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Resumen

El incremento en la prevalencia de la obesidad en México esta generando también el aumento de varias enfermedades
cronicas, entre ellas las relacionadas con el higado. Datos experimentales muestran que es el tipo de lipido, mds que el
contenido de ellos, lo que marca la susceptibilidad al dafio hepadtico. La sobrecarga de colesterol en el higado conduce al
agravamiento en el dafio inducido por otros agentes toxicos; sin embargo, poco se ha explorado con respecto al estado
que guarda la proteccion celular, sobre todo aquella mediada por el NADPH oxidasa e inducida por el HGF. En el presente
trabajo nos centramos en estudiar los efectos de la sobrecarga de colesterol en el proceso de proteccion mediado por la
via de HGF/INADPH oxidasa. Los resultados muestran que una dieta hipercolesterolémica indujo dafio hepatico y esteatosis
en ratones. Los hepatocitos aislados de estos animales mostraron una sobreactivacion de la oxidasa, pero no respondieron
al efecto del HGF. La dieta hipercolesterolémica disminuyd la expresion de los componentes del NADPH oxidasa, lo cual se
ve compensado por un incremento en la actividad. En conclusion, la sobrecarga de colesterol impide la proteccion hepatica
mediada por el sistema HGF/INADPH oxidasa.
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Abstract

The increment in the prevalence of obesity incidence in Mexico is leading to the increase in many chronic maladies, including
liver diseases. It is well known that lipid-induced liver sensitization is related to the kind of lipid rather than the amount of
them in the organ. Cholesterol overload in the liver aggravates the toxic effects of canonical liver insults. However, the status
on the repair and survival response elicited by nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase and the
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hepatocyte growth factor (HGF) is not completely understood. In the present, work we aimed to figure out the HGF/INADPH
oxidase-induced cellular protection in the hepatocyte with a cholesterol overload. Our results show that a hypercholesterolemic
diet induced liver damage and steatosis in mice. The hepatocytes isolated from these animals exhibited an increase in basal
NADPH oxidase activity, although transcriptional levels of some of its components were decreased. No effect on the oxidase
activity was observed in HGF treatments. The protective effect of HGF was abrogated as a result of cholesterol cellular
overload, calculated by a survival assay. In conclusion, the cholesterol overload in hepatocytes impairs the HGF/INADPH

oxidase-induced cellular protection. (Gac Med Mex. 2015;151:456-64)
Corresponding author: Maria Concepcion Gutiérrez-Ruiz, mcgr@xanum.uam.mx
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|ntroducci6n

La obesidad representa el principal problema de salud
publica en nuestra sociedad, ya que, al igual que la
diabetes y el sindrome metabdlico, son consideradas
desordenes pandémicos en paises desarrollados’.

La enfermedad del higado graso no alcohdlico
(NAFLD) se considera la manifestacién hepética del
sindrome metabolico; sin embargo, este desorden pue-
de presentarse independiente de este padecimiento,
ya que forma parte de la historia natural de muchas
de las enfermedades hepéticas?.

A pesar de que se asume que el higado graso es el
resultado de la acumulacion de triglicéridos (TG),
el potencial toxico de otros lipidos, como el colesteral,
ha sido muy poco estudiado. En los Ultimos afios, se han
reportado algunos estudios experimentales de que la
sobrecarga de colesterol representa, tal vez, el principal
mediador téxico en la NAFLD o la esteatohepatitis®*.
En humanos se ha visto que el colesterol libre se
encuentra incrementado en pacientes con esteato-
hepatitis no alcohdlica (NASH) y se correlaciond con
la activacion de proteina unidora a elementos de res-
puesta a esteroles (SREBP-2), factor transcripcional
que dirige la expresion de las enzimas involucradas
en la sintesis de colesterol.

El colesterol es un lipido con una importancia bio-
l6gica indiscutible, forma parte fundamental de las
membranas biolégicas y es precursor de varias hor-
monas y de sales biliares; sin embargo, la pérdida
en el balance de este lipido genera problemas que
impactan en la salud, ya sea por falta o bien por
exceso de él°,

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

El HGF representa uno de los principales mediado-
res de hepatoproteccion cuando interactia con su
receptor, el protooncogén c-Met; se inicia una cas-
cada de sefializacién mediada por sistemas como
PI3K/Akt, Stat3 o Erk, que activan sistemas que con-
fieren sobrevivencia, mitogénesis, motogénesis y pro-
teccion antioxidante’. Nuestro grupo de investigacion
ha venido caracterizando este Ultimo aspecto en los
afos recientes. Hemos reportado que el HGF es capaz
de inducir la expresion de enzimas antioxidantes como
la catalasa o la superoxido dismutasa (SOD), que con-
fieren proteccion contra los efectos toxicos inducidos
por el metabolismo de etanol® o por los farmacos
antifimicos rifampicina e isoniazida'™. Por otro lado,
hemos reportado que la ausencia de sefalizacion
de c-Met condiciona la gravedad de procesos fibro-
génicos'! y carcinogénicos'®'3 en estudios llevados a
cabo en ratones con eliminacién condicional de c-Met
en el higado.

Recientemente, hemos publicado que el HGF/c-Met
regula sistemas prooxidantes, como el NADPH oxida-
sa, encontrando que el HGF ejerce un efecto bifasico
en el sistema, estimulando la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en tiempos cortos y repri-
miéndolo transcripcionalmente en tiempos superiores
a las 12 h de tratamiento con el factor de crecimiento.
Esta regulacion bifasica demostré en ambos casos
ejercer respuestas protectoras y de sobrevivencia en
hepatocitos'®. De hecho, analisis transcriptomicos glo-
bales o microarreglos llevados a cabo por muestro
grupo han mostrado que la simple eliminacion del
receptor c-Met incrementa la actividad de NADPH oxi-
dasay el estrés oxidante por la pérdida del control de
c-Met sobre la oxidasa'.

El NADPH oxidasa es un sistema multicomponente
formado por subunidades membranales como las ca-
taliticas NOX1-5 y p22; por otro lado, estan las regu-
latorias que se encuentran en el citosol, como p47,
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p67, entre otras, y que son reclutadas por las NOX y
p22 para iniciar la produccion de ROS, particularmen-
te de anion superoxido'®. Uno de los sistemas mas
conservados y distribuidos en practicamente todos los
tipos celulares es el sistema de NOX2, el cual requiere
de la activacion de p47 para una eficiente funcién. Se
sabe que p47 es un regulador central en la actividad
de la enzima y que es activado por cinasas como la
proteina cinasa C, que a su vez es activada por el
HGF/c-Met'.

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

Materiales y métodos
Animales

En el presente estudio se utilizaron ratones machos
de la cepa C57BL6 de 8-12 semanas de vida. Los
animales se mantuvieron en el bioterio del Instituto
Nacional de Rehabilitacion y el manejo de los mismos
se hizo de acuerdo a la NOM-062-ZO0O-1999 y a la
NIH guidelines for the care and use of laboratory ani-
mals. Los animales estuvieron a una temperatura con-
trolada (22 °C), ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h y un
régimen de comida y agua de libre acceso. Se for-
maron dos grupos con 10 animales en cada uno. Los
ratones, previo al inicio de la dieta, se dejaron en
ayuno durante 12 h. El primer grupo fue alimentado
durante 48 h con una dieta balanceada estandar
(Chow), y el segundo recibi¢ una dieta hipercoles-
terolémica consistente en la dieta estandar Chow
suplementada con 2% de colesterol y 0.5% de colato
de sodio.

Diseno experimental

Al término del tratamiento se extrajo sangre total de
los animales de ambos grupos y se separd el suero
para realizar pruebas bioquimicas de funciéon hepati-
ca, asi como para determinar el perfil de lipidos. El
tejido hepatico fue seccionado para ser fijado con
paraformaldehido neutro al 4% y ser embebido en
parafina para los estudios histologicos; otra parte fue
congelada a -80 °C hasta su utilizacion.

Histologia

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

Pruebas bioquimicas y de funcion
hepatica

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

Aislamiento y cultivo primario
de hepatocitos

Otro grupo de animales se ocup6 para el aisla-
miento de hepatocitos, los cuales se obtuvieron por
el método de la doble perfusion con colagenasa,
siguiendo el protocolo previamente reportado por
Gomez-Quiroz, et al. en 20086, Los hepatocitos fue-
ron cultivados en cajas de Petri a una densidad de
250,000 cel/cm? en medio Williams E suplementado
al 10% con suero fetal bovino (SFB) e incubados en
una atmosfera controlada (37 °C, 5% CO,). La mono-
capa de hepatocitos adherida a las 4 h fue lavada con
buffer salino de fosfatos y el medio fue reemplazado
por otro libre de SFB.

Los hepatocitos en cultivo se trataron con 50 ng/ml
de HGF (Peprotech, EE.UU.) a diferentes tiempos
(05,1, 3,6y 12 h). Después del tratamiento con HGF
las células se utilizaron para la determinacion del con-
tenido de lipidos o fueron lisadas para extraer proteina
total para Western blot. Otro grupo de células se em-
pled para determinar la actividad del NADPH oxidasa.

Determinacion de colesterol libre
con filipina

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

Determinacion de ROS en hepatocitos
La determinacién de ROS, particularmente del anion

superdxido, se realiz6 de acuerdo a lo reportado pre-
viamente©.
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Western blot

El andlisis del contenido de proteina se realizd por
Western blot de acuerdo al protocolo reportado pre-
viamente'”. Se utilizaron anticuerpos contra NOX2, p47
y Nrf2, todos ellos obtenidos de Santa Cruz Biotech-
nology. La normalizacién de la carga se realizd con
antiactina (NeoMarkers, Fremont, CA).

Determinacion histoldgica de lipidos
neutros

La determinacion de los lipidos neutros se realizd
por medio de la técnica del aceite rojo O como se ha
reportado previamente?,

Actividad del NADPH oxidasa

La actividad de la enzima se realiz6 por la determi-
nacion del anién superdxido en un sistema con inhibi-
cioén del NADPH oxidasa de acuerdo a lo reportado
por Pescatore, et al. en 201218,

Ensayo de viabilidad

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

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

Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteina se realizé empleando
el estuche comercial BCA Protein Assay Kit (Pier-
ce-Thermo Scientific, Inc.), basado en la técnica del
acido bicinconinico siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Analisis estadistico

Los datos estan representados como el promedio +
error estandar en al menos tres experimentos indepen-
dientes. La comparacion entre grupos se realizd por
medio de la prueba de analysis of variance de una via

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

Resultados

Al término de los dos dias de tratamiento los anima-
les no mostraron cambios significativos con respecto
a su comportamiento, peso total y del higado (datos
no mostrados). Al realizar la inspeccion del higado se
noté una coloracion palida en el de los animales que
se alimentaron con la dieta HC, tal y como hemos re-
portado previamente®.

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

Se realiz6 un anélisis del perfil lipidico en suero en
los animales, encontrando el colesterol total (CL) vy los
TG elevados (Fig. 1 C), sin cambios significativos en
HDL y en LDL; igualmente, el CL se encontré elevado
en tejido hepatico en los animales con HC (Fig. 1 D)
respecto a los animales Chow.

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

Posteriormente se aislaron los hepatocitos y se man-
tuvieron como cultivo primario. Con la finalidad de
verificar que el proceso de aislamiento y cultivo no
afectdé a la sobrecarga lipidica tanto de colesterol
como de lipidos neutros, se realizé una deteccion por
microscopia del colesterol libre, usando filipina, un
antibiético natural que reconoce al hidroxilo del
colesterol libre emitiendo fluorescencia, y por me-
dio del aceite rojo O para los lipidos neutros. La
figura 2 B muestra claramente que los hepatocitos
de ratones HC presentan mayor fluorescencia con
respecto a los Chow; el anélisis fluorométrico se evi-
dencia en la figura 2 C. De manera muy similar, los
hepatocitos HC mostraron un incremento significativo
en el contenido de lipidos neutros en comparacion con
los Chow (Figs. 2 Ey F).

Previamente reportamos que el HGF ejerce un efec-
to bifasico, en hepatocitos primarios, sobre el NADPH
oxidasa, incrementando su actividad a tiempos cortos
de tratamiento y disminuyéndola a tiempos largos'.
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Figura 1. La dieta HC induce esteatosis. Los higados de animales alimentados con la dieta regular Chow o HC durante dos dias fueron
extraidos y preparados para un andlisis de hematoxilina y eosina. A: seccion de un higado Chow. B: seccion de un higado HC. Las flechas
indican gotas lipidicas. Imdgenes representativas de al menos tres animales. Aumento original 200X. C: perfil lipidico. D: colesterol libre
determinado por métodos automatizados. Cada barra representa el promedio + SEM. *p < 0.05 versus Chow.

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

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

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

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

Discusion

Se ha documentado ampliamente el grave problema
que existe en México con la obesidad, particularmente
infantil™®, la cual estd impactando en el ser humano no
solo en el sistema cardiocirculatorio o en el metabolis-
mo, sino también a nivel hepatico, donde se ha venido
documentando su impacto en desérdenes como la
NAFLD y NASH.
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Figura 2. Contenido de colesterol y lipidos neutros en hepatocitos aislados y en cultivo. Los hepatocitos se aislaron por el método de la
doble perfusion con colagenasa y se cultivaron en las condiciones especificadas en material y métodos. Se determind la presencia de
colesterol por medio de filipina en hepatocitos Chow (A) y en hepatocitos HC (B). La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de
la filipina (C) se realizé con el software Image J. Los lipidos neutros se detectaron con la prueba de aceite rojo O en hepatocitos Chow
(D) y en hepatocitos HC (E). Posteriormente se extrajo el aceite rojo y se cuantifico a 500 nm por espectrofotometria (F). Las fotografias
se muestran a un aumento original de 200X. Cada barra representa el promedio + SEM. UAF: unidad arbitraria de fluorescencia. *p < 0.05
versus Chow.
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Figura 3. Actividad de NADPH oxidasa. Los hepatocitos fueron aislados de ratones Chow y de HC, se cultivaron y se trataron o no con
50 ng/ml de HGF durante los tiempos indicados. Se cuantifico la produccion de anion superdxido de acuerdo a la técnica especificada
en el apartado «Materiales y métodos» en presencia o no del inhibidor de NADPH oxidasa DPI o de la enzima SOD. Cada barra representa
el promedio + SEM de las UAF. *p < 0.05 versus Chow.
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Figura 4. Niveles de expresion por Western blot. La proteina total se aislo y se procedio a realizar el Western blot como se especifica en
el apartado «Materiales y métodos»; se corrieron al menos tres experimentos independientes. Se reporta la gréfica del andlisis densitométrico.
A: NOX2. B: p47. C: Nrf2. D: geles representativos. La actina se usé como control de carga. Cada barra representa el promedio + SEM.
*0 < 0.05 versus Chow NT. T< 0.05 versus HC NT.
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Figura 5. Viabilidad celular. Tanto las células Chow como las HC fueron cultivadas en placas de 96 pozos y fueron tratadas o no con AA
(15 uM) durante 6 h, en presencia o no de HGF (50 ng/ml) o DPI (10 ug/ml). La viabilidad al término de los tratamientos se determind por
medio del estuche comercial (kit) CCK-8 siguiendo las instrucciones del fabricante. Las barras representan el promedio de cuatro experimentos
independientes + SEM. *p < 0.05 versus Chow NT. f< 0.05 versus Chow HGF+AA.
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Figura 6. Determinacion de pruebas de funcion hepatica. A: AST.
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B: LDH. C: ALT. La determinacion se llevd a cabo por métodos

automatizados como se refiere en la seccion «Materiales y métodos». Cada barra representa el promedio + SEM. *p < 0.05 versus Chow.

La Organizacion Mundial de la Salud ha dejado cla-
ro que los tres principales factores de riesgo para las
enfermedades cronicas son el tabaquismo, la hiper-
tension y los niveles elevados de colesterol en plas-
ma®. Algunos estudios han mostrado, particularmente
en adolescentes y nifios mexicanos, que los niveles de
colesterol son muy elevados, ubicandolos como per-
sonas con un alto riesgo de padecer enfermedades
cronicas en la etapa adulta®'2,

Se ha publicado que una dieta rica en colesterol
genera un incremento en el contenido de este lipido
en hepatocitos de animales de experimentacion, mos-
trando que el higado es méas susceptible a estimulos
citotoxicos mediados, por ejemplo, por el factor de
necrosis tumoral o. Esta sensibilizacion ejercida por
los lipidos acumulados se presentd exclusivamente en
animales con una sobrecarga de colesterol y no en
aquéllos que recibieron una dieta que favorecia la
sobrecarga de TG, pero no de colesterol, lo que con-
firma que es el tipo de lipidos, y no la cantidad, lo que
determina el dafio hepético®.

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

El dafio en el higado se evidencid por un incremen-
to en las pruebas de funcién hepatica (Fig. 6), las

cuales se elevaron significativamente en los animales
alimentados con la dieta HC, lo cual es congruente
con lo reportado previamente por Mari, et al.?, dejando
patente una vez mas que el contenido de colesterol se
relaciona con la severidad en el dafio hepatico.

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

Procedimos a determinar la actividad del NADPH
oxidasa en los hepatocitos HC. La figura 3 muestra
que las células HC no tratadas presentan un incremen-
to significativo en la actividad del NADPH oxidasa con
respecto a las Chow no tratadas; sin embargo, a dife-
rencia de lo encontrado previamente en hepatocitos
Chow™, el HGF no mostré efecto alguno sobre dicha
actividad en los hepatocitos HC. Clavijo-Cornejo, et al.'
reportaron previamente un incremento en la actividad,
desde los 5 min teniendo un pico maximo a los 30 min
de tratamiento, decayendo la actividad hasta valores
por debajo del control a las 24 h. Ambos efectos mos-
traron ser fundamentales para la proteccion ejercida
por el HGF. El incremento temprano tendié a la acti-
vacion de Nrf2, un factor de transcripcion encargado
de la expresion de proteinas antioxidantes y de fase Il
y lll de destoxificacion?+26, mientras que la represion
transcripcional mediada por el HGF evit6 la utilizacion
de NADPH oxidasa por factores citotoxicos como el
factor de crecimiento transformante f. Los resultados
obtenidos en la presente investigacién muestran que
la sobrecarga de colesterol abrogé la activacion de
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NADPH oxidasa por el HGF. Asi mismo, si bien la
dieta por si sola indujo la represion transcripcional de
proteinas del sistema como NOX2, NOX4 y p47, el
HGF no influyd en este efecto negativo (Fig. 4).

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

Nuestro grupo ha caracterizado los efectos del HGF
como factor hepatoprotector. Sabemos que la ausencia
en la sefializacion de él condiciona a dafo oxidante,
apoptdtico, fibrético y carcinogénicos'-1316, dejando
claro lo indispensable que es la respuesta del HGF en
la proteccion hepatica. En el presente trabajo mostra-
mos que la sobrecarga de colesterol impide la res-
puesta protectora del HGF, lo cual condicioné al dafio
oxidante (Fig. 5).

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