion de c-Met y Akt (Fig. 3). Los datos
sugieren que, si bien los hepatocitos HC responden con
la activacion de c-Met, ésta se presenta con anomalias,
inicialmente con un retraso, lo cual puede generar que
los mecanismos compensatorios o inhibidores puedan
también activarse y detener la ruta.

Mari, et al.® reportaron que el principal organelo
afectado por la dieta alta en colesterol es la mitocon-
dria, generando especies reactivas de oxigeno que
condiciona al dafio hepatocelular. Por lo anterior, en
nuestro estudio exploramos si el HGF es capaz de
iniciar, como parte de una respuesta reparadora, la
activacion de medidas antioxidantes que tiendan a
disminuir el dafio oxidante. Comprobamos en nuestro
modelo que, efectivamente, el colesterol genera el in-
cremento de especies reactivas de oxigeno y dafio
oxidante, juzgado por el incremento notable de protei-
nas oxidadas (Fig. 4). Previamente, reportamos que el
HGF protege contra el dafio oxidante generado por el
metabolismo de etanol incrementando la expresion de
proteinas antioxidantes como la catalasa y la superoxi-
do dismutasa’™. Hemos podido comprobar en este
estudio que el mecanismo es practicamente el mismo:
el HGF incrementa la expresion de proteinas antioxi-
dantes como un mecanismo central de hepatoprotec-
cion, lo cual se ve reflejado en la disminucién notable
en el contenido de proteinas oxidadas en las células
provenientes de ratones alimentados con la dieta HC.

Para corroborar las observaciones de nuestros es-
tudios in vitro, decidimos tratar con CCl, a los ratones
alimentados con la dieta HC y con la dieta chow, re-
cibiendo una dosis aguda subletal de 0.4 pg/g 24 h.
Los datos corroboraron lo previamente observado; los
valores de HGF se elevaron significativamente como
respuesta al dafio hepatico (Fig. 6) y permiti¢ la acti-
vacion de la ruta de sobrevivencia mediada por RAS/
Erk (Fig. 7). Los datos presentados muestran clara-
mente que, en el animal de experimentacion, el CCl,
induce un estado de activacion elevado de la ruta
RAS/Erk en el higado HC comparado con el higado
control (chow) sélo con el téxico. La principal diferen-
cia que encontramos es la activacion significativa uni-
camente en los higados HC de la fosfatasa Shp2, la
cual se ha reportado tener funciones controversiales,
reportando en unos casos que la sobreactivacion de

la fosfatasa incrementa y estabiliza la ruta RAS/Erk y
en otros casos la de inhibirla’™. Nuestros resultados
muestran que, si bien el proceso de reparacion se ve
retrasado, termina ocurriendo, al menos, bajo nuestro
disefio experimental y las dosis subletales que hemos
usado.

En conclusion, el presente trabajo muestra que una
dieta alta en colesterol genera una deficiencia en el
proceso de reparacion hepatica mediada por el HGF,
debido a un retraso en la activacion de la ruta de sefia-
lizacién. Nuestro modelo presenta solo los efectos agu-
dos ante una segunda agresion, sin embargo estimulos
sostenidos oxidantes bajo un ambiente donde predomina
un proceso alterado de reparacion puede condicionar a
procesos crénicos o de transformacion que pueden de-
rivar en procesos carcinogénicos, como ha sido probado
en ratones deficientes en la sefializacion de Met's,
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