Rev. Fac. Med. 2019 Vol. 67 No. 1: 109-16

109

ARTICULO DE REVISION

DOI: http://dx.doi.org/10.15446/revfacmed.v67n1.64964

Modelos celulares hepaticos para el estudio del metabolismo
de los lipidos. Revision de literatura
Liver cell models for studying lipid metabolism. Literature review

Recibido: 15/05/2017. Aceptado: 16/10/2017.

Johanny Aguillon-Osma'? ¢ Nelsy Loango-Chamorro® ¢ Patricia Landazuri

"'Universidad del Quindio - Facultad de Educacion - Programa de Licenciatura en Ciencias Naturales - Armenia - Colombia.

2 Escuela Normal Superior del Quidio - Armenia - Colombia.

3 Universidad del Quindio - Facultad de Ciencias Bésicas y tecnologicas — Programa de Biologia - Armenia - Colombia.

# Universidad del Quindio - Facultad de Ciencias de la Salud - Programa de Medicina - Armenia - Colombia.

Correspondencia: Johanny Aguillon-Osma. Facultad de Educacion, Universidad del Quindio. Carrera 15 Calle 12 Norte, edificio O, piso 1.
Teléfono: +57 6 7359300, ext.: 346; celular +57 3117359277. Armenia. Colombia. Correo electronico: jaguillon@uniquindio.edu.co.

| Resumen |

Introduccion. El higado juega un papel importante en la homeostasis
lipidica, especialmente en la sintesis de acidos grasos y triglicéridos. Una
amplia variedad de modelos celulares ha sido utilizada para investigar el
metabolismo lipidico hepatico y para elucidar detalles especificos de los
mecanismos bioquimicos del desarrollo y progresion de enfermedades
relacionadas, brindando informacion para tratamientos que reduzcan su
impacto. Los modelos celulares hepaticos poseen un alto potencial en la
investigacion del metabolismo de lipidos y de agentes farmacolégicos o
principios activos que permiten la reduccion de la acumulacion de lipidos.

Objetivo. Comparar algunos modelos celulares hepaticos utilizados
para el estudio del metabolismo lipidico, sus caracteristicas y los
resultados mas relevantes de investigacion en ellos.

Materiales y métodos. Se realizo una busqueda sistematica en bases
de datos sobre los modelos celulares hepaticos de mayor uso para el
estudio del metabolismo de lipidos.

Resultados. Se exponen los cinco modelos celulares mas utilizados
para este tipo de investigaciones, destacando su origen, aplicacion,
ventajas y desventajas al momento de estimular el metabolismo lipidico.

Conclusion. Para seleccionar el modelo celular, el investigador debe tener
en cuenta cuales son los requerimientos y el proceso que desea evidenciar,
sin olvidar que los resultados obtenidos solo seran aproximaciones de lo
que en realidad podria suceder a nivel del higado como 6rgano.

Palabras clave: Hepatocitos; Triglicéridos; Acido oleico (DeCS).
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| Abstract |

Introduction: The liver plays an important role in lipid homeostasis,
especially in the synthesis of fatty acids and triglycerides. A wide
variety of cell models have been used to investigate liver lipid
metabolism and to elucidate specific details of the biochemical
mechanisms involved in the development and progression of related
diseases, providing information for treatments that reduce their impact.
Liver cell models have a high potential for the investigation of lipid
metabolism, as well as pharmacological agents or active principles
that allow the reduction of lipid accumulation.

Objective: To compare some liver cell models used for studying lipid
metabolism, their characteristics and the most relevant research results.

Materials and methods: A systematic search of databases was
performed on the most commonly used liver cell models for the study
of lipid metabolism.

Results: The five most commonly used cell models for this type
of research are presented in this paper, highlighting their origin,
application, advantages and disadvantages when stimulating lipid
metabolism.

Conclusion: In order to select a cell model, researchers should
take into account the requirements and the process they wish to
demonstrate, without forgetting that the results obtained will only
be approximations of what could actually happen in the liver as
an organ.
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Introduccion

El higado juega un papel importante en la homeostasis lipidica, en
especial en la sintesis de acidos grasos y triglicéridos (TG) y en la
produccion de lipoproteinas plasmaticas que aseguran el transporte
de lipidos endogenos y exdgenos entre los érganos (1,2).

Una de las funciones del higado es la sintesis de colesterol a
través de una amplia serie de reacciones, entre las cuales se generan
interacciones con los tejidos periféricos y el intestino; su equilibrio
es regulado por mecanismos de retroalimentacion entre las vias

endogena y exogena (3). La inhibicion de absorcion de colesterol
intestinal aumenta la actividad de la hidroximetilglutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoAR) intensificando su sintesis en el higado (4). En
cambio, una captacion intestinal elevada de colesterol inhibe la HMG-
CoAR, reduce la sintesis hepatica y produce una regulacion negativa
de los receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDLr), lo que
reduce la captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (5). Por
el contrario, cuando existe una disminucién en las concentraciones de
colesterol, los LDLr son regulados al alza y dan lugar a un aumento
de la eliminacion de particulas de LDL de la sangre (3,5) (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo de lipidos.
Fuente: Elaboracion propia.

Los lipidos plasmaticos (TG, ésteres del colesterol, fosfolipidos
y colesterol libre) deben ser transportados por lipoproteinas. Los
lipidos de la dieta (via exdgena) son absorbidos en el intestino por los
quilomicrones; luego, los quilomicrones se someten a lip6lisis rapida
por parte de la lipoproteina lipasa (LPL), un proceso que elimina
algunos de los TG y deja pequefios remanentes de quilomicrones
que internalizan el resto de los lipidos de la dieta al higado. En la
via endogena, el higado utiliza los remanentes de quilomicrones,
lipidos y colesterol endogeno para producir las particulas de
VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) (Figura 1). Las VLDL
son lipoproteinas ricas en TG que contienen entre 10-15% del
colesterol plasmatico, fosfolipidos y un conjunto caracteristico de
apolipoproteinas: Apo B-100, Apo C-I, Apo C-1I, Apo C-IIl y Apo
E. Estas lipoproteinas son transportadas por la sangre desde el higado
hasta el musculo y el tejido adiposo, donde la LPL se activa gracias
a la Apo C-II, hidrolizando los TG de las VLDL y liberando acidos
grasos libres que pueden ser almacenados por los adipocitos (6,7). Las
LDL que han sido sintetizadas en el higado tienen una concentracion
alta de colesterol y moderada de fosfolipidos y no contienen TG.
Su apolipoproteina asociada de mayor importancia es Apo B-100,
indispensable para unirse al LDLr (3,8). El desequilibrio entre estas
vias de sintesis y degradacion se encuentra asociado con el desarrollo
de diferentes enfermedades cardiovasculares y metabdlicas (7,8).

Una amplia variedad de modelos celulares ha sido utilizada
para investigar el metabolismo hepatico. Estos modelos ofrecen

la oportunidad de estudiar detalles especificos de los mecanismos
bioquimicos como el metabolismo lipidico y de glucosa, la respuesta
toxicologica frente a farmacos, la expresion de proteinas relacionadas
con el metabolismo, el mecanismo de invasion viral, las vias de
sefializacion o la inhibicion de proteinas a través de ARN de
interferencia (9). Sin embargo, las células primarias son inherentemente
desafiantes, en particular en su obtencion y su aislamiento (10); a pesar
de ello, los hepatocitos primarios son considerados como el mejor
modelo in vitro para estudiar el metabolismo de lipidos y glucosa (1).

Las metodologias de cultivo de células aisladas de higado humano
han sido mejoradas en los tltimos afios; en la actualidad, una variedad
de estrategias de aislamiento, cultivo y criopreservacion se han
establecido y evaluado. Sin embargo, la viabilidad de estas células
sigue siendo baja en contraste con las lineas celulares inmortalizadas de
hepatomas; estas ultimas tienen capacidad de biotransformacion, una
caracteristica crucial en estudios toxicoldgicos y metabolicos (9,11).

El desarrollo de los modelos celulares hepaticos permite explorar
el metabolismo de los lipidos en el higado humano y, con ello, el
desarrollo y progresion de las enfermedades relacionadas (12). Se ha
trabajado en varias lineas celulares hepaticas para establecer modelos de
acumulacion de lipidos usando acidos grasos saturados e insaturados de
forma individual o combinados (11,13). En la mayoria de los estudios,
el acido graso que se ha adicionado al medio de cultivo ha sido el acido
oleico (4cido graso monoinsaturado, de 18 carbonos, que presenta
la insaturacion en el carbono 9, conocido como omega 9 y presente
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en alimentos como el aceite de oliva o el aguacate), esencial para la
produccion de los TG, siendo menos lipotoxico que el acido palmitico
(4cido graso saturado de cadena larga, de 16 carbonos, el principal acido
graso de la dieta y presente en las carnes y en las grasas lacteas) (14).

Las ventajas de los modelos inmortalizados comparados con los
cultivos primarios de hepatocitos humanos son: crecen continuamente,
tienen vida util ilimitada y su fenotipo es bastante estable. Ademas, es
facil disponer de ellos y sus condiciones de cultivo son mas simples.
Incluso, algunos hepatomas retienen (en parte) un diferenciado fenotipo
adulto. De esta forma, los modelos celulares hepaticos poseen un alto
potencial para proveer una plataforma de investigacion del metabolismo
de lipidos, asi como de agentes farmacologicos o principios activos que
permitan la reduccion de la acumulacion de TG a nivel intracelular (10).

El objetivo de esta revision es comparar algunos modelos celulares
hepaticos utilizados para el estudio del metabolismo lipidico, sus
caracteristicas y los resultados mas relevantes de investigacion en
ellos, para establecer cual de ellos ofrece mejores caracteristicas para
posteriores estudios.

Referencias identificadas en las
bases de datos electronicas
(n=183)

Materiales y métodos

Se realizé una busqueda de articulos cientificos relacionados con
modelos celulares y metabolismo de lipidos publicados en las bases de
datos PubMed, ScienceDirect, Google Scholar y SciElO. La busqueda
fue realizada entre noviembre de 2016 y abril de 2017 y tuvo en
cuenta articulos publicados desde enero de 2006 hasta abril de 2017,
excepto para los articulos que trataban sobre el origen del modelo
celular. Se incluyeron textos completos de investigaciones originales o
revisiones, en idioma inglés y espafiol y que contuvieran las siguientes
palabras clave y sus posibles combinaciones: “lipid metabolism”
and “modelo celular hepatico (HepG2, HepaRG, Huh-7, primary
hepatocytes, IHH)” and “tipo de sustrato (oleic acid, palmitic acid)”.
Los criterios de exclusion para la seleccion de los articulos fueron:
estudios publicados en otros idiomas, estudios que utilizaran otros
sustratos de induccion de sintesis de lipidos y estudios donde solo se
evaluara la esteatosis hepatica. Al final, 51 articulos cumplieron con
los requisitos para ser incluidos en la revision (Figura 2.).
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Figura 2. Flujograma de la busqueda y seleccion de articulos en la presente revision.

Fuente: Elaboracion propia.
Resultados

Se identificaron 51 referencias, de las cuales 36 correspondieron
a articulos originales de texto completo y 15 a revisiones
bibliograficas. La mayor proporcioén de los documentos estaban
relacionados con el modelo celular HepG2 (62%) y la menor
proporcion (6%) con el modelo de hepatocitos primarios. De
las referencias seleccionadas, 48 estaban escritas en inglés y 3
en espaiiol.

Enla Tabla 1 se resumen las ventajas y desventajas de los modelos
celulares utilizados para el estudio del metabolismo lipidico, notdndose
que la seleccion del modelo celular depende de las necesidades de la
investigacion y de la condicion que se desea evaluar. No obstante,
podriamos decir que el modelo celular HepG2 presenta la mejor
estabilidad y es el mas caracterizado en el estudio del metabolismo
de los lipidos.

Discusion

Se evidenci6 que una considerable variedad de modelos celulares ha
sido usada para estudiar el metabolismo de los lipidos a nivel hepatico,
siendo el metabolismo del colesterol y de las lipoproteinas lo que mas
ha captado el interés. A pesar de que estos modelos celulares ofrecen la
oportunidad de estudiar detalles especificos de un proceso metabolico
en particular, no hay que pasar por alto que presentan limitaciones
inherentes como la perdida de capacidades reguladoras de division
celular, algunas modificaciones genéticas o fenotipicas que alteraran
su capacidad de comunicacion celular o su propio metabolismo y el
estar en un ambiente aislado y controlado, lo que cambia la capacidad
de interaccion y respuesta celular. A continuacion se mencionan las
caracteristicas de los modelos celulares hepaticos mas utilizados para
elucidar el proceso de sintesis, asimilacion y excrecion de los lipidos
encontrados en esta revision.
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Tabla 1. Resumen de los modelos celulares hepéticos utilizados en el estudio del metabolismo lipidico.

Modelo
Ventajas Desventajas
celular

e Li(10)

o Guguen-Guillouzo et al. (15)

e Guguen-Guillouzo &
Guillouzo (16)

Hepatocitos
primarios

e Greenetal. (1)

* Navarro et al. (4)

* Ros (6)

e Anthérieu et al. (17)

HepaRG

e Green etal. (1)

* De Gottardi et al. (18)
o Perttila et al. (19)

o Chavez-Tapia et al. (20)

IHH

o Meex etal. (21)

e Miyata et al. (22)

* Shao & Ford (23)

o Rohwedder et al. (24)

HuH-7

o Navarro et al. (4)

® Ros (6)

® Meex etal. (21)

o Arrol et al. (25)

¢ Gdula-Argasinska et al. (26)
o Gomez-Lechédn et al. (27)

HepG2

Exhiben el fenotipo y metabolismo de mayor similitud con los
hepatoatos maduros

e Se pueden estimular a la acumulacion de lipidos con acidos grasos

exdgenos

Realizan sintesis de novo de TG

Se han utilizado en el estudio de la regulacion de sintesis de
proteinas y su catabolismo

Posee caracteristicas de hepatocito bien diferenciado

Presenta expresion conservada de la actividad enzimatica del
citocromo P450

Se puede reproducir facilmente en cultivo

Presenta expresion estable de las proteinas relacionadas con el
metabolismo lipidico

Exhibe la mayoria de las funciones propias del higado

Expresa las proteinas relacionadas con el metabolismo de las
lipoproteinas

Expresa receptores nucleares

Secrecion de albumina similar a hepatocitos maduros

Secrecion de lipoproteinas ricas en TG, principalmente LDL
Expresan las proteinas relacionadas con el metabolismo de lipidos
Responden a la estimulacion con acido oleico

Capacidad de diferenciacion

Alta produccion de apoB 100

Tienen una alta capacidad de acumulacion de TG en respuesta a
acidos grasos exdgenos

Expresan proteinas y enzimas relacionadas con las lipoproteinas

Amplia referencia de este modelo para el estudio del metabolismo
lipidico

Responde a la estimulacion con acidos grasos exdgenos

Sintetizan acidos biliares

Su composicion lipidica es comparable a la observada en el higado
humano normal

Expresan receptores de insulina

Sintetizan y excretan varias lipoproteinas

Realizan sintesis de novo de TG y colesterol

Tienen una disponibilidad limitada

Poseen amplia variedad entre las células debido a
los donantes

No se reproducen en cultivo

Pierden su fenotipo hepatico con el tiempo

Poco se sabe de la acumulacion de lipidos en este
modelo celular

Han sido poco estudiadas

No hay sintesis de acidos biliares

No hay interaccion celular

Han sido poco estudiadas

Su metabolismo se ve afectado por las
concentraciones de glucosa

No hay interaccion celular

No preservan la anatomia propia de los hepatocitos

No tienen sintesis de acidos biliares
No hay interaccion celular
No preservan la anatomia propia de los hepatocitos

Presenta diferencias fenotipicas y genotipicas con
los hepatocitos maduros

Carecen de la expresion funcional de las proteinas
del complejo P450

No hay interaccion celular

o Son utilizadas para la evaluacion de farmacos y toxinas

TG: triglicéridos; LDL: lipoproteinas de baja densidad; ApoB 100: apolipoproteina B 100.

Fuente: Elaboracion propia.

Hepatocitos primarios

Uno de los modelos in vitro para el estudio de los mecanismos
que controlan el metabolismo de lipidos y glucosa en humanos
es el de hepatocitos primarios (1,28). Desafortunadamente, existe
una disponibilidad limitada del tejido de higado humano para el
aislamiento celular, ademas de una amplia variabilidad entre los
donantes de este tejido (15,16,29). A pesar de los esfuerzos en
optimizar las condiciones de cultivo, estas células aisladas pierden su
fenotipo hepatico de forma irreversible y su capacidad proliferativa
es bastante limitada (16,30).

Los hepatocitos primarios pueden ser obtenidos de un higado
completo o una porcion de este. En la actualidad, los hepatocitos
humanos son aislados de higados no aptos para trasplante y sobre todo
de fragmentos de higados con tumores primarios o con algunas otras
enfermedades hepaticas (31). Los hepatocitos aislados frescos exhiben
la mayoria de las funciones de los hepatocitos humanos maduros en
vivo, pero han perdido los dominios especializados de membrana,
tales como los de uniones intercelulares (canaliculos biliares), y no
sobreviven més de unas pocas horas en suspension (16).

Los hepatocitos primarios son considerados el modelo celular
ideal para el estudio del metabolismo lipidico hepatico debido a
que muestran un comportamiento similar a las células del higado

in vivo (10). Estas células muestran una acumulacion intracelular
de TG similar a la observada en higado humano in vivo cuando
se exponen a acidos grasos (10). La acumulacion de estos TG a
nivel extracelular esta directamente relacionada con la entrada y
secrecion de los mismos, a la vez que tiene una relacion directa con
la tasa de secrecion de las lipoproteinas encargadas de transportar
TG. Se ha demostrado que los hepatocitos humanos responden a la
suplementacion con acidos grasos, incrementando la sintesis de TG
y la secrecion de VLDL sin ningun cambio en la abundancia de la
apoB (10), indicando que la sintesis de novo es funcionalmente activa
en este modelo celular.

Células HepaRG

Estas células son uno de los principales modelos para el estudio
del metabolismo lipidico y una linea celular obtenida de tumor
de higado (carcinoma de una paciente femenina quien sufri6 de
hepatocarcinoma y hepatitis C) (32); ademas muestran caracteristicas
de un hepatocito bien diferenciado (2). Esta linea se compone de
una poblacion celular homogénea con un cariotipo que exhibe pocas
alteraciones (17) y tiene la capacidad de proliferacion y diferenciacion
(16). Cuando estas células son sembradas a baja densidad, adquieren
una morfologia elongada no diferenciada, se dividen activamente
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y, después de alcanzar la confluencia, forman colonias como las
tipicas de hepatocitos rodeadas por células epiteliales similares a
las biliares (2); ademads, expresan una mayor cantidad de enzimas
P450, varias enzimas de la fase II (que participan en la conjugacion
de xenobidticos como: acetiltransferasa, metiltransferasa, glutation
transferasa), trasportadores y receptores nucleares importantes. Entre
estos ultimos se encuentra el receptor adrenostano constitutivo (CAR),
el receptor pregano X (PXR) y el receptor activado por el proliferador
de perixosoma (PPAR), que muestran un 85% de identidad con
los genes expresados por hepatocitos primarios humanos (16),
convirtiendo también a las HepaRG en un modelo 1til para el estudio
de los mecanismos del metabolismo de medicamentos (33).

En este modelo se ha observado una expresion estable de
proteinas relacionadas con el metabolismo lipidico, como lo son
proteina de unidn de elementos reguladores de esteroles 1 (SREBP-1),
sintetasa de acidos grasos (FAS) y acetil-CoA carboxilasa (ACC),
sin observar diferencias en la expresion en medios de cultivo con
baja o alta concentracion de glucosa (1). Por otro lado, no se han
apreciado diferencias en la expresion de proteinas relacionadas con
el metabolismo de las lipoproteinas como: apolipoproteina A (apoA),
apolipoproteina I (apol), receptor scavenger clase B miembro 1 (SR-
BI), LDLry proteinas relacionadas con el receptor LDL 1 (LRP1) (1).

Las células HepaRG han sido muy utilizadas en estudios de
toxicologia y metabolismo de medicamentos, pero poco se ha estudiado
acerca de la capacidad para acumular TG cuando son expuestas a
acidos grasos exdgenos (10). No obstante, se encuentran reportes
de estudios donde se evidencia la secrecion de TG y lipoproteinas
conteniendo apoB en estas células, incluso de la expresion de genes
asociados al metabolismo de lipidos (1,12).

Células IHH

Este modelo de hepatocitos humanos inmortalizados es una linea
celular hepatica reciente que fue obtenida de tejido de higado sano;
se extrajo quirtirgicamente de un hombre de 59 afios de edad y fue
inmortalizada por transfeccion con el plasmido SV40 que expresa el
antigeno T (29). Estas células secretan albumina a un nivel comparable
con los hepatocitos primarios humanos, asi como lipoproteinas ricas
en TG, apoB, apoAl (29) y apoClII (34).

En las células IHH se ha observado una expresion considerable
de las proteinas relacionadas con el metabolismo de los lipidos, en
particular las proteinas SREBP-1, FAS y ACC, pero no se han visto
diferencias en las lipoproteinas como apoA, Apol, SR-BL, LDLry LRP1
(1). Estas células secretan, en su gran mayoria, lipoproteinas asociadas
a LDL (10) y, en presencia de 4cido oleico, acumulan TG a nivel
intracelular; ademas, cuando son expuestas a altas concentraciones
de glucosa incrementan la secrecion de sus lipoproteinas (10,18). En
su mayoria aumenta la produccion de ApoClIIl y de la proteina que
contiene el dominio de la fosfolipasa 3 similar a patatina (PNPLA3)
(19). Este incremento de los niveles de ApoClII esta correlacionado
con una elevada secrecion de VLDL y su correspondiente aumento
de TG y ApoB.

Bajo condiciones normales de cultivo, la tincién con aceite rojo
(del inglés Oil Red) revela que las células IHH contienen muy baja
cantidad de lipidos neutros intracelulares; después del tratamiento
con acido oleico, estas células acumulan una gran cantidad de micelas
lipidicas en citoplasma (35). En contraste con las células IHH, tanto
las HepG2 como las HuH-7 presentan tincion de lipidos intracelulares
aun sin inducir la formacion de vesiculas de lipidos; por esta razon,
se considera que este modelo celular tiene un comportamiento muy
similar a las células hepaticas maduras de higado humano (18),
ademas tolera altas concentraciones de acidos grasos exogenos (20).

Al estudiar la acumulacion de lipidos intracelulares a través del
método Oil Red, se encontrd que las células IHH aumentan 15.8
veces su acumulacion de lipidos intracelulares comparado con
condiciones basales al ser tratadas con acido oleico. De Gotarddi et al.
(18) observaron que las células IHH esteatdticas exhiben una expresion
diferencial de 30 genes, 12 de los cuales incrementan su expresion
mientras que los 18 restantes la disminuyen. Entre los que aumentan
la expresion se encuentran acil-CoA sintetasa, acido graso denaturasa y
acetil-CoA actiltransferasa, mientras que los que la reducen son HMGCR
y LDLr. En conclusion, se observa que la induccion de esteatosis en
células IHH incrementa de manera considerable la biosintesis de TG,
mientras se inhibe la lipogénesis de acidos grasos y colesterol (18).

Células HuH-7

En este modelo las células derivan de carcinoma hepatocelular, tienen
la capacidad de diferenciarse y han sido bastante utilizadas en estudios
relacionados con enfermedades virales del higado. Meex et al. (21)
demostraron que este modelo celular es muy similar a las células
HepG2 con relacion al efecto de los lipidos exdgenos y los inhibidores
del proteosoma de la secrecion, la recuperacion y la degradacion de la
ApoB100; sin embargo, no ofrece ventajas sobre las células HepG2
para estudiar el metabolismo lipidico. Existen reportes que sefialan
que la adicién de suero humano en remplazo del suero fetal bovino
podria estimular mas funciones especificas de hepatocitos humanos,
entre ellas la secrecion de VLDL (21).

Estas células secretan en mayor proporcion la apoB100 (95%)
comparada con la secrecion de las células HepG2 (70%). También
se ha demostrado que en momentos de relativa deficiencia de lipidos
degradan la apoB100. Las células HuH-7 tienen la capacidad de
acumular mas del doble de los TG que acumulan las células
HepG2 cuando son expuestas a acido palmitico, acido oleico o una
combinacion de ambos (20). No obstante, la estimulacion con el acido
oleico en ambos tipos celulares presenta una mayor acumulacion de
TG que cuando son estimuladas con acido palmitico (36). Asimismo,
se ha observado que el acido palmitico es bastante citotoxico para las
células HuH-7; en contraste a esto, el acido oleico es tolerado hasta
concentraciones de 1.32 mmol sin inducir la muerte celular (30).

Miyata et al. (37) establecieron una variante que expresa el gen de la
luciferasa bajo el control del promotor de la enzima FAS (HuH-7/FAS-
Luc) y en la que se puede evaluar el efecto de diferentes sustancias sobre
el metabolismo de los lipidos, relacionadas con la SREBPy la inhibicion
de la sintesis de FAS, HMG-CoA sintetasa, HMG-CoA reductasa y
esterol CoA desaturasa. Miyata et al. (22), utilizando la misma variante,
evaluaron el efecto de alil isotiocianato (AITC) sobre SREBP en otro
estudio y encontraron que dicho compuesto tiene la capacidad de inhibir
la proteolisis de SREBP en sus diferentes isoformas y afecta el estado
maduro de la proteina. Asimismo, observaron una reduccion en los
niveles de ARNm de las proteinas reguladas por SREBP-1 (ACC,FAS y
SCD)y en las reguladas por SREBP-2 (HMG-CoA sintetasa, HMG-CoA
reductasa y la escualeno sintetasa); esto indico que se produce un efecto
regulador sobre la lipogénesis, tanto de 4cidos grasos como de colesterol
(22); Shao & Ford (23) reportaron en 2014 resultados similares.

En este modelo también se realizé seguimiento subcelular del
acido oleico y se observd que la mayoria de este sustrato era
utilizado por las células para elaborar acidos neutros, principalmente
fosfolipidos y TG (24).

Células HepG2

Son células derivadas de hepatoblastoma humano que se comportan
de forma similar a las células de higado fetal, lo que las hace
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inadecuadas para la investigacion del metabolismo de medicamentos
(10); no obstante, esta linea celular expresa muchas de las funciones
atribuidas a los hepatocitos humanos normales (25,38,39). Para
algunos investigadores, estas células presentan acumulacion de TG
cuando se adicionan al medio de cultivo acidos grasos exogenos
(26,40), mientras que otros autores reportan que la acumulacion de
TG solo ocurre cuando se utiliza acido oleico (10). A diferencia de
las células primarias, cultivar células HepG2 con solo acido palmitico
no promueve la acumulacion de TG (41).

Desde su introduccion en 1979, un sin nimero de investigaciones
han utilizado este modelo y una alta proporcion de las proteinas
especificas del higado han sido identificadas en los estudios iniciales
con estas células, lo que generd expectativas con relacion a que esta
linea celular se convirtiera en un modelo celular de higado humano
bastante consistente para investigacion. Entre los procesos metabolicos
que han sido estudiados hasta ahora, se destacan estudios del
metabolismo de lipoproteinas, sintesis de acidos biliares, metabolismo
del colesterol, metabolismo de medicamentos, enzimas hepaticas,
transporte de glucosa, entre otros; estas vias han sido evaluadas
procurando mantener el ambiente de los hepatocitos normales y, por
lo tanto, favoreciendo incluso aplicaciones mas amplias de esta linea
celular sobre problemas bioldgicos, en los cuales esta involucrado
el funcionamiento hepatico (12,38). También se ha demostrado que
las células HepG2 tienen la capacidad de sintetizar acidos biliares a
partir de colesterol (5).

La composicion de lipidos en cultivo de las células HepG2 es
comparable con la encontrada en higado humano normal (42), en
donde a pesar de la reduccion de la sintesis de acidos grasos de novo
no se encontraron diferencias significativas entre las células HepG2
con relacion a hepatocitos primarios o hepatocitos frescos. Es decir,
las células HepG2 tienen una alta capacidad para la sintesis de TG
a partir de acido oleico, resultando en una alta acumulacién a nivel
intracelular y muy baja secrecion al medio (6).

Las células HepG?2 tienen la capacidad de expresar los receptores
de insulina, transferrina y los LDLr, ademas se ha documentado la
capacidad de sintetizar y excretar lipoproteinas, como VLDL (25),
HDL (25) y en mayor proporcion LDL (43); por esta razon el modelo
celular HepG2 se ha catalogado como un sistema estandar para
estudiar el metabolismo y la sintesis de las lipoproteinas. Al estudiar el
efecto que puede tener el acido oleico y la insulina sobre la secrecion
de lipidos, se ha observado que los TG son los lipidos secretados en
mayor proporcion seguidos de colesterol esterificado y no esterificado,
siendo estas observaciones concordantes con lo encontrado en cultivo
primario de hepatocitos (44). La cantidad de colesterol no esterificado
no se ve afectada por el acido oleico o por la insulina; sin embargo,
la baja concentracion de ésteres de colesterol refleja baja actividad
de la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT) (44).

En varios estudios se ha demostrado que el acido oleico es un
elemento inductor de la lipogénesis en células HepG2, induciendo
1.85 veces la cantidad de lipidos en células expuestas; mientras que
los TG aumentan 1.7 veces en células tratadas a nivel intracelular y
3.7 veces a nivel extracelular (25,44,45); también genera el aumento
de la acumulaciéon de apoB100 (700%) (21).

La viabilidad de las células HepG2 frente al acido oleico se
mantiene en 95% a concentraciones <1 mmol (concentraciones
>1.4 mmol causan muerte celular) (43). Al comparar las células
HepG2 con los hepatocitos primarios no se evidencian diferencias
significativas en la acumulacion de TG cuando son expuestas a acidos
grasos libres exdgenos (27).

Kamper et al. (46) compararon la producciéon de apoB y de la
proteina microsomal transportadora de triglicéridos (MTP) en células
HepG2 y células BeWo (células humanas de placenta originadas de un

criocarcinoma), encontrando que las células HepG2 producen tanto
apoB como MTP en muy buena proporcion, mientras que las células
BeWo solo producen pequeiias cantidades de apoB, por este motivo
no se consideran modelos viables para el estudio del metabolismo
de los lipidos (46).

Por otra parte, cuando se evaliian metabolitos secundarios
como los polifenoles, especificamente el oligonol, se observa que
reduce de una forma dosis dependiente la acumulacion intracelular
de TG en células HepG2 cultivadas con acido palmitico; ademas
este metabolito no afecta la viabilidad celular (41). Esta reduccion
estd explicada por la supresion de la expresion de proteinas ACC,
FAS y SREBP-1 y el receptor gamma activado por el proliferador
de perixosomas (PPARY); de esta forma inhibe la sintesis de novo
de acidos grasos (41). Similares resultados se observaron cuando
se evaluaron los extractos de Moringa olifera (47), Zanthoxylum
bungeanum (48), Sibiraea angustata (49), Olea europaea Linn (50)
y Camellia sinensis (51).

Una de las desventajas de las células HepG2 es que carecen de la
expresion funcional de casi todas las proteinas relevantes P450 de
higado humano (2,30,37), ademas tienen una limitada capacidad para
cargar de lipidos a la apoB100 y secretarla en forma de VLDL (39).

Conclusiones

Las investigaciones con relacion a la acumulacion de lipidos a nivel
hepatico en modelos celulares han permitido elucidar y avanzar en
el conocimiento de este proceso desde el punto de vista bioquimico
y molecular; es asi como ya se han identificado cuales son las rutas
metabolicas involucradas en el desarrollo de la esteatosis hepatica. Del
mismo modo, se han identificado varios compuestos tanto sintéticos
como naturales que pueden tener efectos sobre la funcion de enzimas
esenciales en el metabolismo de lipidos o sobre los factores nucleares
que permiten la expresion o inhibicion de la sintesis de estas enzimas.

Como se noto a lo largo del texto, cada modelo celular ofrece
algunas ventajas sobre los otros, pero también presentan limitantes o
factores desfavorables al momento de su utilizacion que puede incluir
amplias diferencias a nivel genético y fenotipico con relacién a las
células hepaticas maduras, que seria el tipo de célula que se pretende
simular, como a nivel bioquimico donde las células sobreexpresan el
metabolismo lipidico. Es decir, el investigador debe tener en cuenta
cuales son los requerimientos y el proceso que desea evidenciar para
poder optar por uno u otro modelo de estudio, sin olvidar que los
resultados obtenidos solo seran aproximaciones de lo que realmente
podria suceder a nivel del higado como 6rgano.
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