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RESUMEN 
 
 
La deficiencia de hormona de crecimiento (GH) se ha asociado a la presencia de esteatosis 

hepática, sin embargo los mecanismos moleculares encargados de mediar esta acción no 

han sido completamente explicados.  

 

Objetivo: En este trabajo nos propusimos investigar el efecto de la GH sobre la 

acumulación lipídica en células HepG2 cultivadas in vitro en condiciones de esteatosis. 

Evaluamos la participación del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), así 

como de moléculas lipogénicas y lipolíticas.  

 
Material y métodos: Cultivamos las células HepG2 en condiciones control y de esteatosis, 

inducidas mediante la administración de glucosa en una concentración 5.5 o 25 mmol/l 

respectivamente, durante 24 h. Posteriormente, las células de ambas condiciones fueron 

expuestas a distintas concentraciones de GH (0, 5, 10 ó 20 ng/ml) durante 24 h más. 

Cuantificamos el contenido de lípidos en las condiciones previamente descritas, así como 

los niveles de RNAm y de las proteínas: IGF-1, proteína de unión al elemento de respuesta 

a carbohidratos (ChREBP), proteína de unión al elemento de respuesta a esteroles 1c 

(SREBP1c), sintasa de ácidos grasos (FAS), carnitina palmitoil transferasa 1A (CPT1A), y 

receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas por el (PPAR-a) mediante RT-

qPCR y western blot, respectivamente. 

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una vía y el test post-hoc de Games-

Howell. 

 

Resultados: En el modelo de esteatosis, los hepatocitos HepG2 mostraron un incremento 

hasta dos veces mayor del contenido lipídico comparado con la condición control. Los 

niveles de RNAm y proteína de IGF-1 mostraron un incremento significativo en la 

condición control a 10 ng/ml de GH, mientras que en la condición hiperglucémica este 

efecto se suprimió. 
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La hiperglucemia también incrementó significativamente los niveles de RNAm y proteínas 

de ChREBP y FAS, no se demostró efecto sobre SREBP1c, CPT1A y PPAR-alfa. A la 

administración de GH se demostró la inhibición de ChREBP y FAS, aún en los hepatocitos 

HepG2 cultivados bajo condiciones de esteatosis.  

Conclusiones: La hormona de crecimiento disminuye la esteatosis inducida por altas dosis 

de glucosa en células HepG2 mediante la supresión de la lipogénesis de novo 

disminuyendo la expresión de ChREBP y FAS.  
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ABSTRACT 

 

Objective: Growth hormone (GH) deficiency has been associated with increased steatosis 

but the molecular mechanism has not been fully elucidated. We investigated the effect of 

GH on lipid accumulation of HepG2 cells cultured on an in vitro steatosis model and 

examined the potential involvement of insulin-like growth factor 1 (IGF-1) as well as 

lipogenic and lipolytic molecules.  

 

Methods: Control and steatosis conditions were induced by culturing HepG2 cells with 5.5 

or 25 mmol/l glucose for 24 h, respectively. Afterward, cells were exposed to 0, 5, 10 or 20 

ng/ml GH for another 24 h. Lipid content was quantified as well as mRNA and protein 

levels of IGF-1, carbohydrate responsive element-binding protein (ChREBP), sterol 

regulatory element-binding protein 1c (SREBP1c), fatty acid synthase (FAS), carnitine 

palmitoyltransferase 1A (CPT1A), and peroxisome proliferator-activated receptor alpha 

(PPAR-alpha) by RT-qPCR and western blot, respectively. Data were analyzed by one-way 

ANOVA and the Games-Howell post-hoc test.  

 

Results: In the steatosis model, HepG2 hepatocytes showed a significant 2-fold increase in 

lipid amount as compared to control cells. IGF-1 mRNA and protein levels were 

significantly increased in control cells exposed to 10 ng/ml GH, whereas high glucose 

abolished this effect. High glucose also significantly increased both mRNA and protein of 

ChREBP and FAS without having effect on SREBP1c, CPT1A and PPAR-alpha. However, 

GH inhibited ChREBP and FAS production, even in HepG2 hepatocytes cultured under 

steatosis conditions.  

 

Conclusions: Growth hormone ameliorates high glucose-induced steatosis in HepG2 cells 

by suppressing de novo lipogenesis via ChREBP and FAS down-regulation.  
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ABREVIATURAS 

 

NAFLD Enfermedad de hígado graso no alcohólico (Non-Alcoholic Fatty Liver  

  Disease) 

NASH  Esteatohepatitis no alcohólica (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) 

GH  Hormona de crecimiento (Growth Hormone) 

VLDL   Lipoproteínas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoprotein) 

DNL  Lipogénesis de novo (De Novo Lipogenesis) 

FATP  Proteína transportadora de ácidos grasos (Fatty Acid Transport Protein) 

CD36  Grupo de diferenciación 36 (Cluster of Differentiantion 36) 

PPAR-g Receptor gama activado por el proliferador de peroxisomas (Peroxisome  

  Proliferator-Activated Receptor gamma) 

ACC  Acetil CoA carboxilasa (Acetyl CoA-Carboxylase) 

FAS  Sintasa de ácidos grasos (Fatty Acid Synthase) 

ChREBP Proteína de unión al elemento de respuesta a carbohidratos (Carbohydrate 

  Response Element Binding Protein) 

SREBP1-c Proteína de unión al elemento de respuesta a esteroles (Sterol Regulatory  

  Element-Binding Protein 1-c)  

CPT1A Carnitina palmitoil transferasa (Carnitine Palmitoyl Transferase 1A) 

PPAR-a Receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas (Peroxisome  

  Proliferator-Activated Receptor alpha) 

ATP  Adenosín trifosfato 

MTTP  Proteína microsomal de transferencia de triglicéridos (Microsomal  

  Triglyceride Transfer Protein) 

GLP-1  Péptido similar a glucagon 1 (Glucagon Like Peptide 1) 

DMEM Medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified 

  Eagle Medium) 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

RT-qPCR  Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real con transcriptasa inversa 

  (Quatitave Reverse Transcription -Polymerase Chain Reaction) 
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IGFBP3 Proteína 3 de unión al factor de crecimiento parecido a la insulina (Insulin 

  Growth Factor Binding Protein 3) 

PBS  Solución amortiguadora de sales de fosfato fostato salino (Phosphate 

Buffered Saline) 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Enfermedad de hígado graso no alcohólico (NAFLD). Definición. 

La enfermedad de hígado graso no alcohólico (NAFLD - non alcoholic fatty liver disease, 

por sus siglas en inglés) es un padecimiento que comprende un espectro amplio de cambios 

histopatológicos en el hígado, que van desde la acumulación de grasa intrahepática hasta un 

proceso necroinflamatorio que puede progresar a cirrosis hepática y hepatocarcinoma 

celular (1,2).  

 

De forma adicional, NAFLD es un síndrome clínico patológico que ocurre en ausencia de 

otras causas secundarias de infiltración grasa como infección viral crónica, uso de fármacos 

inductores de esteatosis (como amiodarona y tamoxifeno), enfermedades autoinmunes, 

enfermedades por depósito (hemocromatosis y enfermedad de Wilson), o antecedente de 

abuso en el consumo de alcohol (> 20g/día en mujeres o > 30g/día en hombres) (3,4). 

 

La definición de NAFLD se da como un diagnóstico de exclusión y el estándar de oro es la 

biopsia hepática, que permite documentar histopatológicamente la presencia de esteatosis 

en más del 5% de hepatocitos, así como otros cambios histopatológicos como balonización 

de hepatocitos, presencia de infiltrado inflamatorio y necrosis (5).  

 

Si bien la historia natural de la patología narra una progresión de NAFLD hacia NASH 

(NASH - non alcoholic steatohepatitis, por sus siglas en inglés), este no necesariamente es 

un fenómeno lineal, se estima que un individuo puede cursar con esteatosis durante 14 

años, en promedio, para finalmente desarrollar fibrosis (2). 

La progresión de esta patología incrementa el riesgo de desarrollar cirrosis hepática e 

insuficiencia hepática que ameritará trasplante hepático. Fases avanzadas de la patología 

aumentan significativamente  el desarrollo de hepatocarcinoma celular y mortalidad 

asociada a estas entidades (6).  
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Actualmente, la NAFLD es una de las principales hepatopatías crónicas a nivel mundial y 

se ha convertido en un reto para la salud pública, ya que representa también una de las 

principales causas actuales de trasplante hepático en Estados Unidos (7). La prevalencia 

descrita en población general es de 25%, con una mayor prevalencia en Medio Oriente y 

Sudamérica (31.8% y 30.4% respectivamente) (2). En México la prevalencia de NAFLD es 

de hasta 17.05% en individuos adultos asintomáticos, y en la población pediátrica con 

sobrepeso / obesidad representa el 12.6% (8,9). 

 

Durante las últimas tres décadas, la prevalencia de NAFLD a nivel mundial se ha 

incrementado de manera progresiva, a la par de la epidemia de diabetes y obesidad. En 

pacientes con grados avanzados de obesidad, la presencia de NAFLD puede ser mayor al 

90%, y en el caso de pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 llega a ser mayor al 76% (4). 

 

Los pacientes con NAFLD incrementan sus factores de riesgo de mortalidad al asociarse a 

la presencia de otras enfermedades crónicas concomitantes, principalmente de origen 

cardiovascular, carcinoma hepatocelular y otras patologías hepáticas relacionadas (10,11). 

 

1.2 Factores de riesgo  

Existen múltiples factores de riesgo que se han descrito para el desarrollo de NAFLD, sin 

embargo, entre los más frecuentes se encuentran el género masculino, el ser de origen latino 

o asiático, la predisposición genética y la presencia de síndrome metabólico (2). 

 

El síndrome metabólico, ya sea en conjunto o a través de sus componentes en lo individual 

(circunferencia de cintura, dislipidemia, hiperglucemia e hipertensión arterial), son las 

variables más frecuentemente asociadas a NAFLD. Esta asociación ha sido tan constante 

que se considera a NAFLD como la manifestación hepática del síndrome metabólico 

(11,12). La población con Diabetes Mellitus tiene una prevalencia de NAFLD mayor al 

70% y una mayor progresión a NASH (11,13). 

 

El hecho de que exista gran variabilidad étnica ha llevado a proponer una predisposición 

genética para esta patología. Una de las propuestas más sólidas ha sido la identificación de 

Margarita
Texto escrito a máquina
1.1 Epidemiología  
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la variante polimórfica I148-M del PNPLA3, que interfiere con la lipólisis de cuerpos 

lipídicos a nivel hepático y que ha sido más frecuentemente encontrada en población 

mexicana (14). Sin embargo, esto no es 100% determinante, pues es necesario tomar en 

cuenta la predisposición genética en el contexto de factores medio-ambienteales como el 

acceso a una alimentación hiperenergética acompañada de poca actividad física y factores 

socioeconómicos particulares (2,15). 

Con menor frecuencia, pero sin menor importancia, también se ha documentado la 

asociación entre NAFLD y algunas endocrinopatías, como el hipogonadismo en varones, 

hiperandrogenismo en mujeres con síndrome de ovario poliquístico e hipercortisolismo 

endógeno o exógeno (10). La presencia de hipotiroidismo de igual forma se asocia con 

NAFLD, y es relevante hacer notar que estos hallazgos han llevado a pensar que los 

mecanismos hormonales pudieran tener una participación fisiopatológica, a tal grado que 

actualmente se ha planteado como una posible estrategia terapéutica un agonista hepático 

específico del receptor tiroideo (16). 

De igual forma, se ha observado un dimorfismo sexual en la prevalencia de NAFLD y de 

sus complicaciones hepáticas, siendo más frecuente su presentación en el género 

masculino, y en mujeres posmenopáusicas, esta observación ha llevado a hipotetizar la 

posibilidad de que los estrógenos podrían tener un papel esencial como factor protector en 

esta hepatopatía (17–19).   

La deficiencia de hormona de crecimiento (GH - growth hormone, por sus siglas en inglés) 

se ha asociado también con una mayor prevalencia de NAFLD. La idea de que la GH 

pudiera tener un papel importante en la fisiopatología de la NAFLD ha dado lugar a la 

ejecución de estudios clínicos y experimentales en modelos animales que han sido tratados 

con GH como terapia de sustitución hormonal, demostrando mejoría de las condiciones 

metabólicas y de NAFLD (20–23). 

 

1.3 Fisiopatología  

La patogénesis de la NAFLD es multifactorial. A finales del siglo pasado la patogénesis de 

la NAFLD y su progresión encontró una posible explicación en la hipótesis del "doble 
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golpe", propuesta por Day y James en 1998. La hipótesis del "doble golpe" proponía que 

una primera fase o "primer golpe" estaba dada por la infiltración hepática de triglicéridos 

mediada por resistencia a la insulina, lo cual hacía al tejido hepático susceptible a otros 

factores de daño como estrés oxidativo, depleción de ATP y endotoxinas. De forma 

colectiva, estos factores podían promover el "segundo golpe" que favorecería la progresión 

de esteatosis macrovesicular a NASH (3,24). La progresión de esta hepatopatía involucra 

un daño hepático gradual asociado a la apoptosis de hepatocitos, inflamación y 

fibrogénesis, que a su vez predispone a cirrosis, falla hepática y carcinogénesis (25).  

 

A medida que se ha adquirido mayor conocimiento sobre la fisiopatología de NAFLD, el 

concepto de la hipótesis del “doble golpe” ha tenido que evolucionar, y actualmente la 

progresión de NAFLD se explica más bien bajo la visión de la teoría de golpes múltiples y 

en paralelo (26,27). Se atribuye como insulto inicial a la resistencia a insulina, que lleva a 

una mayor síntesis y captación de ácidos grasos libres que se almacenarán en el tejido 

hepático en forma de triglicéridos, dando lugar a la esteatosis. Y en el segundo insulto, 

múltiples factores de daño actúan de manera superpuesta en la progresión de NAFLD hacia 

estadios más avanzados de la enfermedad, incluyendo estrés oxidativo, inflamación local y 

exógena, apoptosis, estímulos profibróticos, entre otros. Actualmente se reconoce que el 

desarrollo y la presencia de NASH puede ocurrir incluso sin el antecedente de esteatosis 

(25). 

 

Este cambio de paradigma en cuanto a la progresión en NAFLD puso en evidencia que los 

principales factores involucrados en el daño inflamatorio del tejido hepático son los ácidos 

grasos libres y no la acumulación de triglicéridos al interior de los cuerpos lipídicos. El 

metabolismo hepático de los ácidos grasos libres lleva a la formación de metabolitos 

tóxicos como el diacilglicerol y las ceramidas, responsables de la generación de estrés 

oxidativo, inflamación y lesión al parénquima hepático (28). 

 

La acumulación de ácidos grasos libres en NAFLD resulta de un desequilibrio entre el 

aumento en la disponibilidad de ácidos grasos libres debido al incremento en la síntesis y 

captación de los mismos por el tejido hepático, así como una reducción de la beta-
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oxidación mitocondrial, la exportación de VLDL (lipopoteínas de muy baja densidad - very 

low density lipoprotein, por sus siglas en inglés) y la lipofagia (25). 

 
1.3.1 Mecanismos de acumulación lipídica en NAFLD   

Existen 3 fuentes de ácidos grasos que contribuyen a la infiltración de triglicéridos en 

NAFLD: el 59% viene de los ácidos grasos circulantes, 26% proviene de la generación de 

ácidos grasos a partir de precursores no lipídidos (glucosa y fructosa) por medio de la 

lipogénesis de novo (DNL, por sus siglas en inglés); y 14% de la dieta (10). 

 

El tejido hepático es el regulador central de la homeostasis lipídica, ya sea sintetizando 

nuevos ácidos grasos, participando en su exportación y en la distribución hacia otros tejidos 

para dar respuesta a la demanda energética (29). 

 

Todo el proceso de balance de lípidos en el tejido hepático es un proceso complejo en el 

que interactúan factores hormonales, receptores nucleares y factores de transcripción; la 

alteración de una o más de estas vías puede precipitar una mayor acumulación de lípidos en 

el tejido hepático desencadenando NAFLD (30). 

 

La regulación del metabolismo de lípidos a nivel hepático está dada por 4 principales 

mecanismos: la captación de lípidos circulantes, la DNL, la oxidación de ácidos grasos (b-

oxidación) y la exportación VLDL (29–31) (Figura 1). 
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Figura 1. Vista general del metabolismo de lípidos en el hepatocito. (1) Captación de lípidos circulantes 
facilitado por transportadores de ácidos grasos específicos localizados en la membrana plasmática del 
hepatocito. (2) La lipogénesis de novo covierte acetil-CoA a nuevos ácidos grasos que subsecuentemente se 
esterifican formando triglicéridos; este proceso es regulado por dos factores de transcripción principales: 
SREBP1c (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1-c) y ChREBP (Carbohydrate Response Element 
Binding Protein). (3) La oxidación de ácidos grasos, que es controlada por PPARa ( Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor alpha) y reduce los lípidos hepáticos utilizándolos como fuente energética. (4) El hígado 
puede exportar lípidos a través de partículas de VLDL (Very Low Density Lipoprotein). (Imagen y pie de 
figura modificado de Højland Ipsen y cols. 2018). 
 
 

 

1.3.1.1 Captación de ácidos grasos por el tejido hepático 

La captación de los ácidos grasos por el hígado depende en mayor parte de los 

transportadores de ácidos grasos, los más predominantes son las proteínas de transporte 

mediadas por ácidos grasos (FATP - fatty acid transport protein, por sus siglas en inglés), el  

grupo de diferenciación 36 (CD36, por sus siglas en inglés) y las caveolinas localizadas en 

la membrana plasmática del hepatocito (30,32). Se han descrito hasta 6 isoformas de FATP 

(desde FATP2 hasta FATP5, entre otras). En estudios realizados en modelos animales se ha 

observado que en el ratón knockout de los genes codificantes de FATP2 y FATP5 la 

Captación de lípidos  

Lipólisis 

Exportación de VLDL 
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captación de ácidos grasos a nivel hepático disminuye, reduciendo el contenido de 

triglicéridos y por tanto revirtiendo la esteatosis. Estos hallazgos indican que la captación 

de lípidos mediada por FATP juega un papel relevante al facilitar la esteatosis hepática 

(33,34). En concordancia con lo reportado en modelos animales, en estudios clínicos 

realizados en pacientes adolescentes con NASH se ha observado una mayor expresión de 

los genes FATP2 y FATP5 al contrastarse con adolescentes sanos (35). 

CD36 es una proteína con actividad de translocasa que facilita el transporte de ácidos 

grasos de cadena larga y a su vez es regulado por PPAR-g, el receptor pregnano X y el 

receptor hepático X. Tanto en estudios realizados en modelos animales como en seres 

humanos, se ha documentado un incremento en la expresión de CD36 en pacientes con 

NAFLD y NASH (30,35). 

1.3.1.2 Lipogénesis  

El hígado es uno de los órganos más versátiles orquestando el anabolismo y catabolismo de 

macromoléculas. La adaptación metabólica en estado de ayuno o posprandial está regulada 

tanto por los nutrimentos ingeridos como por señales hormonales. Durante el estado 

posprandial la glucosa se almacena en forma de glucógeno en el tejido hepático, sin 

embargo, cuando la ingesta de  glucosa es excesiva, el almacenamiento de energía se da 

también en forma de ácidos grasos a través de la vía metabólica de la DNL (31,36). 

 

En condiciones normales un almacenamiento excesivo tanto de glucosa como de lípidos es 

parte de la respuesta metabólica adaptativa, sin embargo, un exceso en la activación de la 

DNL se ha asociado con la presencia de NAFLD.  El proceso de la DNL se divide en tres 

procesos secuenciales: la síntesis de ácidos grasos, la elongación de los ácidos grasos, y su 

integración en triglicéridos.  

 

El metabolismo de la glucosa por glucólisis conlleva la producción de metabolitos 

intermedios como el gliceraldehído 3 fosfato y la dihidroacetona fosfato; estos metabolitos 

pueden interconvertirse o trasformarse a su vez en piruvato. El piruvato tiene la capacidad 

de ingresar a la mitocondria y transformarse en acetil coA para participar en el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs) para la producción de energía. Cuando el 
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almacenamiento energético está completo, los productos intermediarios se acumulan y el 

citrato se transporta de regreso al citoplasma donde es convertido a acetil-CoA. El citrato es 

una activador alostérico de la acetil CoA carboxilasa (ACC, por sus siglas en inglés) que a 

su vez convierte acetil CoA a malonil CoA (principal fuente de carbonos para la síntesis 

endógena de ácidos grasos). La sintasa de ácidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés) 

hace uso de la malonil CoA para elongar la cadena de acilos de los ácidos grasos, formando 

palmitato como uno de los principales productos de la síntesis de ácidos grasos (37). 

(Figura 2). 

 
Figura 2. Activación transcripcional de la DNL en adipocitos en respuesta a una dieta alta en azúcares y 
grasas. Después del consumo de carbohidratos, una parte de la glucosa es procesada mediante glucólisis en el 
citosol, como uno de los productos finales se obtiene piruvato que se internaliza en la mitocondria como 
sustrato del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs). El citrato es un producto intermedio del ciclo 
de Krebs, al exportarse al citosol sirve de sustrato para la DNL. La regulación de la lipogénesis a nivel 
transcripcional está dada por ChREBP, el ChREBP-a se une al elemento de respuesta a carbohidratos 
(ChoRE) y promueve otros genes lipogénicos como ACLY (ATP-citrato liasa), ACC1, FASN (sintasa de 
ácidos grasos) y la SCD1 (stearoil-CoA desaturasa-1) y ChREBP-b. SREBP-1 (sterol regulatory element-
binding protein-1) es otro factor de transcripción para lipogénesis mediada por insulina. (Figura y pie de 
figura modificado de Song y cols, 2018) (38) 
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Cuando la actividad de la DNL es muy elevada, la malonil CoA se acumula e inhibe la 

carnitina palmitoiltransferasa (CPT1A), enzima limitante del transporte y utilización de 

ácidos grasos en la mitocondria (37). 

 

Una vez que se han sintetizado y elongado las cadenas de ácidos grasos, éstos pueden ser 

esterificados en una estructura de glicerofosfato para integrarse en triglicéridos. Durante la 

última fase de la síntesis de triglicéridos la diacilglicerol aciltransferasa convierte los 

diacilgliceroles en triglicéridos, este proceso es crítico, ya que la acumulación de 

diacilgliceroles en el tejido hepático está asociado con resistencia a insulina. Este 

mecanismo tiene un sustento clínico pues en pacientes con NAFLD se observa un 

incremento en la concentración intrahepática de diacilgliceroles (39). 

 

El uso de trazadores con isótopos estables en estudios dinámicos ha permitido observar que 

los pacientes con NAFLD tienen un incremento muy importante en la actividad de la DNL 

aún en estado de ayuno (40). La importancia de la DNL en la fisiopatología de la NAFLD 

se sustenta además en estudios clínicos en los que se muestra que en promedio, hasta un 

26% de los triglicéridos intrahepáticos en pacientes con NAFLD provienen de la DNL 

aunado a una aparente incapacidad para regular la DNL de un estado de ayuno a un estado 

posprandial, esta información parece indicar que la DNL tiene un papel central en la 

acumulación lipídica en pacientes con NAFLD (30,41). 

 

La DNL se regula a través de dos principales factores de transcripción: la proteína de unión 

al elemento de respuesta a esterol (SREBP1c, por sus siglas en inglés)  y la proteínas de 

unión al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP, por sus siglas en inglés). 

SREBP1c es activado por insulina y por el receptor hepático X alfa; mientras que el 

ChREBP es activado directamente por carbohidratos. En pacientes con NAFLD y 

resistencia a insulina se ha documentado una mayor expresión de SREBP1c, lo que hace 

pensar que la resistencia a insulina a nivel hepático es selectiva, contribuyendo a 

incrementar la actividad de la DNL y por tanto a la infiltración lipídica del tejido hepático 

(42). A su vez SREBP1c contribuye a una mayor resistencia a insulina, ya que al 

incrementar la actividad lipogénica se empiezan a acumular productos intermedios que 
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pueden ser dañinos para el metabolismo, como los diacilgliceroles que interfieren con la vía 

de señalización de la insulina (28,43).  

 

En el caso de ChREBP1c que como se mencionó antes es activado directamente por 

carbohidratos (glucosa), en estudios experimentales realizados en modelos animales en los 

que se ha generado knockout del gen de ChREBP1c existe una disminución de hasta un 

65% de la DNL a nivel hepático comparado con ratones control, además de intolerancia a 

hidratos de carbono simples. Si bien el knockout de ChREBP1c en modelos animales 

disminuye la infiltración lipídica hepática, se ha observado de forma simultánea un 

incremento en la síntesis de colesterol y una mayor citotoxicidad, por lo que pareciera que 

ChREBP1c tiene más bien un efecto citoprotector, favoreciendo la acumulación de grasa 

neutra y limitando los niveles de colesterol libre que potencialmente incrementan el daño 

hepático (44).  

 

En algunos estudios clínicos se ha demostrado que en pacientes con NAFLD el ChREBP 

está regulado a la baja comparado con sujetos sanos, mientras que SREBP1c 

principalmente en pacientes con estadios más avanzados de NAFLD y NASH, se encuentra 

sobreexpresado, siendo este gen el responsable de activar otros genes de la DNL como 

ACC1 y FAS, que además de contribuir a la infiltración de grasa intrahepática confieren 

una mayor vulnerabilidad para hepatotoxicidad (45). 

 

1.3.1.3 Lipólisis 

El tejido adiposo, en el estado posprandial, responde al estímulo de la insulina almacenando 

lípidos en su citoplasma, e inhibiendo a su vez la lipólisis de triglicéridos al interior del 

adipocito. En la condición de resistencia a insulina, el tejido adiposo disfunciona y pierde la 

capacidad de inhibir la lipólisis, por lo que incrementa la liberación de ácidos grasos libres 

hacia la circulación, de donde son captados y almacenados por el hígado (46).  

 

La activación de PPAR-a promueve la transcripción de una serie de genes relacionados con 

la oxidación de ácidos grasos a nivel mitocondrial, así como en peroxisomas y citocromos, 

promoviendo de esta forma la reducción de ácidos grasos a nivel hepático (47–49). En 
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estudios clínicos no se ha identificado una diferencia en la expresión PPAR-a entre los 

pacientes con esteatosis y controles sanos, pero sí en los pacientes con NASH, en los que se 

identificó una menor expresión de PPAR-a que a su vez disminuye aún más con un mayor 

grado de actividad y estadio de fibrosis (50). 

 

La oxidación de ácidos grasos se lleva a cabo principalmente en la mitocondria y está 

regulada primordialmente por el receptor alfa activado por el proliferador de peroxisomas 

(PPAR-a, por sus siglas en inglés). Este mecanismo le permite a la célula obtener sustratos 

energéticos como el adenosín trisfosfato (ATP) cuando las concentraciones de glucosa son 

bajas (30,49,51). El ingreso de los ácidos grasos a la mitocondria para el proceso de b-

oxidación depende de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1, por sus siglas en inglés) 

situada en la membrana mitocondrial externa (49). La b-oxidación en la mitocondria tiene 

una limitada capacidad para la oxidación de ácidos grasos de cadena muy larga, por lo que 

se apoya de la b-oxidación que se da en los peroxisomas. Al alcanzarse una importante 

sobrecarga lipídica, se activa la w-oxidación en los citocromos (47,48). Si bien se logra el 

objetivo que es la oxidación de los ácidos grasos, estas vías metabólicas no habituales son 

generadoras de una gran cantidad de especies reactivas de oxígeno, estrés oxidativo y 

ácidos dicarboxílicos tóxicos que potencialmente promueven la inflamación y la progresión 

de la NAFLD a estadios avanzados (47). 

 

La oxidación lipídica alterna contribuye al deterioro del DNA y la disfunción mitocondrial 

generando un círculo vicioso al promover la utilización de vías alternas de oxidación de 

ácidos grasos, trayendo consigo un mayor estrés oxidativo y daño hepático (52). 

 

1.3.1.4 Exportación de lípidos  

Además de la oxidación de ácidos grasos, la exportación de triglicéridos es la otra forma de 

disminuir el contenido de lípidos en el tejido hepático. Dada su naturaleza hidrofóbica, la 

única forma de exportar triglicéridos es en forma de partículas VLDL empaquetados junto a 

otras partículas de colesterol, apoproteínas y fosfolípidos (30). La apolipoproteína B100 

(apoB100) y la proteína microsomal de transferencia de triglicéridos (MTTP, por sus siglas 

en inglés) son los principales componentes de la secreción de VLDL hepática y del 



 23 

mantenimiento de la homeostasis lipídica en el hígado (46). La transcripción de MTTP 

también es regulada por PPAR-a, y a su vez, el incremento de MTTP se acompaña de una 

mayor secreción de apoB100, por lo que PPAR-a no sólo ejerce su efecto catabólico 

mediante la oxidación de ácidos grasos, sino también lo hace a través de la regulación del 

metabolismo de lipoproteínas. La secreción de VLDL y de triglicéridos VLDL (VLDL-TG, 

por sus siglas en inglés) está incrementada en pacientes con NAFLD, y aunque pareciera 

que este mecanismo podría contribuir a la regulación de la esteatosis, la exportación de 

VLDL tiende a estabilizarse cuando el contenido de grasa hepática es mayor al 10%, por lo 

cual, llega un momento en que la esteatosis sobrepasa la capacidad compensatoria de este 

mecanismo, haciéndolo insuficiente para lograr el equilibrio en el contenido de grasa 

intrahepática (53). 

 

 

1.4 Tratamiento  

No existe actualmente terapia farmacológica alguna aprobada específicamente para el 

tratamiento de NAFLD. Uno de los principales factores limitantes del desarrollo de nuevos 

tratamientos, es la falta de modelos predictivos preclínicos que puedan simular la 

enfermedad humana desde los cambios histológicos, la fisiopatología y sus alteraciones 

metabólicas. Estas barreras limitan la comprensión y la definición de un blanco terapéutico 

específico ante la complejidad de la NAFLD (54). 

Partiendo del hecho de que la mayoría de los pacientes con lesión histopatológica variable 

de NAFLD tienen otras patologías crónico-degenerativas como obesidad, Diabetes Mellitus 

tipo 2 e hipertensión, actualmente se propone un manejo integral y holístico personalizado 

para el contexto de cada paciente, que parte en todos los casos de una modificación de 

estilos de vida incluyendo la incorporación de hábitos dietéticos sanos y mayor actividad 

física. Este abordaje busca además disminuir las comorbilidades que incrementan el riesgo 

de mortalidad en estos pacientes, principalmente factores de riesgo cardiovascular y 

metabólicos. Todas estas estrategias buscan de manera indirecta mejorar a su vez la 

condición hepática y no necesariamente se establece de forma exclusiva una terapia 

hepatocéntrica (10) 
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Como se mencionó anteriormente, una de las primeras líneas de tratamiento en NAFLD se 

basa en la pérdida de peso a través de la modificación de los estilos de vida. Estas medidas 

han demostrado mejoría en la esteatosis, resistencia a insulina e inflamación asociadas con 

NAFLD (55). En ensayos clínicos aleatorizados, una pérdida ponderal de al menos 7% 

disminuye la muerte celular y la inflamación en NASH, y en sujetos con pérdida ponderal 

mayor al 10%, se ha demostrado mejoría histológica en el grado de fibrosis (56). En cuanto 

a la actividad física no existe un consenso con respecto a la cantidad o tipo de ejercicio que 

brinda un mayor beneficio para pacientes con NAFLD y en general se extrapolan las 

recomendaciones de la American Heart Association para pacientes de riesgo cardiovascular 

(57).  

 

Como se mencionó antes, la primera línea de tratamiento consiste en la modificación de los 

estilos de vida. Es importante reconocer que algunos pacientes tendrán algún grado de 

fibrosis y la meta en pérdida ponderal mayor al 10% puede ser un objetivo difícil de 

alcanzar y mantener, por lo que basados en el conocimiento actual de la fisiopatología, se 

han hecho algunas propuestas de tratamiento basados en posibles blancos terapéuticos y de 

esa forma modificar el curso de la enfermedad. Entre los tratamientos propuestos se 

encuentran los sensibilizadores de insulina como las tiazolidinedionas (58,59); tratamiento 

con análogos del péptido similar a glucagon 1 (GLP-1, por sus siglas en inglés) (60); 

antioxidantes como la vitamina E (58,61); moduladores de la inflamación y la fibrosis 

como la pentoxifilina, agentes antifibróticos y moduladores del metabolismo de lípidos 

(57). 

 

La gran diversidad de propuestas farmacológicas basadas en posibles dianas terapéuticas 

que hasta el momento no permiten formalizar un estándar de tratamiento, pone en evidencia 

la necesidad de continuar el estudio de los mecanismos fisiopatológicos de la NAFLD.  

 

 

2. Hormona de crecimiento (GH) 

La GH es una hormona peptídica de 191 aminoácidos que se sintetiza en la adenohipófisis 

por las células somatotropas. A la GH se le atribuye principalmente la promoción del 
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crecimiento lineal durante la infancia; sin embargo la GH también tiene un papel 

fundamental en la regulación del metabolismo y en la composición corporal, entre otras 

acciones y, por lo tanto, sigue teniendo una gran relevancia en la vida adulta (62).  

La hormona de crecimiento es una hormona pleiotrópica y tiene receptores en distintos 

tejidos, sin embargo, su principal acción es ejercida a nivel hepático, estimulando la 

producción del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1, por sus siglas en 

inglés), que se reconoce actualmente como el principal efector de las acciones metabólicas 

y mitogénicas de la GH, es esta interacción la que se denomina eje GH/IGF-1 (63). La alta 

concentración tanto de GH como de IGF-1 circulantes estimulan la liberación de 

somatostatina que permite inhibir la secreción de GH por las células somatotropas de la 

hipófisis anterior (64). 

 

El receptor de GH es un receptor de citocina tipo I, es un homodímero activado mediante la 

unión de la GH y el reclutamiento de residuos de tirosina y la proteína Janus cinasa 2 

(JAK2). La principal vía de señalización intracelular de la GH es la vía JAK-STAT (signal 

transducer and activator of transcription, por sus siglas en inglés). Otras vías de 

señalización activadas por GH son la MAPK y la fosfatidil inositol 3 cinasa/AKT/mTOR 

(65). 

  

2.1 Deficiencia de GH y NAFLD  

La asociación entre NAFLD y GH se empezó a reconocer en pacientes adultos con 

hipopituitarismo adquirido. Este grupo de pacientes se caracterizaba por presentar un 

incremento del tejido adiposo visceral, obesidad, aumento del riesgo cardiovascular y 

NAFLD a pesar de recibir sustitución hormonal específica para deficiencia de hormonas 

tiroideas, cortisol u hormonas sexuales. De forma importante, cuando estos pacientes eran 

tratados con GH restauraban su condición bioquímica, composición corporal y mejoraban 

la lesión histopatológica del hígado (21). Aunado a este hallazgo, se observó 

retrospectivamente a una cohorte de pacientes que tenían como antecedente haber cursado 

con deficiencia de GH desde la edad pediátrica y habían sido tratados únicamente en el 

período de crecimiento. Después de un tiempo de haber finalizado el tratamiento, los 
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pacientes con una media de edad de 30 años presentaron un incremento de comorbilidades 

metabólicas incluyendo la NAFLD hasta en un 29% de los casos (66). 

 

En pacientes con NAFLD se ha documentado la presencia de concentraciones bajas de GH, 

IGF-1 e IGFBP3, ya sea con esteatosis o con fibrosis, y esta asociación se ha observado aún 

en pacientes que no tienen deficiencia de GH (67). Se ha reportado también una asociación 

entre niveles bajos de IGF-1 con el grado de inflamación, degeneración balonizante y el 

grado de fibrosis en pacientes con NAFLD (68,69). Esta evidencia sugiere que el eje GH - 

IGF-1 podría desempeñar un papel importante en la fisiología hepática, aún en condiciones 

de suficiencia hormonal.  

 

El hígado es tan importante como órgano blanco para la GH, que en estudios 

experimentales realizados en ratones knockout para el receptor hepático de GH, la 

producción de IGF-1 disminuye hasta en un 90%, y las manifestaciones clínicas se traducen 

en resistencia a insulina, intolerancia a la glucosa, incremento de los ácidos grasos libres y 

esteatosis hepática severa, lo que en conjunto denota la importancia de la vía de 

señalización de la GH en el tejido hepático (70,71). 

 

Hasta la fecha, distintos estudios clínicos han demostrado una posible aplicación de GH e 

IGF-1 en condiciones relacionadas con la obesidad. En estudios observacionales se ha 

demostrado que la sustitución hormonal con GH tiene efectos muy importantes 

disminuyendo la adiposidad visceral y la dislipidemia en pacientes adultos con deficiencia 

de GH, lo cual ha despertado el interés por realizar estudios clínicos administrando esta 

hormona a pacientes no deficientes de GH pero que cuentan con condiciones clínicas como 

obesidad visceral y dislipidemia, patologías que después de un año de tratamiento han 

mejorado, impactando positivamente en otras variables metabólicas como sensibilidad a 

insulina y menor contenido hepático graso (72).  
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El grupo de Nisihizawa y colaboradores en el 2012 observaron en un estudio clínico que 

existía una asociación entre la deficiencia de GH y la presencia de NAFLD. Con la 

finalidad de demostrar que la deficiencia de GH causaba NAFLD diseñaron un modelo 

experimental en ratas enanas naturalmente deficientes de GH, que comparadas con ratas 

Sprague Dawley demostraron la presencia de NAFLD. En dos condiciones administraron 

GH e IGF-1 a las ratas deficientes de GH durante 4 semanas, demostrando 

histopatológicamente que en ambos grupos había una mejoría significativa de la NAFLD 

(21,22).  

 

Una gran limitante para el conocimiento de la fisiopalogía de la enfermedad y, por lo tanto, 

para la propuesta de estrategias terapéuticas exitosas, consiste en la dificultad para la 

simulación de las condiciones histológicas y fisiológicas de la NAFLD en seres humanos.  

En el ser humano continúa el desafío de poder diagnosticar, estadificar y dar seguimiento al 

paciente con NAFLD con metodologías diagnósticas no invasivas que sustituyan a la 

biopsia hepática, que es hasta el momento el imperfecto estándar de oro por el alto riesgo 

de morbi - mortalidad que conlleva. Ante esta dificultad, se ha recurrido a modelos 

animales o celulares in vitro que mediante distintas estrategias de administración 

farmacológicas, tóxicas o dietéticas permiten imitar las características patológicas de 

NAFLD, para de esa forma ampliar el conocimiento fisiopatológico y realizar estudios de 

tipo farmacológico (73).  

 

3.1 Modelos in vitro. Línea celular HepG2. 

Dentro de los modelos celulares in vitro se encuentra la línea celular HepG2, que es 

derivada de un hepatoma humano, y dentro de su clase es la línea celular más utilizada en 

investigación fármaco - toxicológica. Si bien las funciones metabólicas de las células de 

hepatoma son limitadas comparadas con hepatocitos primarios, estas células ofrecen otras 

ventajas como su disponibilidad, facilidad en el manejo, una amplia vida útil y un fenotipo 

estable que no depende de las características del donador. Además, esta línea celular es una 

línea no tumorigénica pero de alta proliferación (74). 

 

Margarita
Texto escrito a máquina
3. Estrategias experimentales en NAFLD. 
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Dentro de las características funcionales de las células HepG2 se encuentran presentes la 

secreción de proteínas plasmáticas, el metabolismo de colesterol y triglicéridos, el 

metabolismo y transporte de lipoproteínas, la síntesis de ácidos biliares, la síntesis de 

glucógeno y la vía de señalización de la insulina. Esta línea celular se ha utilizado de 

manera constante en estudios de farmacotoxicología como un modelo probado de esteatosis 

hepática, logrando su caracterización mediante la infiltración de ácidos grasos o en 

presencia de altas concentraciones de glucosa (74,75).  

 

La asociación entre GH y NAFLD ha sido consistente tanto en estudios clínicos como a 

nivel experimental, sin que se conozca a fondo qué mecanismos moleculares podrían estar 

mediando la acción de GH o de su principal efector IGF-1 a nivel hepático al prevenir o 

modular el desarrollo de NAFLD; este conocimiento podría contribuir a la comprensión de 

la ya compleja fisiopatología de esta condición hepática y a la incesante búsqueda de dianas 

terapéuticas específicas.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
 

La NAFLD es la hepatopatía crónica más frecuente en países occidentales. Este 

padecimiento está asociado a NASH, cirrosis y hepatocarcinoma celular, patologías con 

alta morbilidad y mortalidad a nivel mundial, particularmente en la población mexicana. 

Por su prevalencia creciente y en paralelo a la epidemia de obesidad, la NAFLD representa 

actualmente uno de los problemas más importantes de salud pública en nuestro país.  

 

Existen diversos enfoques que fortalecen la hipótesis multigolpe que explican parcialmente 

la compleja fisiopatología de la NAFLD, sin que hasta el momento se pueda tener una idea 

clara y definitiva de la misma. 

 

En los últimos años se ha reportado una asociación entre la disfunción del eje GH/IGF-1 y 

la presencia de NAFLD, sin que hasta el momento se conozcan los mecanismos 

moleculares que median su acción, particularmente en el balance del metabolismo lipídico 

a nivel hepático. 

 

 

 

PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN  

 

1. ¿Puede el tratamiento con GH prevenir o limitar el desarrollo de NAFLD en un 

modelo hepático in vitro? 

 

En caso de haber disminución de NAFLD a la administración de GH: 

 

2. ¿Cuál es la participación de IGF-1 en mediar esta acción? 

3. ¿Qué vía metabólica es más importante para el desarrollo de NAFLD, la vía de la 

lipogénesis de novo o la vía de la lipólisis?   
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JUSTIFICACIÓN 

 

El desarrollo de NAFLD se ha relacionado con múltiples factores de acuerdo a la hipótesis 

multigolpe, sin que hasta el momento se pueda considerar que existe un conocimiento claro 

de la patogénesis de la misma. El eje GH/ IGF1 se ha propuesto recientemente como un 

factor asociado a la patogenia de NAFLD, sin embargo, se desconocen los mecanismos 

moleculares de su intervención. El estudio de esos mecanismos podría contribuir a un mejor 

conocimiento fisiopatológico de la enfermedad y a la identificación de posibles dianas 

terapéuticas.  

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

Si la GH tiene efectos limitantes en el desarrollo de esteatosis en las células HepG2, 

entonces las células tratadas con GH mostrarán una reducción en el contenido intracelular 

de ácidos grasos a dosis crecientes, en comparación con las células HepG2 incubadas en 

medio de cultivo sin GH.  

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer el efecto del tratamiento con GH sobre un modelo celular de esteatosis en 

células HepG2 cuantificando el contenido intracelular de cuerpos lipídicos y estudiando los 

mecanismos moleculares potencialmente involucrados en mediar este efecto.  
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Cultivar la línea celular de hepatocitos HepG2 con dosis altas de glucosa para lograr 

un modelo de esteatosis. 

• Cultivar la línea celular de hepatocitos HepG2 con altas concentraciones de glucosa 

en presencia o ausencia de dosis crecientes de GH recombinante humana. 

• Determinar mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real con 

transcriptasa inversa (RT-qPCR, por sus siglas en inglés) la expresión de genes 

implicados en la vía metabólica de lipogénesis de novo en condiciones control y de 

esteatosis con dosis crecientes de GH. 

• Determinar mediante RT-qPCR la expresión de genes implicados en b-oxidación en 

condiciones control y de esteatosis con dosis crecientes de GH. 

• Determinar mediante RT-qPCR la expresión del gen de IGF-1 en condiciones 

control y de esteatosis con dosis crecientes de GH. 

• Determinar mediante Western blot los niveles de las proteínas ChREBP, SREBP1c 

y FAS implicados en la vía metabólica de lipogénesis de novo en condiciones 

control y de esteatosis con dosis crecientes de GH. 

• Determinar mediante Western blot los niveles de proteínas de CPT1A y PPARa 

implicados en b-oxidación en condiciones control y de esteatosis con dosis 

crecientes de GH. 

• Determinar mediante ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, por 

sus siglas en inglés) los niveles de IGF-1 en condiciones control y de esteatosis con 

dosis crecientes de GH. 
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MATERIAL Y METODOS  

 

1. Células HepG2. Propagación y cultivo. 

Utilizamos la línea celular HepG2 de la American Tissue Culture Collection (ATCC®, 

Manassas, VA) mantenida previamente en criopreservación. Para la propagación y el 

cultivo empleamos el medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, por sus 

siglas en inglés). El DMEM (Thermo Fisher-Scientific, USA) fue adicionado con 10% de 

suero fetal bovino (SFB), 10nM de buffer HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y 

50mg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). 

El desarrollo de cultivo se dio en condiciones de 95% de humedad, 37ºC de temperatura y 

5% de CO2 en frasco de cultivo T25 (Corning, USA). (Figura 3). 

 
 
Al día siguiente del primer cultivo se decantó el 

medio de cultivo y se reemplazó con medio 

precalentado con la finalidad de remover células no 

adheridas y repletar nutrientes. Se vigiló el cultivo 

bajo microscopio de fases para evaluar las 

propiedades adhesivas de las células, corroborar la 

ausencia de contaminación del cultivo, cambios en la 

morfología celular, el crecimiento en monocapa y la 

confluencia cada 24hs con recambio de medio de 

cultivo cada 48hs hasta alcanzar 80% de confluencia (74).  

 
1.1 Subcultivo HepG2 

Con la finalidad de subcultivar se desprendieron las células del frasco de cultivo mediante 

tripsinización. Una vez alcanzado el 80% de confluencia se aspiró el medio de cultivo del 

frasco se agregó 5ml de tampón fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) 1X 

precalentado, mediante la pipeta se hizo un lavado de la superficie de adhesión celular y se 

esparció gentilmente, se aspiró completamente el PBS y se repitió el proceso una vez más, 

el lavado de las células tiene la finalidad de remover al 100% del medio de cultivo, ya que 

Figura 3. Células HepG2  



 33 

podría interferir con el proceso de tripsinización. Se recuperó al 100% el PBS agregado al 

frasco. 

 

Se agregó EDTA/tripsina al 0.05% - 2ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) precalentado a la 

superficie y se incubó durante 5 minutos a 37ºC. Al desprenderse las células de la 

superficie se agregó medio de cultivo precalentado (10ml) a fin de anular la actividad de la 

tripsina y recuperar las células mediante pipeta fisiológica a un tubo cónico. 

 

Las células se centrifugaron a temperatura ambiente durante 3 minutos a 350g. Se descartó 

el sobrenadante y se resuspendió el botón celular mediante medio de cultivo precalentado, 

se pipeteó gentilmente la solución para desagregar los conglomerados celulares. La 

expansión celular se llevó a cabo a razón de 1:3 en frascos de cultivo T25, repitiendo el 

proceso hasta llegar al 80% de confluencia (74).  

 

1.2 Caracterización y pruebas funcionales 

Durante el quinto pase de la expansión celular y repitiendo el proceso de tripsinización a 

partir de un frasco de cultivo T25, se obtuvo una muestra de la suspensión celular final para 

evaluación de la viabilidad celular mediante la exclusión de azul tripano y conteo celular. 

Empleamos placas de cultivo de 6 pozos (Costar, USA) y sembramos las células HepG2 a 

una densidad celular de 5 x 104 células por cm2 para los experimentos in vitro. Se vigiló el 

cultivo las primeras 24hs para evaluar adhesión celular y se descartó restos celulares, se 

realizó recambio de medio del cultivo cada 48hs hasta lograr 70% de confluencia.  

 

1.3 Modelo de esteatosis in vitro 

Se generó el modelo de estatosis celular in vitro a través de altas concentraciones de 

glucosa en el medio de cultivo. Se eligieron dos condiciones: una control con medio de 

glucosa 5.5 mmol/L, 1% de SFB y 10nM de buffer HEPES; y una condición de esteatosis 

en el que al medio de cultivo de las características mencionadas se llevó a una 

concentración de glucosa 25 mmol/L (76). Se mantuvo el cultivo celular en estas 

condiciones durante 24hs en las que se logró el modelo de esteatosis (Figura 4). 
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Figura 4. Diseño experimental  
 
 
2. Tratamiento con hormona de crecimiento (GH) 

La hormona de crecimiento recombinante humana (Peprotech, México) se dispuso en 3 

dosis: 5, 10 y 20 ng/ml, contrastadas con un control sin GH. Los cultivos celulares control y 

con esteatosis se sometieron durante 24hs a su respectiva condición de glucosa y se agregó 

a cada condición las 4 opciones terapéuticas de hormona de crecimiento recombinante 
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humana (GH, por sus siglas en inglés) durante 24hs más (0, 5, 10 y 20 ng/ml) (Figura 1). 

Todas las condiciones experimentales antes mencionadas se replicaron por quintuplicado. 

 

3. Tinción con rojo oleoso 

Se utilizó la técnica de tinción con rojo oleoso con la finalidad de identificar 

cualitativamente grasa neutra almacenada en cuerpos lipídicos. 

Después de 24hs de administración de GH en sus 4 condiciones al modelo in vitro de 

esteatosis, se retiró el medio de cultivo y se lavó la superficie con PBS 1X en dos 

ocasiones. Se agregó formaldehído al 3% durante 40 minutos a temperatura ambiente, se 

lavó con agua bidestilada durante 5 ocasiones, se agregó isopropanolol y se incubó durante 

10 minutos, se decantó el isopropanolol y se agregó rojo oleoso al 0.5% en isopropanolol 

diluida 3:2 con agua destilada durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Se lavó el rojo oleoso de la superficie con agua destilada (76,77). 

 

4. Cuantificación histológica de las los cuerpos lipídicos. 

Una vez teñidas las células se hizo el conteo de los cuerpos lipídicos por cada 100 células 

en 10 campos de cada pozo de cultivo. Las microfotografías se tomaron a una ampliación 

40X usando un microscopio Nikon Microphot-FXA acoplado a una cámara digital Nikon 

DXM1200F. 

 

5. Cuantificación del contenido intracelular de triglicéridos. 

A partir del cultivo del modelo de esteatosis expuesto a la administración de GH a 0, 5, 10 

y 20 ng/ml, se aspiró el medio de cultivo y se lavó la superficie de cultivo con PBS 1X 

hasta en 2 ocasiones. Se administró 250 µl de lipasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

durante 4 minutos. Una vez detenida la digestión enzimática, se cuantificó la concentración 

proteica mediante absorciometría a 595 nm utilizando el Bradford Protein Assay (Bio-Rad, 

USA).  

 

La concentración de triglicéridos se midió incubando la suspensión celular en presencia de 

0.4 ml de metanol/0.5 ml de cloroformo durante 45 minutos. Se agregó 0.8 ml cloruro de 

sodio 100 mM, se desecó la fracción de triglicéridos a 45 ºC por 30 minutos. 
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Se agregó 50 µl de solución estándar de triglicéridos (Abcam, Cambridge, UK) a la 

fracción de triglicéridos y se cuantificó la concentración de los mismos por espectrometría 

a 570 nm utilizando un lector de microplacas (76). 

 

6. Aislamiento de RNA total 

Las células HepG2 cultivadas en presencia de 0, 5, 10 o 20 ng/ml de GH durante 24hs, una 

vez despegadas de la superficie mediante la solución tripsina-EDTA al 0.05% (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) se centrifugaron a 200 g/ 8 ºC y se agregó TRIzol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA)  a 4 ºC durante 1 minuto. Se agregó 0.2ml de cloroformo frío (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) por cada mililitro de suspensión celular y se incubó a 4 ºC durante 

15 minutos. Se centrifugó la muestra a 20800 g /4 ºC durante 15 minutos, después de lo 

cual se recuperó la fase acuosa y se almacenó en tubos Eppendorf de 1.6ml (Axygen, 

Mexico). 

 

El RNA total se precipitó con 0.8ml de alcohol isopropílico (J.T. Baker, Mexico) a -20ºC 

por 2 horas. Las muestras de RNA se centrifugaron a 20800 g/4ºC por 15 minutos y se 

descartó el sobrenadante. Posteriormente, el botón de RNA se enjuagó con etanol absoluto 

al 100% (J.T. Baker, Mexico) en 3 ocasiones y se resuspendió en agua libre de RNAasas 

con DEPC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). La concentración total de RNA se midió por 

absorbancia a 260 / 280 nm y se verificó la integridad del RNA mediante electroforesis 

sobre gel de agarosa desnaturalizante al 1.0 % (Promega, Uniparts, Mexico) en presencia de 

2.2 mmol/L de p-formaldehído. 

 

7. Expresión de ChREBP, SREBP1c, FAS, CPT1A, PPAR-a e IGF-1 por RT-PCR en 

tiempo real. 

Las muestras de RNA de las células HepG2 fueron sujetas a un proceso de transcripción 

reversa utilizando un sistema de retrotranscripción M-MLV y Oligo(dT) primer 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). El ácido desoxirrebonucleico complementario (cDNA, por sus 

siglas en inglés) se amplificó por reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR, 

por sus siglas en inglés) empleando –oligonucleótidos específicos para humano con la 
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finalidad de detectar la expresión del ácido ribonucleico mensajero (mRNA) de ChREBP, 

SREBP1c, FAS, CPT1A, PPAR-a e IGF-1 (Tabla 1). 

 

Las muestras de cDNA (100 ng/ml) fueron colocadas de manera individual en el 

termociclador de tiempo real BIO-RAD CFX96 en presencia de un Supermix de PCR, 

consistente en 7.5 ml de SsoAdvanced Universal SYBR Green (BIO-RAD, USA), 0.6 ml 

de solución primer-específica, 5.3 ml de agua, y 1 ml de muestra de DNA por tubo. Se 

utilizó el oligonucleótido de RNA de GAPDH como gen endógeno para el cálculo y 

normalización por doble delta CT (DDCT), los resultados se expresaron en veces de 

cambio. 

 
 
Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos para amplificación de RT-qPCR 
 

 
 
8. Medición de la concentración de IGF-1 por ELISA 

El sobrenadante de las distintas condiciones de cultivo se recolectó y almacenó en tubos 

Eppendorf de 2.0 ml, libre de pirógenos (Axygen, México) a -80ºC hasta su evaluación. 

Los niveles de IGF-1 se cuantificaron mediante la técnica de ELISA de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). 

 

 

Gen Iniciador directo Iniciador reverso Longitud 

(pb) 

IGF-1 5’-TGGTGGACGCTCTTCAGTTC -3’ 5’-TCCGGAAGCAACACTCATCC -3’ 123 

ChREBP 5’- CCGTCCAGACAGCAACAAGA -3’ 5’- GCTGCTGGCACAGGTTAATG -3’ 275 

FAS 5'- TGCGTGGCCTTTGAAATGTG -3' 5'- CTCCATGTCCGTGAACTGCT - 3' 260 

SREBP1c 5’- GATGCGGAGAAGCTGCCTAT -3’ 5’- GCTGTGTTGCAGAAAGCGAA -3’ 234 

CPT1A 5’- GACGGCTATGGTGTGTCGTA -3’ 5’- TCCAGCCCAGCACATGAAC -3’ 202 

PPAR-a 5’- ACACCGAGGACTCTTGCGA -3’ 5’- GGAAAGGGCAAGTCCCGATG -3’ 207 

GAPDH 5’- AAAGCCTGCCGGTGACTAAC -3’ 5’- TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC -3’ 300 

pb: pares de bases. 

Margarita
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Las células HepG2 de las distintas condiciones de cultivo se sometieron a la administración 

de un buffer de extracción de proteínas con 500 mmol&l de Tris-Hcl (1 ml/ 50 x 104 

células) y un coctel inhibidor de proteasas (Calbiochen, Germany). Se recuperó el 

sobrenadante de la suspensión celular después de la centrifugación a 20800 g/8ºC durante 

15 minutos. La concentración proteica se cuantificó por absorbancia a 595 nm mediante el 

método de Bradford (Bio-Rad, USA). Se calentó 30 µg de proteína total en un sistema de 

taponamiento de Laemmli y la separación se realizó mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) con 10% de acrilamida. Después, 

las proteínas se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Thermo 

Fisher Scientific, Inc., USA), estas se bloquearon con PBS 1x (0.2% de polisorbato 20) 

conteniendo 1% de SFB durante 12 hs. Después de hasta 5 lavados con PBS 1X - 

polisorbato 20, las membranas PVDF se incubaron en presencia de anti ChREBP humano 

de conejo 1:500 (95KDa), anti SREBP1c humano de ratón 1:100 (132KDa), anti FAS 

humana de ratón 1:100 (273 KDa), anti CPT1A humano de ratón 1:250 (88KDa), o anti 

PPAR alpha humano de ratón 1:150 (52KDa) (Abcam, Cambridge, UK) durante 60 

minutos a temperatura ambiente. Se utilizó la reacción de peroxidasa-diaminobencidina 

(Sigma-Aldrich, Mexico) para visualizar las bandas de proteína que posteriormente fueron 

cuantificados mediante densidad óptica usando b-actina como proteína control.  

 

10. Análisis estadístico 

Los datos se obtuvieron en quintuplicados experimentales independientes. Se utilizó el test 

de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los datos. Los datos se analizaron por medio 

de análisis de varianza (ANOVA) de un vía, seguida de un análisis post hoc mediante 

Games-Howell para estimar las diferencias significativas de los niveles de expresión de 

RNA mensajero y de proteínas de ChREBP, SREBP1c, FAS, CPT1A, PPAR-a e IGF-1, así 

como la cuantificación de los cuerpos lipídicos entre las células HepG2 control y células 

con esteatosis tratadas durante 24hs con las diferentes concentraciones de GH. 

 

Los datos se expresaron en medias ± desviaciones estándar, se consideraron diferencias 

significativas con un valor de p < 0.05. Los resultados se analizaron y graficaron utilizando 
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el software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA 92037 USA) e IBM 

SPSS Statistics version 26.0 (IBM, Armonk, NY, USA). 
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RESULTADOS  
 

El diseño experimental que se utilizó para generar el modelo de esteatosis in vitro se 

muestra en la figura 4.  

 

En condiciones normales de glucosa (5.5 mmol/L), las células HepG2 sin exposición a GH 

(modelo control) muestran una discreta señal positiva a la administración de la tinción de 

rojo oleoso (Figura 5A). A la administración de GH en una concentración de 5 ng/ml, se 

muestra una menor presencia de cuerpos lipídicos en comparación con las células control 

sin GH (Figura 5B). A la administración de GH en las concentraciones de 10 y 20 ng/ml, en 

condiciones control no hubo diferencia comparada con la condición control sin tratamiento 

con GH (Figura 5C y 5D). 

 

Con respecto a las células HepG2 cultivadas en condiciones de altas dosis de glucosa (25 

mmol/l) que corresponden al modelo in vitro de esteatosis, en ausencia de GH podemos 

observar un incremento importante en la tinción positiva para rojo oleoso que contrasta de 

manera significativa con el modelo control sin GH (Figura 5A), lo cual nos indica la 

presencia de una gran cantidad de cuerpos lipídicos (Figura 5E).  

 

A la administración de 5 ng/ml de GH en el modelo de esteatosis (glucosa 25mmol/l), se 

observa claramente una reducción de cuerpos lipídicos (Figura 5F), y observamos una 

disminución aún mayor de la señal de rojo oleoso a la administración de GH en las 

concentraciones de 10 y 20 ng/ml (Figura 5G y 5H, respectivamente). 
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La disminución aparente de la acumulación lipídica en los hepatocitos HepG2 cultivados en 

presencia de GH apreciada en las microfotografías se corroboró mediante la cuantificación 

del número de cuerpos lipídicos por cada 100 células y la cuantificación del contenido 

intracelular de triglicéridos.   

 

Respecto a los hepatocitos HepG2 cultivados en condiciones control, sin la presencia de 

GH se identifica una media de 14.81 ± 12.35 cuerpos lipídicos por cada 100 células (Figura 

6A, conjunto de columnas en color blanco). En las mismas condiciones de cultivo (5.5 

mmol/l de glucosa), pero con exposición a 5, 10 ó 20 ng/ml de GH se cuantifican 8.33 ± 

14.64; 17.21 ± 14.41; y 11.56 ± 10.88 cuerpos lipídicos por cada 100 células, 

respectivamente. (Figura 6A, conjunto de columnas en color blanco). 

Figura 5. Microfotografías de células HepG2 cultivas en condiciones control (5.5 mmol/L de glucosa) y en 
condiciones de esteatosis (25 mmol/L de glucosa) tratadas con dosis crecientes de GH. A-Condición control 
(5.5 mmol/l de glucosa) sin esteatosis y sin GH. B-Condición control de glucosa con GH 5ng/ml. C-Condición 
control de glucosa con GH a 10ng/ml. D- Condición control de glucosa con GH a 20ng/ml. E- Condición de 
esteatosis (25 mmol/l de glucosa)  sin GH. F-Condición de esteatosis (25 mmol/l de glucosa) con GH a 5ng/ml. 
G- Condición de esteatosis (25 mmol/l de glucosa) con GH a 10ng/ml. H- Condición de esteatosis (25 mmol/l 
de glucosa) con GH a 20ng/ml.  
En comparación con el panel A (esteatosis sin GH), en las condiciones F,G y H se observa una reducción 
importante de las cuerpos lipídicos destacados mediante la tinción de rojo oleoso (señalados por flechas 
azules). Microfotografías amplificadas a 40X con microscopio Nikon Micophot-FXA acoplado a cámara  
digital Nikon DXM1200F. (n= 5) 
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En el caso de los hepatocitos HepG2 cultivados en condiciones de esteatosis (25 mmol/l de 

glucosa) y sin tratamiento con GH, observamos un incremento al menos dos veces mayor 

en la cuantificación de cuerpos lipídicos (29.07 ± 23.09 por cada 100 células) comparado 

con la condición control (Figura 6A, panel en color negro). En el modelo de esteatosis al 

administrar dosis crecientes de GH a 5, 10 y 20 ng/ml se observa una reducción de 2.3, 7.6 

y 4 veces en el número de cuerpos lipídicos, respectivamente, comparadas con el modelo de 

esteatosis sin tratamiento con GH (Figura 6A, conjunto de columnas color negro). 

 

La cuantificación del contenido intracelular de triglicéridos nos da objetividad y confirma 

el efecto del tratamiento con GH en el modelo de esteatosis con células HepG2. Tal como 

se podría esperar, en el caso de las células HepG2 en condiciones control, no existe una 

diferencia significativa en el contenido de triglicéridos independientemente de la 

administración o no de GH (Figura 6B, conjunto de columnas en color blanco).  

 

De manera consistente con los hallazgos histológicos, la cuantificación del contenido de 

triglicéridos en la condición de esteatosis (25 mmol/l de glucosa) y en ausencia de GH se 

incrementa de manera significativa, así mismo podemos observar que la administración de 

GH a dosis crecientes disminuye significativamente también el contenido de triglicéridos 

(Figura 6B, conjunto de columnas en color negro). 
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Figura 6. A.- Cuantificación del número de cuerpos lipídicos por cada 100 células en células HepG2 
cultivadas en condición control (5.5 mmol/l de glucosa) y en células HepG2 cultivadas en condiciones de 
esteatosis (25 mmol/l de glucosa) a la administración de dosis crecientes de GH 0, 5, 10 y 20 ng/ml. B.- 
Cuantificación del contenido de triglicéridos en las condiciones antes mencionadas. Conjunto de 
columnas en color blanco muestra la condición control, conjunto de columnas en color negro muestra la 
condición de esteatosis. (n= 5; p < 0.05). 
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Se sabe que IGF-1 funge como el principar efector mitogénico y metabólico de las acciones 

de GH en los mamíferos. En un intento de explicar el posible mecanismo molecular por el 

cual la GH disminuye la esteatosis en células HepG2, se cuantificó la expresión de IGF-1 

en las distintas condiciones experimentales. Observamos que en la condición control, la 

administración de GH a 10 ng/ml incrementa hasta 1.7 veces la expresión comparada con la 

condición con GH a 5 ng/ml (Figura 7A, conjunto de columnas en color blanco), y en el 

caso de la administración de GH a 20 ng/ml pareciera existir una retroalimentación 

negativa a una posible elevación de la concentración de IGF-1 proteica.  

 

Además, observamos que en el modelo de esteatosis (glucosa 25 mmol/l), independiente de 

la administración de cualquier concentración de GH no existe un incremento en la 

expresión de los niveles de IGF-1 (Figura 7A, conjunto de columnas en color negro), 

contrastando concretamente a la respuesta estimuladora que se da a la administración de 

GH a 10 ng/ml en una condición control (glucosa 5 mmol/l) (Figura 7A, conjunto de 

columnas en color negro). La síntesis de proteína IGF-1 sigue el mismo comportamiento 

observado en la expresión del RNA mensajero, corroborando que no hay síntesis proteíca 

en condiciones de hiperglucemia (Figura 7B, conjunto de columnas en color negro). 
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Figura 7. A- Niveles relativos de expresión de IGF-1 según la condición control (5.5mmol/l de glucosa) o de 
esteatosis (25 mmol/l de glucosa) en células HepG2 tratadas con dosis crecientes de GH. B- Niveles de 
proteína IGF-1. (n= 5; p < 0.05). 
 
 

A fin de dar respuesta a los posibles mecanismos en los que podría influir la modulación de 

la esteatosis a la GH se planteó explorar dos principales vías metabólicas involucradas en la 

acumulación lipídica del tejido hepático: la DNL y la b-oxidación. Para explorar DNL se 
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evalúo la expresión de ChREBP, SREBP1c y de FAS. Para b-oxidación se evalúo la 

expresión de CPT1A y PPAR-a. 

 

La expresión del gen de ChREBP se da habitualmente tanto en músculo esquelético como 

en tejido hepático y su activación es dependiente de la concentración de glucosa. Lo que 

observamos en nuestra condición control es que no hay expresión de ChREBP 

independientemente de la administración de GH en las distintas concentraciones (Figura 

8A, conjunto de columnas en color blanco). Acorde a lo esperado, en el modelo de 

esteatosis (25 mmol/l de glucosa) sin GH, ChREBP incrementó hasta 3.5 veces más su 

expresión (Figura 8A, conjunto de columnas en color negro), a la administración de GH se 

observa una disminución dosis-dependiente, siendo más relevante la disminución a la 

administración de GH a 10 ng/ml, demostrando una diferencia estadísticamente 

significativa con la condición de esteatosis sin GH y con la condición de esteatosis con GH 

a 5 ng/ml (Figura 8A, conjunto de columnas en color negro). 

 

SREBP1c es un gen involucrado también en la vía de DNL, tiene una activación indirecta, 

ya que en presencia de glucosa incrementan los niveles de insulina y justo es esta última 

hormona la responsable de activar en el tejido hepático una mayor expresión de SREBP1c. 

En nuestro diseño experimental no se demuestra una diferencia de expresión 

estadísticamente significativa en la condición control (Figura 8B, panel conjunto de 

columnas en color blanco). En la condición de esteatosis no pudimos comprobar una mayor 

expresión de SREBP1c ni en la condición sin GH, ni a las distintas concentraciones de GH 

(Figura 8B, conjunto de columnas en color negro). 

 

La expresión del gen FAS se considera un paso determinante en la lipogénesis tanto en 

tejido adiposo como en tejido hepático. En nuestro trabajo se muestra como en la condición 

control (5.5 mmol/l de glucosa) hay una baja expresión del gen FAS, aunque con un 

incremento significativo a la administración de GH a 5 ng/ml (Figura 8C, conjunto de 

columnas en color blanco). De acuerdo a lo pronosticado, en la condición de esteatosis sin 

GH, el incremento en la expresión de FAS es hasta 17 veces mayor comparado con la 

condición control y notamos también como la administración de GH a 5, 10 y 20 ng/ml 
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prácticamente nulifica la expresión de este gen (Figura 8C, conjunto de columnas en color 

negro).  

 

 

 
Figura 8. Expresión de genes de lipogénesis en el modelo control y en el de esteatosis en presencia de GH 0, 
5, 10 y 20 ng/ml. A - ChREBP, muestra hasta 3 veces mayor expresión de la condición de esteatosis 
(25mmol/l de glucosa) respecto a la condición sin esteatosis (5.5mmol/l), con disminución estadísticamente 
significativa a la administración de GH a 10ng/ml en condición de esteatosis. B - SREBP1c, no se observa 
diferencias de expresión entre condición control y esteatosis. C - FAS, expresión hasta 17 veces mayor en la 
condición de esteatosis sin GH respecto a la condición control, se observa disminución estadísticamene 
significativa a la administración de 5, 10 y 20ng/ml de GH en la misma condición. (n= 5; p < 0.05). 
 
 

La expresión del gen CPT1A es primordial en el proceso de b-oxidación de los ácidos 

grasos. Nuestros resultados en la condición control parecieran mostrar una tendencia a 

incrementar la expresión de CPT1A cuando se administra GH en las diferentes 

concentraciones, sin embargo, no logramos encontrar una diferencia estadísticamente 

significativa (Figura 9A, conjunto de columnas en color blanco). Así mismo, no 

encontramos diferencias estadísticamente significativas en la expresión de CPT1A en las 
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condiciones de esteatosis, independientemente de la administración de las distintas 

concentraciones de GH (Figura 9A, conjunto de columnas en color negro). 

 

El gen de PPAR-a es un mediador esencial del proceso lipolítico, sin embargo, ni en la 

condición control, ni en la de esteatosis pudimos observar una diferencia estadísticamente 

significativa, independientemente de las concentraciones de GH administradas (Figura 9B). 
 

 

 
Figura 9. Expresión de genes de b-oxidación en el modelo control y en el de esteatosis en presencia de GH 0, 
5, 10 y 20 ng/ml. A - CPT1A. B - PPAR-a. (n= 5; p < 0.05). 
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En la figura 10A se puede apreciar la síntesis de las proteínas correspondientes a las vías de 

lipogénesis y lipólisis descritas con anterioridad. Las bandas del gel de poliacrilamida 

muestran de forma cualitativa la síntesis de las proteínas ChREBP, SREBP1c, FAS, 

CPT1A, y PPAR-a, cultivados en condiciones control y de esteatosis en presencia de dosis 

crecientes de GH. En este panel observamos una mayor síntesis de ChREBP y FAS en la 

condición de esteatosis, así como la disminución progresiva de ambas proteínas a dosis 

crecientes de GH (Figura 10A). 

En cuanto a la síntesis de la proteína ChREBP, podemos observar que en la condición 

control no hay cambios en la concentración de la misma independientemente de la 

concentración de GH (Figura 10B, conjunto de columnas en color blanco), mientras que en 

la condición de esteatosis incrementa hasta 2 veces la concentración respecto a la condición 

control, la cual disminuye progresivamente a la administración de dosis crecientes de GH, 

con un máximo efecto a la administración de 20 ng/ml de GH (Figura 10B, conjunto de 

columnas en color negro). 

 

En concordancia con la expresión de RNA mensajero, SREBP1c no demostró una mayor 

síntesis de la proteína en la condición de esteatosis respecto a la control 

independientemente de la presencia o no de GH (Figura 10C).  

 

Respecto a la síntesis de FAS, podemos observar que no existe un cambio en la 

concentración de la misma en la condición control independientemente de la dosis de GH 

administrada (Figura 10D, conjunto de columnas en color blanco), mientras que en la 

condición de esteatosis podemos observar hasta 4 veces mayor concentración respecto a la 

condición control. De forma interesante, podemos observar que en condiciones de 

esteatosis la administración creciente de  5, 10 o 20 ng/ml de GH suprime de manera 
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significativa la síntesis de FAS, de la misma forma en que se observó la disminución en la 

expresión génica de FAS (Figura 10D, conjunto de columnas en color negro).  

 

La síntesis de CPT1A o PPAR-a se comportó de la misma forma que su expresión génica y 

no demostró cambios en las condiciones control o de esteatosis, independientemente de la 

dosis de GH administrada (Figura 10E y 10F, respectivamente). 
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Figura 
Figura 10. Abundancia de proteína de ChREBP, SREBP1c, FAS, CPT1A and PPAR-a en células HepG2 
cultivadas en condiciones control (glucosa 5.5 mmol/l) y de esteatosis (glucosa 25 mmol/l) en condiciones de 
GH: 0, 5, 10 y 20 ng/ml. A - Gel de poliacrilamida que muestra las bandas correspondientes a las proteínas 
(ChREBP, SREBP1c, FAS, CPT1A, y PPAR-a de las condiciones experimentales. B - ChREBP. C - 
SREBP1c. D - FAS. E - CPT1A. F - PPAR-a. Se muestran diferencias estadísticamente sifnificativas en los 
paneles B y D correspondientes a ChREBP y FAS respectivamente, destaca en ambos casos una 
concentración más alta en la condición de esteatosis sin GH comparada con el control (5.5 mmol/l glucosa) y 
una disminución estadísticamente significativa en condiciones de esteatosis a la administración de GH a 5, 10 
y 20ng/ml, encontrando una mayor disminución en la concentración de FAS. (n= 5; p < 0.05). 
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DISCUSIÓN  
 

En la literatura se ha documentado una asociación entre la deficiencia de GH y la presencia 

de NAFLD, tanto en estudios clínicos como en modelos animales (21,22). Sin embargo, 

todavía se desconoce el mecanismo que pudiera estar mediando esta asociación. Una 

limitante para atribuir una causalidad o una interacción directa es que tanto seres humanos 

como animales son sistemas complejos que a la par de una disfunción del eje GH - IGF-1 

pueden cursar simultáneamente con otras alteraciones endocrinas y nutricionales, 

alteraciones en el metabolismo de lípidos y carbohidratos, que por sí mismos podrían 

contribuir al desarrollo de NAFLD (31,63). 

 

En este trabajo utilizamos un modelo de esteatosis hepática in vitro mediante células 

HepG2 y la presencia de altas concentraciones de glucosa (25 mmol/l), modelo al cual se 

administró GH en distintas concentraciones, con la finalidad de probar que había una 

disminución de la NAFLD ante la presencia de GH y de evaluar dos posibles mecanismos 

involucrados en la acumulación intrahepática de ácidos grasos: lipogénesis y  b-oxidación; 

en ambos casos elegimos genes esenciales de ambos procesos y de esa manera poder 

evaluar la participación de ambas vías metabólicas.  

 

Las concentraciones de GH que utilizamos en este trabajo, se propusieron a partir del 

conocimiento previo de los niveles de GH medidos ante una respuesta estimulada en seres 

humanos. En el contexto de deficiencia relativa en seres humanos con obesidad se han 

reportado valores promedio de 5 ng/ml, y los valores en los que se considera suficiencia de 

GH corresponden a 10 ng/ml (78–80). La dosis de 20 ng/ml se administró para evaluar los 

efectos de la administración suprafisiológica de GH.   

 

Nuestro trabajo demuestra que la GH disminuye de forma directa la infiltración lipídica en 

un modelo de esteatosis in vitro y de manera independiente a otros mecanismos que 

pudieran actuar como confusores en un sistema vivo. Este hallazgo se suma a la evidencia 

previamente reportada en estudios clínicos y experimentales en modelos animales y 

refuerza un papel causal de la ausencia de GH como inductor de esteatosis (21,22,81).  
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Este trabajo también se propuso dilucidar los posibles mecanismos involucrados en la 

modulación de la infiltración grasa en tejido hepático por la administración de GH. Como 

sabemos, IGF-1 es el principal efector de los mecanismos metabólicos y mitogénicos de la 

GH (71,80,82). La expresión positiva de IGF-1 en nuestro trabajo se dio únicamente en la 

condición control a la administración de 10 ng/ml de GH, lo cual pudimos demostrar 

también al evaluar la síntesis proteica de IGF-1. Si bien es cierto que los modelos celulares 

no son extrapolables a las condiciones in vivo, este hallazgo podría tener su similitud en el 

contexto clínico de una persona sana con niveles de GH en rango de suficiencia (83). En el 

caso de la condición control con GH a 5 ng/ml podemos observar que no hay un incremento 

en los niveles de IGF-1, lo que pudiera asemejarse en el contexto clínico a que la 

concentración mencionada se clasifica como deficiencia relativa de GH (84). Observamos 

que a la administración de GH a 20 ng/ml existe una disminución en la expresión de IGF-1 

así como en su síntesis proteica comparada con la respuesta con 10 ng/ml. Esta observación 

muy probablemente pueda atribuirse a una retroalimentación negativa en la vía de 

señalización Jak-STAT y la activación de proteínas supresoras de la vía de señalización de 

citocinas (SOCS, por sus siglas en inglés), acciones que impactarían desensibilizando o 

generando una ubiquitinación del receptor de GH (85).  

 

En contraste a la respuesta de IGF-1 en la condición 5.5 mmol/l de glucosa con GH a 10 

ng/ml, observamos como en la condición de esteatosis (25mmol/l), independientemente de 

la dosis de GH administrada no hay incremento en la síntesis de IGF-1. Esta condición 

pudiera en parte explicarse por el mecanismo con el que se generó la esteatosis en este 

modelo celular. Si bien sabemos que en un sistema in vivo con mecanismos de 

retroalimentación las condiciones de hiperglucemia primordialmente reducirían la secreción 

de GH al incrementar el tono somatostatinérgico, pareciera que la sóla condición de 

hiperglucemia pudiera alterar la secreción de IGF-1 a nivel hepático, tal como lo describío 

Shishko y cols en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1, quienes al tener un mal control 

glucémico reportaban bajos niveles de IGF-1, y que al mejorar su condición glucémica 

normalizaban sus niveles de IGF-1 (86). Por otro lado quizá la propia esteatosis y la 

gravedad de la misma sea la única condición necesaria que evita la producción de IGF-1, 
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como lo ha demostrado Rufinatscha y cols. en pacientes con NASH, en los que a mayor 

grado de inflamación disminuían progresivamente los niveles de IGF-1 independientemente 

de la secreción de GH (87). Nuestros datos sugieren que la hiperglucemia per se pudiera 

incrementar el almacenamiento de ácidos grasos en los hepatocitos a través de la regulación 

negativa en la expresión de IGF-1, aún en presencia de GH a distintas concentraciones; sin 

embargo, estos datos deben considerarse con cautela, ya que en el contexto clínico, una 

condición de hiperglucemia se acompaña de hiperinsulinismo compensatorio y/o resistencia 

a la insulina, variables que este modelo in vitro no considera.  

 

En estudios previos se ha atribuido al eje GH - IGF-1 un papel importante en la asociación 

a NAFLD. Al demostrar que nuestro modelo de esteatosis con GH disminuía los cuerpos 

lipídicos, nos propusimos evaluar si este hallazgo pudiera estar mediado por la acción de 

IGF-1. Interesantemente no demostramos una mayor expresión de IGF-1, lo que pareciera 

sugerir que los efectos de GH a nivel hepático son independientes a su principal efector. 

Estos hallazgos ya habían sido reportados por Zhongbo Liu y cols, en un modelo animal 

con resistencia a GH en los que se generó NAFLD, que al ser sustituidos hormonalmente 

con IGF-1 mejoraron su condición de sensibilidad a insulina y disminuyeron la adiposidad 

visceral, pero no lograron disminuir el estrés oxidativo y la inflamación causadas por 

esteatosis, lo que indica que la GH y su señalización son factores protectores 

independientes a IGF-1 para el tejido hepático, tal como puede apreciarse en la enfermedad 

de Laron que cursa con deficiencia de IGF-1 secundaria a la insensibilidad primaria de GH 

(88,89). 

  

Se sabe que parte de los mecanismos responsables de la acumulación intrahepática de 

ácidos grasos es una desbalance entre las vías de lipogénesis y de lipólisis (31). La 

lipogénesis tiene como mecanismo de activación la expresión de dos principales genes 

ChREBP y SREBP1c, activados por carbohidratos e insulina respectivamente. ChREBP 

tiene la capacidad de incrementar la expresión de otros genes involucrados en la 

lipogénesis, principalmente FAS, lo que se ha documentado en pacientes y en modelos 

animales con NAFLD (90,91). Acorde con esto, nuestro modelo de esteatosis también 

presenta una mayor expresión e incremento de la síntesis proteica de ChREBP y FAS, 
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aunque no SREBP1c, lo cual podría explicarse por el estímulo con el cual se generó la 

esteatosis (altas concentraciones de glucosa), pero sin cambios en la insulina, que es el 

factor encargado de incrementar la expresión de SREBP1c. En cuanto al efecto de GH 

pudimos corroborar que muestra un efecto protector en NAFLD, ya que al administrar dosis 

crecientes de GH al modelo de esteatosis, tanto ChREBP como FAS disminuyen 

significativamente su expresión y síntesis, ratificando los hallazgos de microfotografía y 

cuantificación de triglicéridos. Por otro lado, los genes y proteínas primordiales en la b-

oxidación no tuvieron cambios en la condición de esteatosis ni a la administración de GH. 

El mecanismo de oxidación lipídica que se ha atribuido a GH se ha descrito principalmente 

en tejido adiposo, y cada vez hay mayor evidencia sobre la divergencia tejido-específica en 

la respuesta metabólica a GH (92). Nuestros hallazgos sugieren que el papel de GH en 

NAFLD in vitro está mediado primordialmente por la modulación de la lipogénesis de 

novo.  

 

Así, nuestros resultados nos permiten poner en consideración las siguientes conclusiones: 

1. Este trabajo sugiere que la alta concentración de glucosa induce esteatosis por la 

inhibición de la síntesis de IGF-1 a nivel hepático y una mayor actividad de la lipogénesis 

de novo.  

2. Pareciera que la modulación de la lipogénesis de novo en NAFLD como estrategia 

terapéutica pudiera mejorar la condición de esteatosis en un modelo in vitro. 

3. La hormona de crecimiento disminuye la esteatosis (mediada por altas concentraciones 

de glucosa) en un modelo celular in vitro inhibiendo la lipogénesis de novo mediante la 

regulación negativa en la expresión de ChREBP y FAS en una forma dosis-dependiente e 

independiente a IGF-1. Este hallazgo es interesante, ya que dicho mecanismo pudiera 

contribuir a modular la esteatosis en pacientes sin deficiencia de GH, como aquellos con 

obesidad, diabetes o síndrome metabólico, quienes podrían beneficiarse del tratamiento con 

GH.  

 

Es importante aclarar, que si bien las propuestas en dosis de GH intentan simular las 

concentraciones encontradas en seres humanos mediante una prueba de estimulación de la 

misma, no se podría extrapolar como una propuesta de dosificación en pacientes con 
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NAFLD con o sin deficiencia de GH, y es necesario realizar estudios clínicos para evaluar 

la factibilidad de su aplicación, y en su momento la respuesta y seguridad para esta 

indicación en seres humanos.  

 

Estos hallazgos sugieren como mecanismos moleculares de esteatosis la inhibición en la 

producción de IGF-1 en condiciones de hiperglucemia y la lipogénesis de novo como 

principales mecanismos generadores de NAFLD en pacientes con obesidad, diabetes y 

síndrome metabólico.  
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CONCLUSIONES  
 
 
1. La hiperglucemia induce esteatosis por la inhibición de la síntesis de IGF-1 en 

hepatocitos y una mayor actividad de la lipogénesis de novo en el modelo in vitro HepG2.  

 

2. La modulación de la NAFLD por GH pudiera mejorar la condición de esteatosis 

principalmente por lipogénesis de novo. 

 

3. La hormona de crecimiento mejora la esteatosis en el modelo celular in vitro HepG2, 

inhibiendo la lipogénesis de novo mediante la supresión de la síntesis de ChREBP y FAS 

en una forma dosis-dependiente, de forma independiente a IGF-1. 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 

Los resultados de este trabajo nos permiten hipotetizar que en seres humanos la asociación 

entre la disfunción del eje GH-IGF-1 y la esteatosis hepática pudiera estar igualmente 

mediada por lipogénesis de novo, en un inicio valdría la pena evaluar en un estudio 

transversal en pacientes con NAFLD la función del eje GH-IGF-1 y valorar si existe una 

relación inversamente proporcional a la actividad de lipogénesis de novo (estudio dinámico 

in vivo). Es necesario realizar ensayos clínicos controlados en sujetos con NAFLD en los 

que se pueda plantear un uso metabólico de la GH probablemente mediante la titulación de 

IGF-1 a fin de conocer su utilidad, eficacia y seguridad.  
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