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RESUMEN

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) juega un papel primordial en la re-
paracion y regeneracion hepatica durante el dafio al 6érgano. El HGF es producido,
en el higado, por células no parenquimatosas, como las células estelares hepaticas,
endoteliales del sinusoide, las células de Kupffer y células del sistema inmune. En-
tre las multiples funciones bioldgicas dirigidas por el HGF es importante subrayar la
proliferacion, la sobrevivencia, la morfogénesis, entre otras. Nuestro grupo ha ve-
nido caracterizado la respuesta antioxidante del HGF, funcidén que retoma particular
interés en la enfermedad hepéatica alcohdlica. La proteccidon hepatica ejercida por el
HGF contra el dafo por alcohol es multifactorial, ya que se ha observado que regula
transcripcionalmente a algunos componentes del sistema microsomal de oxidacion
del etanol, y esta regulacion representa el primer frente de defensa, mientras que el
segundo nivel de proteccion esta dado por la expresion de proteinas antioxidantes,
de sobrevivencia y reparacion.

ABSTRACT

The hepatocyte grow factor (HGF) plays a major role in liver repair and regeneration
during organ injury. HGF is produced in the liver, by non-parenchymal cells, such
stellate cells, sinusoidal endothelial, Kupffer and immune cells. Among the multiple
biological functions targeted by HGF is important to emphasize cell proliferation,
survival, morphogenesis, among others. Our group has characterized the HGF antioxi-
dant response, function relevant in the alcoholic liver disease. The hepatic protection
exerted by HGF is multifactorial. It has been observed that regulates transcriptionally
some of the microsomal ethanol oxidizing system components, and this regulation
represents the first frontline of defense, while the second level of protection is driven
by the expression of antioxidants, survival and repair proteins.
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INTRODUCCION

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) juega
un papel importante en la reparacion y regenera-
cion hepéatica durante el dafio. EI HGF desencadena
una red compleja de rutas de sefalizacion que
activan funciones claves para la reparacion del
higado, sobrevivencia y el control redox celular
(1, 2). Todas estas funciones son iniciadas por la

union del HGF a su receptor c-Met el cual, después
de su autofosforilacion, recluta una gran variedad
de proteinas de transduccion.

Después del dafio, el higado inicia el proceso
de reparacion que puede estar dado por la proli-
feracion de hepatocitos maduros, normalmente
quiescentes o, cuando el dafio es extenso y los
hepatocitos maduros son incapaces de proliferar,
la reparacion se da por la activacion de las células
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progenitoras o células ovales del mismo 6rgano
(3).

Es bien sabido que el proceso de reparacion inicia
con la activacion de las células de Kupffer, los ma-
crofagos residentes del higado, los cuales responden
al dafio secretando al factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e interleucina (IL-) 6, estas proteinas
impactan e inducen la activaciéon de rutas de sefa-
lizacién en los hepatocitos como la que conduce a
la activacion del factor nuclear kB (NF-kB) y a la del
transductor de sefial y activador de la transcripcion
3 (Stat3) respectivamente. Mas aun, las células he-
paticas estelares (por sus siglas en inglés HSC) y las
células inflamatorias inician la produccion del HGF
el cual junto con el TNF-a y la IL-6 dan una sefal
cooperativa para superar el control del ciclo celular
y sacar a los hepatocitos de su arresto en la fase GO
para encaminarlos a la fase G1/S, permitiéndoles
proliferar y reparar el tejido dafiado (3).

HGF/c-MET Y SU FUNCION EN LA REPARA-
CION DEL HIGADO

El HGF fue originalmente descubierto en el suero de
rata, en 1984, como un potente agente mitégeno
de hepatocitos de rata adulta (4). El gen humano
esta localizado en el cromosoma 7 banda 7g21.1.
La glucoproteina precursora del HGF se sintetiza
como pre-pro-HGF, consta de 728 residuos de ami-
noacidos, incluyendo la secuencia sefial y el péptido
que contienen las subunidades alfa y beta. El HGF
se activa extracelularmente por la serina proteasa
uPA, el activador del plasminégeno tipo urocinasa
(5). El HGF maduro es un heterodimero de 697
residuos de aminoacidos, cuyas subunidades alfay
beta estan unidas por un puente disulfuro. La cade-
na a esta formada por 463 residuos de aminoacidos
y contiene cuatro dominios tipo Kringle. La cadena
B consiste de 234 residuos de aminoacidos. Se
piensa que in vivo el HGF actua de forma paracrina,
siendo producido por células mesenquimales, como
las células de Kupffer o estelares hepaticas y con
blanco en las células epiteliales vecinas, como los
hepatocitos o los colangiocitos.

Entre las multiples funciones bioldgicas dirigidas
por el HGF es importante subrayar la proliferacion
celular, la proteccidon contra apoptosis, la morfo-
génesis, la motilidad celular, la invasiéon y la me-
tastasis (6). La transduccion de sefal que conduce
a todos estos efectos inicia con la induccién de la
dimerizaciéon y la activaciéon del receptor del HGF
por su ligando, el proto-oncogen c-Met (por sus
siglas en inglés cellular-mesenchymal epithelial
transition factor) (7).

El gen humano c-Met esta localizado en el cro-
mosoma 7 banda 7q31; el producto es un polipép-
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tido de 150 kDa que después de su glicosilacion
y procesamiento proteolitico, genera al receptor
heterodimérico maduro a-B. La cadena a extracelu-
lar unida por puente disulfuro a una cadena trans-
membranal B de 140 kDa, la cual contiene multiples
sitios de regulacién por fosforilacion. La union del
ligando al receptor lleva a la autofosforilacién de
las tirosinas 1230, 1234 y 1235 localizadas dentro
del bucle de activacion del dominio catalitico con
actividad de cinasa de tirosina. Adicionalmente, la
fosforilacion de los residuos 1313, 1349 y 1356 le
generan un sitio de anclaje (docking site) para el
reclutamiento de proteinas adaptadoras o ejecuto-
ras de la transduccion de sefiales. Particularmente
la fosforilacion en la tirosina 1313 genera un sitio de
unién preferido por la fosfoinositol 3-cinasa (PI13K),
mientras en el sitio de unién multisustrato de las
tirosinas 1349, y 1356 conducen a la activacion
de proteinas como Shc, Src, Gabl, Grb2, SHP2,
fosfolipasa C-y (PLC-y) entre otros (8). Estas rutas
han sido extensamente caracterizadas in vivo e in
vitro, y se han encontrado diferencias importantes
con respecto a otros factores de crecimiento con
actividades de reparacion de tejidos, como el factor
de crecimiento epidermal (EGF), el TNF-a o la IL-6.
Finalmente, c-Met contiene un dominio conocido
como yuxtamembranal en el cual se encuentra
la serina 956 y la tirosina 1093 (Fig. 1), que al
ser fosforiladas inician la endocitosis y posterior
reclutamiento de ligasas de ubiquitinas las cuales
inician el proceso de degradacion del receptor tras
su activacion y funcién, por lo que este dominio
representa un punto de regulacién negativa de la
ruta iniciada por el HGF.

Con la finalidad de resumir las principales ru-
tas de proteccidn inducidas por el HGF, la figura 2
muestra que, en concreto, la ruta de PI3BK/Akt esta
dirigida a activacion del NF-kB que basicamente
favorece la expresion de proteinas de sobrevivencia
0 antiapoptdticas, mientras que, rutas como las go-
bernadas por PKC o Nrf2 conducen a la regulacion
y activacioén de factores como Nrf2 que inducen la
expresion de enzimas antioxidantes. Ambas rutas
conducen, de manera conjunta a la sobrevivencia
y a la reparacion del tejido.

En humanos sanos los niveles circulantes del
HGF estan siempre presentes y pueden ser afec-
tados por la edad, el género y el embarazo. Se
considera que el intervalo normal es de 0.26 a
0.39 ng/mL. Sin embargo, es bien sabido que
el incremento del HGF en suero, tanto en el dafio
agudo como en el croénico (9), depende del tipo
de dafo o enfermedad. Por ejemplo, en cirrosis
alcohdlica el valor reportado de HGF es de 0.78
ng/mL (10), en pacientes con hepatocarcinoma la
concentraciéon promedio es 1.06 = 1.45 ng/mLy en



120

Dominio SEMA ;:' g o)

&
1

(MRs)

7
(oominiore |

I
TEEEEEEEEEEEEEE

rKOOOTOOOOO O OO0

Ser 956
Tyr 1093

Tyr 1230
Tyr 1234
Tyr 1235

Dominio catalitico

Tyr 1349
Tyr 1356

Figura 1. Estructura del receptor c-Met. Formado
por una cadena o extracelular y una cadena B
transmembranal, unidas por un puente disulfuro. Se
muestran los principales sitios cataliticos, donde se
autofosforila en tirosinas tras la union a su ligando HGF.
Las tirosinas 1230, 1234, 1235 se localizan en el dominio
catalitico. Y en el sitio de union multisustrato las tirosinas
1349 y 1356. En el dominio juxtamembranal se localiza
la Serina 956 y la Tirosina 1039 que al ser fosforiladas
conducen a la degradacion del receptor.

pacientes con hepatitis fulminante puede alcanzar
valores de 16.40 = 14.67 ng/mL (9). El incremento
muestra una correlacion positiva con marcadores
de falla hepéatica como la bilirrubina en suero o de
la gama-glutamil transpeptidasa, y una correlacion
negativa con el contenido de albumina, sugiriendo
que los niveles del HGF pueden reflejar el grado
de dafo hepatico y puede ser considerado como
un indicador prondstico.

La principal evidencia de la relevancia del HGF
en la regeneracion y reparacién del higado se da
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con la generaciéon del ratébn con supresion de la
sefalizacion de c-Met especifico en hepatocitos
(MetKO) (11). La pérdida de la sefalizacion de
c-Met parece no ser perjudicial para la funcién
hepatica bajo condiciones fisioldgicas, sin embargo,
dosis subletales del agonista FAS (anticuerpo Jo2)
induce una hipersensibilizacion al dafio, generando
apoptosis y necrosis, sin efectos importantes en el
raton control (MetWT). Los hepatocitos derivados
del ratobn MetKO muestran sensibilizacion a Jo2
induciendo apoptosis y problemas en la motilidad y
la fagocitosis, actividades que son requeridas para
un correcto proceso de reparacion (1, 11).

HGF Y c-MET EN LA ENFERMEDAD DE HIGADO
ALCOHOLICO

Las funciones del HGF en la enfermedad por higado
alcohdlico (por sus siglas en inglés ALD) perma-
necen parcialmente caracterizadas. Sin embargo,
esta claro que HGF y c-Met estan involucrados en
todas las etapas de la patologia, desde la respuesta
inflamatoria hasta la esteatohepatitis alcohdlica,
fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma (12, 13, 14),
lo cual deja claro que este factor de crecimiento es
requerido por el 6rgano a lo largo de la progresion
del dafio. Sin embargo, es bien sabido que en cé-
lulas transformadas o de céncer, las funciones de
c-Met solo confieren resistencia y sobrevivencia
a las células del tumor, por lo que el escenario es
distinto al de un dafno agudo, como en los estadios
previos de la enfermedad como en la hepatitis o
en la esteatosis alcohdlica.

RADICALES LIBRES, ESTRES OXIDANTE Y
METABOLISMO DE ETANOL

Fisiolégicamente del 1-2% del oxigeno molecu-
lar es convertido, por mecanismos enzimaticos y
Nno enzimaticos, a especies reactivas de oxigeno
(por sus siglas en inglés ROS) las cuales incluyen
peroxido de hidrogeno (H,0,), anién superéxido
(O,e-), oxigeno molecular (*O,), radical hidroxilo
(OHe), entre otros (15). Con el fin de evitar los
efectos perjudiciales de estas moléculas, las células
contienen una bateria de defensas antioxidantes
que comprenden componentes enzimaticos y no
enzimaticos. Entre las enzimas antioxidantes la
superoéxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glu-
tation (GSH) peroxidasa (GSHPx) y la GSH reduc-
tasa (GSHRd) mantienen la principal actividad de
destoxificacién. Las SOD1, 2 y 3, las cuales estan
localizadas en el citosol, mitocondriay en la mem-
brana plasmatica respectivamente, conducen la
transformacion del O2e- en H,O,. Aunque el H,O,
no es un radical libre, es precursor de especies
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Figura 2. Principales rutas de sefializacion inducidas por HGF/c-Met. Tras la dimerizacién y autofosforilacion
del receptor c-Met se reclutan proteinas adaptadoras y efectoras, las cuales desencadenan cascadas de sefializacion
que activan factores de transcripcion importantes para la sintesis de proteinas de proliferaciéon, diferenciacion,

motilidad, sobrevivencia y antioxidantes.

reactivas mas téxicas como el radical OHe, ya sea
a través de la reaccion de Fenton, la cual requiere
la presencia de Fe3** o Cu?* para el proceso, o la
reaccion de Haber-Weiss (16).

Para contrarrestar este fenomeno el H,O, es
transformado a H,O por la accion de la catalasa o la
GSHPx, ésta ultima emplea dos moléculas de GSH
para reducir H,0,, generando la forma oxidada de
glutation (GSSG) el cual puede ser regenerado a
GSH por la accion de GSHRd usando NADPH como
donador de electrones.

El GSH es el principal tiol natural, es produci-

do en el citosol por la accién de dos enzimas, la
y-glutamil cisteina ligasa (también conocida como
y-glutamil cisteina sintetasa, y-GCS) que cataliza
la formacion del dipeptido L-y-glutamil-L-cisteina
y por la glutation sintetasa la cual convierte este
dipéptido en GSH (L-y-glutamil-L-cisteinil-Glicina).

La habilidad del GSH para hacer frente a las
ROS no esté restringido como un cofactor de GS-
HPx, sino que en si mismo posee capacidad de
secuestrar radicales libres, como sucede con otros
antioxidantes no enzimaticos como la vitamina C
y E, y el B-caroteno.
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El metabolismo del etanol (Fig. 3) es princi-
palmente conducido por dos sistemas, la alcohol
deshidrogenasa (por sus siglas en inglés ALDH) y
el sistema microsomal de oxidacion del etanol (por
sus siglas en inglés MEOS), principalmente por el
citocromo P450 (CYP) 2E1; ambos sistemas gene-
ran acetaldehido como metabolito primario, pero
solo el MEOS produce, ademas, ROS, las cuales
conducen a la oxidacién del DNA, de proteinas y
de lipidos (15). Se ha reportado que el CYP2E1 se
induce por el consumo de etanol de manera croéni-
ca, principalmente en la zona 3 de los hepatocitos.
Biopsias de higado de sujetos tomadores crénicos
activos revelan un incremento de 4 a 10 veces en
los valores normales de esta isoforma (17).

Otras isoformas del CYP han sido implicadas
en el metabolismo del etanol, como el CYP1A2 y
CYP3A4, por lo tanto el término de MEOS carac-
teriza la oxidacion microsomal total del etanol, no
solo el CYP2E1 (18).

En términos del metabolismo de etanol y su
consecuente estrés oxidante, podemos definir dos
niveles principales en la protecciéon mediada por el
HGF. El primer nivel esta en la regulacion del MEOS,
y el segundo es el control o neutralizacién de los
radicales libres formados como consecuencia del
metabolismo del etanol.

EL HGF REGULA LOS SISTEMAS DE GENERA-
CION DE ROS

El HGF regula la expresion y actividad de CYP1A1/2,
CYP2A6, CYP2E1l y CYP2B6 en cultivo primario de
hepatocitos humanos (19). La actividad de CYP1A2,
CYP3A4 y CYP1A1/2 fueron significativamente
disminuidos a 72 horas de tratamiento con el HGF
(10 ng/ml). Particularmente en cinco cultivos de
hepatocitos de cinco diferentes donadores sanos,
el tratamiento con el HGF resulté en la reduccion
de la actividad del CYP2E1, del 55% al 69% con

respecto a los cultivos no tratados. Estos efectos
se correlacionaron con el decremento en el MRNA,
sugiriendo que el HGF disminuye transcripcional-
mente y post-transcripcionalmente algunos com-
ponentes del MEOS. Esta regulaciéon representa la
primera linea de defensa inducida por el HGF contra
la toxicidad del etanol.

Ademas de la disminuciéon de los componentes
del MEOS por el HGF, esta reportado que también
reprime otros sistemas generadores de ROS como
la NADPH oxidasa (1), la cual esta involucrada en
muchas enfermedades hepaticas como la fibrosis
(20), la infeccién por virus de la hepatitis C (21) y
la enfermedad hepéatica alcohdlica, donde se activa
la oxidasa principalmente en las células de Kupffer
llevando a la produccién de TNF-a (22).

EL HGF REGULA LAS ROS PRODUCIDAS POR
EL METABOLISMO DEL ETANOL

El segundo nivel de protecciéon desplegado por
el HGF contra el efecto oxidativo inducido por el
metabolismo del etanol esta dado por la expresion
de proteinas antioxidantes. Es bien sabido que
HGF/c-Met pueden regular la activacion de factores
de transcripcion relacionados con la sobrevivencia,
como el NF-kB o el Nrf2 (1, 23, 24) los cuales son
responsables de la expresién de una amplia gama
de antioxidantes, proteinas de destoxificacion y
antiapoptdticas (25, 26).

Estudios in vitro han revelado el prominente
papel del HGF en la sobrevivencia celular contra la
toxicidad del etanol. Uno de los principales proble-
mas para determinar los mecanismos moleculares
por los que el alcohol induce dafio a nivel celular,
es que el cultivo primario de hepatocitos pierde la
capacidad de metabolizar etanol debido a la re-
presién en la expresiéon del MEOS y de la alcohol
deshidrogenasa. Lineas celulares transfectadas que
expresan un CYP2E1 y/o alcohol deshidrogenasa
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Figura 4. Efecto
protector del HGF
en el metabolismo
de EtOH. HGF/c-Met
inducen la sintesis
de proteinas (SOD,
Catalasa, Glutation
peroxidasa,
Glutatiéon reductasa,
y-Glutation
sintetasa) que
protegen contra

el estrés oxidante
generado por el
metabolismo del
etanol mediante el
sistema microsomal
de oxidacion del
etanol; ademas,
HGF disminuye

la expresion y
actividad del MEOS.

estable y constitutivo han establecido un modelo
conveniente para suplir la ausencia del metabolis-
mo de alcohol en cultivo de hepatocitos normales
(27, 28). La linea celular VL17Aes particularmente
relevante debido a que expresa tanto al CYP2E1
como a la alcohol deshidrogenasa (28) la cual se
asemeja mas a las condiciones en hepatocitos
normales, con respecto a otras lineas como la E47
que solo sobreexpresa al CYP2EL. (27).

En un trabajo publicado recientemente por
nuestro grupo (24), se uso la linea celular VL17A
para determinar los efectos del HGF en un modelo
celular que metaboliza etanol. El HGF fue capaz de
disminuir la produccién de ROS, el dafio por oxida-
cion de las proteinas y la lipoperoxidaciéon inducida
por el metabolismo del etanol, ademas, el efecto
se relaciond con un incremento en la viabilidad
celular. El analisis de los mecanismos involucrados
en la proteccion inducida por el HGF contra la toxi-
cidad del metabolismo del etanol revel6 que el HGF
induce la activacién de NF-kB, con una expresion
concomitante de enzimas antioxidantes como la
catalasa, la SOD1, y la y-GCS, con una elevacion
en la sintesis de GSH como consecuencia de la
expresion de esta ultima. La inhibicion de NF-kB, o
los principales activadores rio arriba de este factor
de transcripcion (PI3K y Akt), abrogaron significa-
tivamente el papel de proteccion del HGF (1, 24).
El estudio dejé muy claro que la proteccion fue
ejercida por una ruta bien definida (c-Met/PI3K/
Akt/NF-kB) promovida por HGF/c-Met.

Se ha demostrado que el HGF es un buen induc-
tor en la expresion de la catalasa y la GSHRd (29).
La catalasa transforma el H,O, en H,O, y GSHRd
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restaura los niveles de GSH a partir de la reduccién
de GSSG (Fig. 4).

La relevancia del GSH en la enfermedad hepa-
tica alcohdlica ha sido muy bien caracterizada por
el grupo del Dr. Fernandez-Checa y colaboradores
(30, 31, 32, 33), y esta propuesto que la disminu-
cion del GSH, particularmente a nivel mitocondrial,
representa un mecanismo clave en la induccion de
dafo hepatocelular por alcohol.

El HGF regula fuertemente la homeostasis del
GSH por la induccién de la expresién de y-GCS
(24, 34). Nuestro grupo de investigacion ha pu-
blicado varios trabajos tanto en animales MetKO
como en WT que muestran que el HGF y c-Met son
los principales reguladores en el mantenimiento
de la homeostasis redox celular en el higado (1,
23, 24, 35). Los ratones MetKO se encuentran
bajo estrés oxidante debido a un incremento en la
actividad de la NADPH oxidasa, y la deplecion del
GSH (1). Recientemente, el grupo ha caracterizado
que c-Met regula a este sistema pro-oxidante por
un mecanismo dual que involucra una regulacion
transcripcional y post-traduccional (Clavijo-Cornejo
2012, enviado). En un estudio de carcinogénesis
experimental en ratones MetKO sometidos al agen-
te carcinogénico N-nitrosodietilamina se observo
que los ratones KO fueron mas susceptibles al desa-
rrollo de tumores en el higado, presentando un in-
cremento en la multiplicidad, tamafo e incidencia.
Este efecto fue abrogado por la administracién oral
de N-acetil cisteina (NAC) el cual es un precursor
de la sintesis del GSH (35). Estos hallazgos se co-
rrelacionaron con estudios in vitro, ya que los he-
patocitos MetKO son mas susceptibles al agonista
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de Fas Jo2 para inducir dafio hepatocelular, efecto
que fue abrogado por el tratamiento con NAC, el
cual indujo la restauracion de los reservorios del
GSH (1).

La principal consecuencia de la generaciéon de
ROS es la induccién de apoptosis en los hepato-
citos. Las ROS pueden inducir la activacion de la
ruta de sefializacién de la cinasa jun llevando a
la activacion del factor de transcripcion AP-1 que
promueve la expresién de proteinas proapoptdticas
como FasL, TNF-a y Bak. Las ROS también apuntan
a la mitocondria induciendo la permeabilizacion de
la membrana y liberacidon de proteinas proapop-
toéticas (citocromo ¢, Smac/ diablo, EndoG, entre
otras) (36), las cuales participan en el proceso de
muerte celular.

Es bien conocido el efecto antiapoptdtico del
HGF, no solo en hepatocitos, sino también en otros
tipos celulares, el HGF induce la expresion de pro-
teinas antiapoptéticas como Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1,
entre otras, las cuales redondean el papel general
de proteccién celular (25, 29, 37, 38).

En resumen, el control del estrés oxidante
inducido por el etanol, asi como el proceso de
reparacion del higado, estan mediados por el HGF
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Yy su receptor c-Met por medio de un mecanismo
generalizado que permite la expresion de enzimas
antioxidantes, que frenaran o contrarrestaran el
incremento de las ROS promovidas por el CYP2E1L,
por la expresion de proteinas antiapoptéticas, que
frenaran los efectos de muerte celular, eventual-
mente por la induccién de la expresion de proteinas
de reparacion, como aquellas involucradas en el
ciclo celular, y que forman parte de la respuesta
mitogénica que posee el HGF y c-Met, todo ello
gobernado por la activacion de rutas candnicas de
sobrevivencia por ejemplo, Akt/ NF-kB, Erk1/2 o
Stat3, (1, 24). Pero también la induccién del GSH,
apoya su funcién antiapoptoética del HGF, basada
en el hecho que el tratamiento con NAC reduce
significativamente la apoptosis inducida por Jo2
en hepatocitos y que el pretratamiento con BSO,
un inhibidor de y-GCS, abroga el efecto protector
tanto del NAC como del HGF (1).
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