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Aislamiento y Caracterización de Biomatrices Obtenidas de 
Hígados de Ratas Normales y Cirróticas, y su Efecto como Sustrato 
en Cultivos Primarios de Hepatocitos 

David Garciacliego Ccízares 

RESUMEN 

La n1atriz cxtracelulnr se consideraba 
anteriorn1ente con10 un "cen1entanle" que 
mantenía a las células unidas y la cual les confería 
la capacidad para formar estructuras especificas 
para las funciones de los tejidos. Sin embargo, 
ahora se sabe que la intportancia de la n1atriz 
extracelular va más allá ele simples funciones 
estructurales, ya que participa en procesos como la 
n1igración, con1unicación, proliferación y 
diferenciación celular; ya que los componentes de 
la matriz extracelular o alguno de los productos de 
su degradación, tienen la capacidad de enviar 
señales a las células, vía receptores específicos de 
la membrana plasn1ática que se relacionan a su 
vez con protefnas del citoesqueleto y participan en 
la activación de señales de transducción 
intracelular. Adenuís, en la 1natriz cxtracelular se 
encuentran interaccionando otras 1noléculas con10 
son hormonas, enzimas, citocinas y factores de 
crecimiento. 

Por lo anleriornlcnte rncncionado, es 
evidente la importancia de la interacción de las 
células con la matriz extracelular y su 
modificación en el desarrollo de patologfas tales 
como la cirrosis hepática, en la cual se alteran las 
proporciones de los componentes de la matriz 
extracelular de tal forma, que hay un aumento en 
la sintesis y depósito de colágenas y una aparente 
disminución en la degradación de las mismas, 
además se sabe que hay una mayor producción de 
glicosaminoglicanos en casos de fibrosis. 

En este trabajo se aislaron y caracterizaron 
bioqulmicamente, las biomatrices obtenidas de 
hfgados de ratas normales y cirróticas, dichas 
biomatrices tienen una gran cantidad de 
componentes de la matriz extracelular como son: 
col.ágenas tipo 1 y 111, principalmente, y tipo IV en 
menor proporción, las cuales constituyen cerca del 

90% de la biomatriz del higado normal. Además, 
contienen otras proteínas no colagénicas en menor 
cantidad. Sin en1bargo, la concentración de 
glicosaminoglicanos es muy pequeña en relación a 
la encontrada en tejido fresco, ya que estos 
componentes posiblemente se pierden en el 
proceso de aislamiento de la biomatriz. 

Una vez aisladas y caracterizadas 
bioquímicamente, las biomatrices se utilizaron 
co1no sustrato para cultivos prinlarics de 
hepatocitos de ratas normales y cirróticas, ya que 
se tiene el antecedente que en biomatriccs de rata 
normal estos cultivos se n1antienen por un largo 
tiempo y se incrementa la eficiencia de adhesión y 
sobrevivencia de los hepatocitos (Ifojkind et al 
1980). Sugerimos que si existen diferencias en las 
proporciones de los componentes de las 
biomatrices normales y cirróticas, también serán 
diferentes las interacciones célula-matriz 
extracelular y por lo tanto existan diferencias en Ja 
adhesión, viabilidad, sobrevivencia y 
diferenciación celular en los diferentes tipos de 
cultivo. 

Los resultados obtenidos en el presente 
estudio, demuestran que existe una mayor 
proporción de colágenas tipo 1 y III en hfgados y 
biomatrices obtenidos de ratas con fibrosis 
hepática; un aun1cnto en aproximada111ente tres 
veces en glicosaminoglicanos de tejido cirrótico 
que también se observó en la biomatriz, aunque en 
cantidades muy por debajo de las esperadas. 
También se determinó un aumento en la cantidad 
de DNA total en hígados cirróticos y se observó 
un cambio en el patrón de proteinas de la 
biomatriz cirrótica por análisis electroforetico. 

Además, se realizaron estudios de 
viabilidad y adhesión de hepatocitos (de ratas 
normales y cirróticas) en cultivo, sobre biomatrices 
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aisladas de ratas normales y cirróticas, 
generandose cultivos homólogos y heterólogos. En 
estos cultivos se observaron apreciables 
diferencias morfológicas en relación a Jos cultivos 
tradicionales sobre colágena seca. Sobre la 
biornatriz, los hepatocitos formaron cordones de 
células similares a canaliculos hepáticos, además 
presentaron una mayor sobrevivencia y adhesión 
sobre la biomatriz. También se determinó la 
cantidad de DNA y el número celular, los cuales 
no variaron, por Jo que no hubo proliferación 
celular en ningún tipo de cullivo. 

I. INTRODUCCIÓN 

ELHiGADO 

El hígado es un órgano filogenéticamente 
muy antiguo, apareció por primera vez en los 
celenterados (ej. anémonas), como un 
engrosamiento del endodermo en la región del 
primordio intestinal, el cual sirve para el 
metabolismo y almacenamiento de nutrientes 
(Popper, 1981). 

Cuando los animales invadieron la tierra, 
el hígado se desarrolló internamente como un 
órgano al cual se le llama glándula del intestino 
medio. La falta de un medio acuático que facilitara 
el intercambio de nutrientes, provocó el desarrollo 
de mecanismos para mantener la homeostasis y la 
biotransformación de los nutrientes esenciales, 
además de una reacción inmunológica más 
sofisticada (Popper et al, 1988). 

La estructura del higado es variable, así 
como su composición celular y detalles 
estructurales que se han encontrado en diferentes 
especies de animales. En peces teleósteos, el 
hlgado comprende también al páncreas 
(hepatopáncreas) y est.'1 alojado en el tracto portal, 
con pequeños ad.nos dentro de los duetos biliares. 
Esto no ocurre en los vertebrados superiores, 
donde el hígado y el páncreas son órganos 
separados de origen embrionario común; bajo 
ciertas condiciones el hlgado tiene capacidad para 
formar tejido pancreático (Berk et al, 1984) y el 

groHATRIZ. V Cl~OSIS 

Por último, se determinó por 
inmunotransferencia la secreción de albúmina 
como un parámetro de diferenciación celular, 
donde los cultivos tradicionales disminuyeron esta 
capacidad a los tres días de mantenimiento, 
mientras que los cultivos de hepatocitos normales 
o cirróticos sembrados sobre la biomatriz normal, 
secretaron albúmina en una forma constante 
durante el tiempo de duración del cultivo (siete 
días), pero los sembrados sobre la biomatriz 
cirrótica pasaron por un periodo de recuperación, 
llegando entre el día cuatro a cinco en cultivo a los 
niveles nonnales de secreción de albún1inn. 

páncreas para dar lugar a hepatocitos (Rao et al, 
1989), además de que las glándulas peribiliares del 
hígado humano comparten con el páncreas In 
secreción de amilasa y tripsina (Terada y 
Nakanuma, 1991). 

El hlgado es la glándula de mayor 
dimensión del cuerpo y constituye 
aproximadamente del 2% al 5% del peso corporal 
en el adulto y el 5% en los neonatos. 
Anatómicamente se distinguen dos lóbulos 
principales (izquierdo y derecho) y dos accesorios 
(cuadrado y caudado), de acuerdo a su adhesión 
peritoneal y a unas fisuras superficiales debidas a 
que el hlgado está cubierto por una delgada 
cápsula de tejido conjuntivo (cápsula de Glisson} 
que penetra a la glándula y la divide en estos 
lóbulos. Sin embargo, se debe poner especial 
atención en la anaton1ín vascular funcional del 
higado, ésta se encuentra dividida en sectores y 
segmentos, con un flujo aferente y eferente de 
sangre y canales biliares sin circulación colateral 
entre los segmentos. 

La organización estructural del hígado 
refleja sus funciones, éste se interpone como un 
"guardián" entre el tracto digestivo y el resto del 
cuerpo. Debido a esta interposición, el higado esta 
provisto de un aporte dual de sangre, ésta ingresa 
por la vena porta y la arteria hepática. Estos 
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canales i1nportan un~1 gran V'1riedac..l de nutrientes 
internos y externos, asi co1no de sustancias tóxicas 
provenientes del sisten1a digestivo. De tal forn1a 
que ln principal función del hít~ado es la ton1a 
eficiente tle a1nin0Acidos, carbohidratos, 1ípidos y 
vitan1inas, así con10 su posterior ahnaccna1niento, 
conversión n1etabólica y liberación a la corriente 
sanguínea y bilis (Leeson et al, 1990). 

La biotransforn1ación consiste en convertir 
sustancias hidrofóbicas en detritos hidrnsolubles, 
los cuales pueden excretarse por la bilis y la orina. 

El hígado es considerado con10 una 
glánduln endócrina por sus incontables funciones 
n1etabólicas y secreciones al flujo sanguinco y a la 
vez con10 una gl,indula ex6crina productora de 
bilis. 

Ta111bién, el hígado forn1n un sisten1a de 
defensa contra tlloléculns ajenas y pnrlículns, así 
con10 de bacterias, ya que en los sinusoides 
c•capilarcs hepáticos 11

) existen unos tipos celulares 
que son fagocíticos (Wisse el al, 1988); además, la 
estructura de esponja y la gran capacidad vascular 
que tiene el hígado sirven co1no un nln1acen y 
participan en la ret~ulación del volu111cn de la 
sangi-e y su flujo a trnvés del cuerpo. 

La unidad estructural del higado se 
conoce con10 lobulillo hepático, que al observarse 
al microscopio presenta una forn1a hexagonal en 
cualquiera llUC sea la dirección del corte 
histológico en el tejido, por lo que se deduce que el 
lobulillo hepático es polihcdrico (Leeson, 1990). 

Este lobulillo está formado por el 
parénquin1a hepático y presenta en el centro una 
vena central, y en los vértices del hexágono una 
ran1a de la vena porta, otra de la arteria hepática, 
un conducto biliar y uno o 1nfls vasos linfáticos 
incluidos en el tejido conjuntivo, a este conjunto de 
haces se le llan1a triada portal. 

A través de In vena porta se recibe el 75% 
de la sangre la cual es rico en azúcares y 
a1ninoácidos, pero pllbrc en oxígeno, yn que éste 
llega al higado por la sangre proveniente de la 
arteria hepática, que representa el 25% del total de 
la sangre que entra al hígado. Toda la sangre pasa 
por el parcnquima a través de los sinusoides hasta 
la vena central que drena al hígado. El espacio 
sinusoidal es de mayor tamaf\o que el de los 
capilares (9 a 12 ~im) y está rodeado por células 
endoteliales atípicas, y además no están 

recubiertos por una membrana basal continua. En 
lugar de ello tienen una membrana basal con 
fcnestracioncs, a través de la cual hay un 
intercan1bio de n1acromoléculas entre el torrente 
sanguíneo y los hepatocitos, los cuales están 
alineados a lo largo del sinusoide en filas de un 
hepatocito de grosor. Al espacio <JUe hay entre las 
células endoteliales y los hepatocitos se le conoce 
como espacio de Disse, en donde se encuentran 
componentes de la matriz extracelular (MEC) y 
otros tipos de células, como las células Kupffer, las 
FSC y en menor proporción las cclulas Pit. Hacia 
el otro extremo de la fila de hcpatocitos, se 
distingue otro espacio entre una fila de 
hcpatocitos y otn1, este espacio es el cm1alículo 
biliar (fig. 1). 

Por lo que se ha mencionado, se pueden 
distinguir morfológica y funcionalmente tres áreas 
en la membrana plasmática <lel hepatocito; i) El 
dotninio sinusoidal en contacto con el espacio de 
Disse e indirectamente con el flujo sanguineo (37% 
de la superficie celular parenquimatosa); ii) El 
do1ninio celular o área de contacto hcpntocito
hepatocito (50% de la superficie) y iií) El dominio 
de canalículo biliar o el polo secretor de la bilis 
(polo "apical") del lwpatocito (13% de la 
superficie) (Vveibel et al, 1969). 

El do1ni11io sinusoidal forn1a 
1nicrovcllosidadcs irregulares, lo cual incrc1ncnta 
el área de superficie de la célula para el 
intcrcan1bio con el fluido sanguinco. Las 
microvellosidades están rodeadas por el fluído y 
componentes de la matriz del espacio de Disse y 
tienen fácil acceso al fluido sinusoidal debido a las 
peculiaridades que presentan las células 
sinusoidales (Kuiper et al, 1994). Este dominio 
representa la frontera con un increíble tráfico de 
moléculas de la sangre sinusoidal. Es el sitio 
donde se transportan las moléculas a través de la 
bomba de sodio y múltiples transportadores. 
Ta111bién se encuentran en esta tncinbrana 
receptores de glicoproteínas, inmunoglobulina A, 
asialoglucoproleínas, varios péptidos, horn1onas y 
factores de crcci1nicnto, asi con10 receptores de 
endocitosis (Nathanson y Boycr, 1991) y 
transn1c1nbranales co1110 las integrinas, las cuales 
reconocen componentes específicos de la MEC 
como laminina, colágena y fibroneclina (Volpes et 
al, 1991). 
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Funciones 

Las funciones del hígado son numerosas y 
esenciales para la homeostasis del organismo. Por 
comodidad se describen en tres principales 
apartados. 

1.- Metabolismo de alimentos absorbidos. 
i) Metabolismo de carbohidralos. Los 

azúcares solubles, principalmente glucosa, son 
llevados desde el intestino hasta el hfgado por la 
vena porta. Al ingerir una comida rica en 
carbohidratos, la concentración de glucosa en la 
sangre que va al hfgado es relativamente mayor y 
cuando la absorción se completa, el nivel de 
glucosa disminuye. Sin embargo, la concentración 
de glucosa en la circulación sanguínea permanece 
muy estable. Esto es debido a que el exceso de 
glucosa absorbida después de una comida se 
convierte en los hepatocitos en un polisacárido de 
almacenamiento llamado glucógeno. Este 

·almacenamiento de glucosa en forma de 
·glucógeno es controlado por la insulina, la cual es 

una hormona producida en los islotes de 
Lagerhans del páncreas y que facilita Ja entrada de 
la glucosa a las células como los hepatocitos, 
miocitos y adipocitos. Es igualmente importante la 
acción del glucagon en la regulación de los niveles 
de glucosa en Ja sangre, ya que esta hormona 
participa en el proceso de degradación del 
glucógeno cuando la concentración de glucosa 
sanguínea es baja (Alberts et al, 1994). 

La glucosa presente en la circulación 
sanguínea es utilizada por los diferentes tejidos 
para su respiración, y es reemplazada 
periódicamente por la glucosa producida en el 
hfgado a partir de la gluconeogénesis y la 
glucogenolisis. De esa forma es como el hfgado 
regula la concentración de glucosa en la sangre, 
cada vez que la absorción de ésta varia en el 
intestino (Voet, 1995). 

ii) Metabolismo de protefnas. A diferencia 
de los carbohidratos, las prolefnas no se 
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almacenan en las células. Algunos aminoácidos 
provenientes del intestino pasan a través del 
higado y entran a la poza de an1inoácidos en la 
circulación sanguínea. Los a111inoácidos son 
absorbidos por las células y usados para la síntesis 
de proteínas. Las células del hígado son sitios 
importantes para la síntesis de proteínas, 
produciendo las proteínas del plasma, de tal 
fonna que una poza de proteínas se establece en 
la sangre. La síntesis de proteínas del plasma está 
balanceada por una degradación equitativa de 
éstas, las cuales tienen una vida n1edia lin1itada 
dentro de la circulación. Las proteínas del plas1na 
al final de su vida inedia, junto con el exceso de 
mninoácidos absorbidos del intestino, son 
desan1inadas por los hepatocitos. La dcsmui11nció11 
es la rctnoción del grupo an1ino y su conversión al 
ión a1nonio. El resto de 1noléculas ácidas entra al 
ciclo de Krcbs y son usados para producir energía 
a través de la cadena respiratoria. El ión an1onio es 
tnuy tóxico y entra a una secuencia de reacciones 
(ciclo de la urea) que lo convierten a urea la cual es 
menos tóxica (Voct, 1995). La urca es liberada a la 
circulación y es excretada por los rillones. Más de 
la ntitad de los 20 a111inoáddos utilizados pnra la 
síntesis de proleínns son no esenciales, éstos 
pueden ser producidos a partir de otros 
atninoácidos en el hígado por tllcdio de una 
trnnsnmi11nción. Los hcpalocitos contienen un 
nú111ero de cnzintas lransa1ninasas lns cuales 
transfieren grupos a1nino de nn1inoácidos a ácidos 
carboxílicos, y así producen nuevos anünoácidos. 
Tales enzín1as ayudan a los hcpatocilos a producir 
una antplin variedad de an1inoácidos, sien1pre que 
la dieta esté lintilada de ellos. 

iii) Metabolismo de lípidos. Las grasas y 
aceites absorbidos por el intestino pueden también 
almacenarse en el hígado. El hígado es el sitio 
principal de la síntesis y degradación de los 
fosfolipidos, y junto con la dieta, suministra al 
organismo los fosfolipidos plasmáticos, además el 
hígado participa en la 1novilización y excreción de 
éstos a través de la bilis. Las vita111inas 
liposolubles, tales como las vitaminas A y D, son 
almacenadas en el hígado por las células de lto. El 
colesterol, un esterol transportado por la sangre, 
se sintetiza y degrada en el hígado, y 
principalmente se utiliza para la síntesis de 
membranas celulares y en una variedad de 
hormonas esteroides (Alberts et al, 1994). 

s 

2.- Metabolismo de metales. 
Algunas de las células del hl¡;ado 

presentes en los sinusoides son parle del sisten1a 
reliculoendotelial dl'I hígado. Este sistema 
remueve partículas de detritus en la sangre. Las 
células Kupffer son células fagoclticas que 
remueven eritrocitos viejos de la sangre. Después 
que ha11 sido cndocitados, la hemoglobina se 
desdobla en dos partes; un complejo metal
globulina y otro con su grupo heme sin metal. Este 
último es entonces convertido a bilirrubina. La 
bilirrubina se combina con el ácido glucurónico 
para forn1ar el pig1nenlo biliar, el cual es excretado 
por la bilis. Cerca de 7-8 g. de he111oglobina son 
ren1ovidos de la sangre de esla fon11a diaria1nenle. 

Cualquier obstrucción física tales corno 
cálculos biliares o un incren1cnto t"'n el 
ro1npiniienlo de las células rojas, resulta en un 
au1nento en la concentración de la bilirul>ina en la 
sangre y la piel lo111a un color an1arillo (a esta 
condición se le llama ictericia). El complejo metal
globulina es n1etabolizado después en el hígado, 
donde In f~lobulina se degrada en an1i11oácidos1 los 
cuoles se usnn para la síntesis de proleínns del 
plas111a. El 1netal es retenido para la producción de 
he1noglobina fresca. La sínlesis de he111oglubina y 
la producción de eritrocitos (critopoiesis) se 
realiza en el hígado en el estado ÍC'tal y en los 
adultos se restringe a la 1nédula ósea. El 1netal 
liberado del rnn1pin1iento de la hc111oglobina se 
ndhicre a una proh.~ina del pli.tsnta lla1nada 
lransferrina y es lranspol'tado en la sangre hasta la 
ntédula ósea. El exceso dP tnetal se ahnaccna en 
las células del hígado con1u fcrrilina y 
hernosidcrina. 

3.~ Desintoxicación. 
Muchas de las sustancias quínticas que 

pasan por la sangre a lravés del hígado, son 
ntodificadas por este órgano. Estas sustancias 
incluyen a una variedad de honnonas; por 
ejen1plo, gran parle de la insulina del páncreas se 
degrada por enzimas del hígado. Muchas 
horn1onas sexuales son tan1bién inaclivadas en el 
hígado y excretadas en la bilis o liberadas a la 
sangre y excretndas por el riñón. Otras sustancias 
químicas son destruidas por las células del hígado 
y olras se co1nbinan con otros con1pueslos para 
dar lugar a otra rnenos tóxica; por ejemplo, el 
ácido benzocnrboxilico, usado co111únn1cnle canto 



preservador de alitnentos, se une a Ja glicina para 
formar N-benzoilglicina la cual se excreta por la 
orina. Sin en1bargo, ciertas sustancias tales con10 el 
tetraclorometano, lricloromelano, lelracloruro <le 
carbono y el etanol dañan a las células del hígado 
(Popper, 1991; Lieber, 1994). 

Dentro de sus límites, entonces, el hígado 
actúa con10 un filtro, ren1ovicndo sustancias 
tóxicas de la sangre, haciendo éstas tncnos 
peligrosas y preparandolas para su excreción. 

Componentes celulares 

El hígado se compone de cinco diferentes 
tipos celulares que ocupan cerca del 80% de su 
volumen (Wisse et al, 1988). El 20% restante es 
ocupado por espacios cxtracelularcs y 
componentes de la matriz extracelular (MEC). De 
estos tipos celulares, los hcpnlocilos son los de 
n1ayor ta111año y los inás abundantes, y ocupan del 
50% al 60% del volumen total del hígado (Phillips 
et al, 1987) y constituyen las dos terceras parles 
del total de células del hígado, además el 
hepatocilo es el encarijado de realizar lils 
principales funciones n1ettlbóliras del órgano. 

Las otras cuatro cla.SQS de células son 
referidas con10 células no parénquitnalosns o 
células sinusoidales. Estas son de 1nenor ta1naño v 
están en tncnor canti<.hui que las célula .. s 
parénquitnalosas. [)e l•stas, las célulns 
almacenadorns de ~rasa (Fat Sloring Cclls (FSC)) y 
de vitan1ina J\, son conocidas tan1bién con10 
células de lto ó estelares (Wake el al, 1991). Se 
localizan en el espacio de Disse y se adhieren 
completamente a las células endoleliales, éstas 
últin1as son fcncstradas y el nú1nero y ttl1nafio de 
sus fenestracioncs varía con su localización en el 
sinusoide, así corno de In con1posición de la 111atriz 
extracelular (McGuire el al, 1992). 

L,s células Kupffer y Pil son residentes 
non11ales del espacio sinusoidal, n1icntras que las 
células Kupffer se adhieren fuertemente a las 
células endoteliales y se necesitan métodos 
enzimáticos para separarlas. Las células Pit se 
asocian pobremente con las células endoteliales y 
no se requieren métodos enzimáticos para poder 
separarlas. Las célulns Kupffer (macrófagos 
residentes) son miembros del sistema retículo 
endotelial y las células Pit corresponden a una 
única clase de células "asesinas naturales" (natural 
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killer o NK) encontradas en el higado (Kuiper et 
al, 1994). 

El tejido conjuntivo del higado ocupa un 
vnhnncn relativarnenle pequeño del órgano. La 
concentración de los componentes de la matriz 
extracelular varía ampliamente en diferentes 
especies de anitnales. Mientras que en Ja rata la 
concentración de colágena es de lmg/g de peso 
húmedo del hígado, en humanos representa 
5mg/g del tejido. Muchos de los componentes del 
tejido se localizan en los espacios vasculares, tales 
corno la triada portal y áreas pcrivenulares y en la 
c:i:i.psula de Glisson. Sin ctnbargo una pequefia 
pero significante cantidad se encuentra en el 
espacio sinusoidal y particularrncnte en el espacio 
de Disse (Martínez-Hernández, 1984; Martínez
Hernández et al, 1991). 

Los espacios del higado están ocupados en 
buena ptnle por lil 1nalriz cxlracelular, la que 
juega un papel in1portante en In fisiología del 
hígado, ya que presenta un 1ncdio utilizado por 
lns células para obtener sus nutrientes y para 
liberar sus productos 1nclnbólicos, adc1nás de 
hacer posible la co1nunicación de las células con 
otras células y /o tejidos. Cuando uno de sus 
espacios se estrecha o desaparece con10 ocurre con 
el alargmnienlo de los hcpatocilus o la 
capilarización del espacio de Dissc 
rcspectiva111enle, la llegada y salida de sustélncins, 
su volun1cn de distribución y la presión portnl se 
1nud ifican. 

Otro componente del higado que ha sido 
ignorado por 1nuchos aiños es su inervación. Así, 
sus lern1inacioncs adrenérgicas se encuentran en 
relación estrecha con las FSC, ya que estas células 
son altamente contráctiles y pueden regular el 
flujo sanguíneo portal. El papel de las 
tcnninacioncs y los 1ncdiadorcs liberados 
necesitan ser 111¡\s estudiados. 

Componentes extracelulares (La matriz 
cxtracelular hepática) 

La matriz extracelular del hígado se 
compone de al menos cinco distintos tipos 
genéticos ele colágena, siete clases de protelnas no 
colagénicas y un nún1ero incletenninado de 
proleoglicanos y glicosaminoglicanos (Biagini y 
!lallardini, 1989; Bisell, 1992; Rojkincl y Greenwel, 
"1994; tabla 1). La distribución y organización de la 
matriz exlracelular del higado es única. El 



DAVID GARCfADfE(jO CÁZARES 

fenotipo de los hep¡¡tocitos (y quiz<\ de otros tipos 
celulares dd hi¡;ado) a lo largo del acino hepático 
es variable, debido a la rnigración y n1aduración 
de células prilnitivas del ,írea porta al éirea de lit 
vénula termin.il (Siga! el ,11, 1992). i\dem<is, existe 
un patrón de tnigración de los hepalocitos a 
través del sinusoide relncionado con In cantidad y 
naturaleza de los ccnnponcnlcs de la f\11EC 
depositados en el espacio de Dissc (I~cid et al, 
l 992). CHra parlicu f,uidad es la presencia de una 
111e1nbrana b,1sul no continua sino fcneslríldíl 
entre los hepalocitos y l.1s célul.1s L'1alolcliak•s. 
Esta n1c111brana se ha obst•rvado por 111icroscopín 
clcclrúnica dentro del espacio de DissL·~ con10 una 
111c1nbr.111a con pt•qucflos ngujeros e inlcrnunpida 
(l\fortinez-1 Iern,indez, l<J8·1). I·:stns componentes 
de la 111atriz L'Xlracclulor son importantes para 
considerar la fisiología heptltica y las 
illlnrmalidadl's quP (1ru1Tl'l1 dura11lL~ el desarrollo 
de la cirrosis ht•p;,llic,1. 

Tabla l. Cotnponcntcs de la n1;ilriz cxlracelular 
del hígado. 

·--------·-------
C:ol.:íge1li.1s: 

Tipo! 
Tipo 111 
Tipo IV 
Tipo V 
Tipo VI 

Protcínns no col;igénicas: 
Fibroncclinn 
Latninina 
Enlnclina/ nidógcno 
·renascina 
Tron1bospondina 
SPJ\RC 
Undulina 

Prolcoglicanos: 
Asociados a n1cn1brnnil: 

Sin decano 
Tro1n bo1nod ulina 
Betaglicano 

Asociados con la MEC: 
Vcrsicano 
Biglicano 
Dccorina 
Fibmmodulina 
Perieca no 

Coláge11as. 

Las coldgenas representan una fan1ilia de 
prolcinas que evolucionaron a pnrtir de la 
duplicación de un gen ancestral y se han descrito 
lllé:ÍS de ·17 tipos diferentes de colágena (13urgcrson 
v Ni111ni, 1992), cada una es un ho1notrhnero o 
Ílctcrotrí1nero que fonna una estructura de triple 
hélice con una gran tendencia a fonnar ilgrcgndn.~ 
supramoleculilrcs (Fig. 2). Algunas colágenas 
cnnm los tipos !, 11, 111, V y XI son fibrilares y 
fonnan estructuras rígidils. En gPneral, estns 
<.:oli.lgenas son resistentes a Ja digcsliún protcolílicn 
no específica, debido n su confonnación de tdplP 
hL"'licc. Por ello las colagenasas específicas son 
tR'cesarias para su degradación y recatnbio 
(llirkt•dill-1-fansen, 1995). 

Sin c1nbargo, los do111inios globulares y 110 

he lit oidalcs localizados en los cxtre1nos arnino (N) 
y c.uboxilo (C) tenninales o en aleunos do1ninios 
donde la estructura de triple hélice se intcrn1111pc, 
pueden ser degradados por protcnsas. ()tras 
colúgcnas tales con1n los tipos IV, VII y X son nHís 
~ensiblcs que lns colágenas fibrilares. En ge11p1·al 
éstas son n1cnos abundantes y se localiznn en la 
n1e1nbrann bilsal dl" los grandes vasos sanguíneos 
del hígndo y en 1nenor proporción en el cspncio de 
Disse (tipo IV). 

Los tipos genéticos de colágena que se han 
itkntificado en el hígado normal son 1, lll, lV, V y 
VI. La cantidad y/o proporción de cada tipo de 
colágena es constante para una especie dada. l .n 
localización de cada tipo de colágena en el hir,ado 
nonnal ha sido investigada por 1nicrnscopía 
inn1unoelectrónica e in1nunohistoquí1nica 
(Martinez-Hernández, 1984). 

Varios tipos de células tienen la capacidad 
de producir uno o 1nás tipos de colágcna1 según 
estudios realizados por hibridación in sifu de 
RNl\m (Weirwr, ·1990; Cecrts et al, 1993; Miluni, 
1990). 

Fibro11ecli11a. 

La fibroncclina es una proteína con 
1núltiples dorninios funcionales para unirse n 
células y proteínas de In f\/1EC. Se con1ponc de dos 
subunidadcs de 230 y 250 kDn unidas por cnlnccs 
disulfuro en el C tern1inal de las subunidadcs. La 
protcfna es un producto tic un solo gen y se 
pueden generar al n1cnos 20 cadenas variantes por 
n1edio de un en1palme alternativo (Sclnvarzbauer, 
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l"igura 2. lnlcraccioncs que contribuyen en el ensamble y arquileclura de la membrana basal. Se 
mucslra Ja cslructum de algunas proteínas de la Mt:c '"¡como sus relaciones para formar la membrana basal. 
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1991). El empalme del gen de la fibroneclina se 
regula durante d desarrollo y el envejecimiento y 
aunque los n1ccanis1nos reguladores no se 
conocen, se ha sugerido que el TGF-fl sea uno de 
los reguladores del empalme del gen de la 
fibronectina. 

La fibroneclina interacciona con 1núltiplcs 
receptores de la superficie celular perteneciente a 
la familia de las integrinas (Hynes, 1992), y con 
otros receptores llamados i\Gp-110, la fibroneclina 
también se une a otros componentes de la MEC, 
con10 colágena, y con los prutcog1icanos, tales 
con10 el sindecano. 

Varias células del hígndo producen y 
secretan fibroncclina, sin ernbargo, al parecer los 
hepatocilos sólo producen fibronectina del 
plasn1a, 1H1nt1ue otros nutores sugieren que 
también pueden producir fibronectina celular. El 
TGF-ll aumenta la expresión de la fibronectina 
celular en las FSC en cultivo, mientras <¡lle el 
interferón y inhibe su expresión (Ramadori, 1992). 
En la rata, la fibroncctina es una proteína que se 
expresa después de un daño agudo al hígado, y su 
expresión en las FSC de este órgano es inducida 
por la intcrleucina-6. 

Lc1111ini11n. 

La la1ninina representa una fan1ilia de 
protefnas multifuncionales de alto peso molecular 
y son las principales glicoproteínas de las 
membranas basales. La estructura básica de la 
laminina se derivó de proteínas extraídas del 
tumor Engelbert-I-Iolmes-Swarm (laminina I) del 
ratón (Kleinman, 1982). Esta laminina tiene una 
masa molecular de 900 kDa y se compone de tres 
subunidades: a.1, p1 y yl de 400, 220 y 210 kDa 
respectivamente. 

Se ha sugerido que algunas de las 
isoforinas de la la1nininn pueden expresarse 
selectivamente en algunos tejidos. Los sinusoides 
contienen dos tipos distintos de laminina, ambos 
carecen de la cadena a.1 (Ponce et al, 1995). Asl, se 
ha determinado que las lamininas de los 
sinusoides hepáticos se componen de la laminina 2 
(a2P1y1) y la laminina 4 (a2P2y1). La cadena P2 es 
una cadena de la laminina presente en hendiduras 
sinápticas de uniones neuromusculares y la 
isoforma de la cadena a.2 se llama merosina y se 
encuentra en el músculo estriado y tiene un 40% 
de homología con la cadena a.1. Sin embargo, 

aunque la cadena a.2 se encuentra en el hlgado en 
desarrollo y regeneración, ésta no se ha 
identificado en el hígado de rata adulta. 

La cadena a.1 en el hlgado está restringida 
a las 111e1nbranas basales de los grandes vasos. 

Por hibridación irr sil11, los transcritos de la 
cadena p se han detectado en células 
perisinusoidales, células epiteliales del los duetos 
biliares y vasculares y células mesenquimatosas de 
áreas pcriportalcs, pero no se encontraron en 
hepatocitos (Milani, 1989). La expresión de la 
cadena p sé>lo ocurre en hcpatocitos cultivados o 
en hcpalocitos de hígados nconatos y en 
rcgcncracitin. 

Las ¡;5c rcci(~n aisladas expresan el 
mRNi\ de la cadena fl, pero las FSC recién 
sc1nbradas solo expresan el n1RNA e.le la cadena y 
y a lus cinco días de cultivo expresan a111bas 
cadenas y latnbién expresan una variante de la 
cadena a de la latninina de 385 kDa. 

!\demás, la laminina es una de las 
proteínas n1ás importantes para la adhesión del 
hepatocilo y se une a otras 1noléculas de la 
n1etnbrana basal co1110 la colágena tipo IV y el 
sulfato de hcparán. 

Eutacti1m/11itlóge110. 

La cntactina es una glicoproteína sulfatada 
de 158 kDa presente en la m"mbrana basal. su 
estruch1ra es 1nuy preservada y con1parlc el 85% 
de ho1nología entre la cntactina humana y <le 
ratón. Es muy sensible a la digestión proteolítica 
de scrina proteasas y por la n1atrilisina 
(metaloproteasa de la matriz) (Paulsson et al, 
1986). 

El nidógeno es una proteína de 80 kDa 
que se une a la entactina y forma el complejo 
entactina/nidógeno. En el hlgado, la 
enlactina/nidógeno se localiza en el espacio de 
Disse y n1ueslra una distribución sitnilar a la 
laminina. Las FSC y las º"ulas endoteliales 
sinusoidales producen la cntactina/nidógeno 
(Clement et al, 1992). 

La entactina/nidógeno interacciona 
cstrecha111enlc con la lan1inina y forman un 
con1plcjo, la interacción se realiza a través del e 
terminal del dominio globular de la 
entactina/nidógeno y el interior de un dominio de 
uno de los brazos cortos de la la minina. 
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Tc11asci11a. 

Es una proteína de alto peso molecular 
("'1000 kDa) sintetizada por varias células 
mesenquimatosas. Se compone de seis 
subunidades idénticas o muy similares, de 200-280 
kDa, unidas por enlaces disulfuro. 

Se piensa que la tenascina puede 
desempeñar un papel importante en la 
proliferación y migración celular, ya que la 
tenascina inhibe la adhesión y extensión de las 
células sobre fibronectina y disminuye los sitios de 
adhesión focal de células endoteliales (Murphy
Ullrich, 1991). 

La lenascína es n1itogénica para algunas 
células, aunque el mecanismo de la inducción de 
la proliferación se desconoce. La tenascína se une 
al sindecano, sin cnlln1rgo, su afinidad varía con el 
origen celular del proteoglicano, debido a las 
diferencias en las cadenas de los GAG. Esta 
interacción puede n1odificarse cunndo se presenta 
alguna enfermedad, ya que la IL-1 y un 
vasorcprcsor con10 la angiolcnsina 11 pueden 
inducir Ja expresión de la tenascina, Ja cuál se 
produce principalmente por las FSC (Van Eyken, 
1992). 

Tro111bospo11di11a (T'SP). 

Esta proteína es codificada por 4 genes 
diferentes. Tiene múltiples sitios de unión a 
células, componentes de la MEC y enzimas. La 
TSPl interacciona con las colágenas, laminina, 
fibronectina y proteoglicanos con heparán sulfato 
y con las integrinas asJ31 de Ja superficie celular 
por medio de su región RGDA (Bornstein, 1992). 

Los genes de la TSP se expresan 
diferencialmente en varios tejidos. Mientras que 
las TSP1 son un componente importante en las 
plaquetas, las TSP3 se expresan principalmente en 
el pulmón y las TSP4 en el músculo cardiaco y 
esquelético. La síntesis de TSP es inducida por el 
suero, FGF, TGF-JJ, PDGF, angiotensina JI y ácido 
retinoico, pero su expresión es inhibida por la IL-1. 

La TSP tiene propiedades antiadhesivas y 
reduce la formación de uniones focales en células 
endoteliales y fibroblastos, y también inhibe la 
extensión de células. La TSP también se une a 
citocinas y factores de crecimiento, y además 
puede servir como sitio de almacenamiento de 
TGF-JJ, es un inhibidor de enzimas proteollticas y 
promueve el crecimiento de neuritas. 
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En el hígado, la TSP se encuentra en el 
espacio de Disse y en el tejido conjuntivo 
alrededor de los grandes vasos. Se piensa que las 
células endotelinles sinusoidales y las células 
Kupffer producen TSP. Los miofibroblastos 
derivados de cultivos de FSC también producen 
esta proteína (Rieder et al, 1992). 

Proteí1111 Acitla Secretada y Ric11 cu 
Cistcí11a (SPARC). 

Tn1nbién se le conoce corno oslco11ccti11a, es 
un componente de In MEC de 33 kDa, se divide en 
4 dominios distintos de los cuales el segundo 
dorninio es rico en cisteína, el ~lfintero se localiza 
en el N-terminal y el cuarto en el C-terminal y 
además en ese dominio se une el calcio (Engel et 
al, 1987). 

111 vivo la SPARC se encuentra en hueso y 
cartílago, pero su expresión es baja en tejidos 
adultos, sin embargo, la producción de SPARC se 
incrementa después de algún dai\o. La SPARC, 
junto con la tenascina y la TSl' forman el grupo de 
n1oléculas anliadhcsivas. Esta n10Jécula tiene dos 
sitios relacionados con la inhibición de la 
extensión de léls células, in vitro inhiben Ja 
adhesión de las células por un 111ccanis1110 
dependiente ele ca». 

La Sl'ARC induce la expresión del 
aclivador-inhibidor del plasminógeno, 
colagenasas tipo 1 y IV, estromelisinas, FGF, TNF
a e inhibe la expresión de componentes de la MEC 
como fibronectina y TSP1. El TGF-Jl induce Ja 
expresión de SPARC e interesantemente la SPARC 
inhibe la expresión de TGF-p, con10 un 1necanis1110 
de regulación negativa. 

La localización de la SPARC en el hígado 
no se conoce, pero se ha observado que puede ser 
producida por las FSC en cultivo (Frizell et al, 
1990). 

U11d11li11a. 

Es una glicoproteína de aproximadamente 
1000 kDa con tres subunidades de 270, 190 y 180 
kDa. En el hígado se encuentra en el estroma de 
los espacios porta, en las ramificaciones vasculares 
y en el espacio de Disse. Se localiza en áreas 
carentes de tenascina por lo que se piensa que 
estas proteínas se regulan n1utunn1ente. La 
undulina puede servir con10 conector de las fibras 
de colágena maduras y es producida por las FSC y 
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las células endoteliales pero no por hepalocitos y 
células de Kupffer (Knittel et al, 1992). 

Proteoglicmws y G/icosm11i11og/icmws. 
Los GAG son polímeros polianiónicos no 

ranüficados, constituidos por unidades de 
disacáridos repetitivos que se co1nponen de un 
an1inoazúcar y un residuo de ácido urónico. Sus 
nontbres varían dependiendo si el azúcar es 
galactosa1nina ó glucosan1ina y de la naturaleza 
del ácido urúnico. Aden1ás varían de acuerdo al 
grado de sulfatación y a la localización de los 
enlaces éster sulfotados. El sulfato de hepar¡\n es PI 
GAG n1ás abundnnle del hígado y constituye cerca 
del 60% del total de los G/\G. Excepto por el ácido 
hialurónico, todos Jos GAG se unen a proteínas 
para constituir a los proleoglicanos (f'G) y se ha 
den1oslrado que la región de unión es sitnilar en la 
mayoría de los proteoglicanns (Kjellen y Lindahal, 
1991). 

Los PG son proteínas que conliencn una o 
111ás cadenas tk~ GAG unidos covalenlc1nenle a la 
proleina núcleo. Existe una gran diversidad de 
proteínas núcleo, algunas pertenecientes a fa1nilias 
con don1inios preservados (ej. sindecano) y otras 
derivadas del c1npahnc allernillivo dP un gen (ej. 
perlecano). 

Algunos úe !ns l'G son componentes 
integrales de la 1nc111brnna plllstnáticn, otros eslán 
nsociados a la superficie celular y otros son parle 
de la MEC. Algunos PG se encuentran 
nlmaccnados inlracelu1arn1entc c11 gránulos de 
secreción (ej. seriglicina). Los PG juegan un papel 
itnportante en la co1nunicación célula-célula y 
célula-1nntriz y sirven con10 una vasta área de 
nhnacenatnienlo para algunns citocinas y factores 
de crecimiento (Ruoslahti y Yamaguchi, 1991). 
Cuando se unen estos factores de crecimiento y 
cilocinas, se n1odifican sus tazas de síntesis y/ o 
degradación, así con10 se inhiben o cstin1ulan sus 
actividades biológicas. Algunos PG de la 
superficie celular son moléculas receptoras y 
participan en la inlernalización de lipoprotefnas 
como lipnsa o agentes infecciosos como el virus 
del Herpes simplex. En otros casos son 
correceptores necesarios para la interacción estable 
de factores de crecimiento con sus receptores de 
superficie celular especificas. También, pueden 
estabilizar la unión de componentes de la MEC 
tales como la fibronectina con integrina, y debido 
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a stt carácter polianiónico, los PG son altamente 
hidratados y pueden crear espacios en los cuales, 
illgunas moléculas puedan concentrarse o diluirse. 
El cierre o creación de espacios hidratndos, puede 
ser un sistcn1a excelente para la entrega o 
exclusión eficiente de cilocinas a las células. 

Los PG están ampliamente distribuidos en 
muchos tejidos, son polimórficos debido a las 
diferencias de los tejidos y células específicas, en el 
nú1ncro y longilud de cadenas, grado de 
sulfatución y tipo de cadenas de G/\G que se unen 
a In prolcínn núcleo. 

l'roteoglicn11os asociados n 111e111bra11a. 
Los principales PG de esta clase son 

1nien1bros efe la fa111ilia del sindecaino, como Ja 
lrombomodulina, betaglicano (receptor de TGF-P 
111) y CD-44. Todos ellos tienen un dominio 
transn1cn1branal en su proteína núcleo. Sin 
e111barr,o, algunos de estos PG se unen a los 
fosfolipidos de la membrana, y se requiere de la 
digestión con fofolipasa e (específica para el 
fosfatidilinosilol) para su liberación. En algunas 
ocasiones los PG se asocian a co1nponcnles de la 
1nc1nbrana por 111edio de sus cadenas de GAG 
(Bernfield el al, 1992). 

El GAG más comun de este tipo de PG es 
el heparán sulfato, que es el más negativamente 
cargndo de todos los GJ\G. Sin c1nbargo, cslos 
tipos de f'G también contienen cantidades 
variables de condroitín sulfato. La cantidad de 
GAG determina, en parle, el tipo de ligando de 
un1on. ./\sí, una de las propiedades n1ás 
itnporlantcs del hcparán sulfato es la de unirse a 
diversos componentes de la MEC, factores de 
crcci1nicnto, n1oléculas de adhesión celular e 
inhibidores de prolcasas. La unión ocurre por 
111edio de interacciones electrostáticas entre el S04-
(cargado negativamente) del GAG y los 
an1ino,lcidos básicos en las proteínas. Las 
proteínas unidas al hcparán sulfato sufren un 
can1bio conforn1acionnl in1portante que puede 
dis1ninuir o au1ncntar su actividad biológica. 

Proteoglica11os nsocimlos a la MEC. 
Pertenecen a varias clases que incluyen PG 

de alto peso molecular como el agrecano y el 
vcrsicano, a los PG de bajo peso molecular con10 el 
biglicano, decorina y fibromodulina y el 
protcoglicano asociado a 1ne1nbrann basal de alto 
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peso molecular y gran contenido de heparán 
sulfato llnmado pcrlccn110 (Rescan et al, 1993). 
Mientras que el ngrccano se expresa 
predon1innntc1ncntc en cartílago, el versicano es 
producido por fibroblastos y tiene una 
distribución más amplia en los tejidos. Sin 
e1nbargo, se ha propuesto rccicnte1ncnlc que las 
células del hígado pueden producir una molécula 
parecida al agrecano (Krull y Gressner, 1992). 

El papel de la matriz extracclular 

El concepto clásico que se tenía de la MEC, 
proponía que era una especie de "ccn1enlante" 
inerte que le servía a las células como andamio 
para sostenerlas tnicntras éstas dese1npcñaban sus 
funciones. Pero rccicnlen1enlc se ha demostrado 
que la MEC tiene funciones más importantes que 
la n1cra función estructural y que tampoco se trata 
de un sisle1na inerte. 

/\si, la MEC participa en procesos como la 
rnigración, co1nunicac1011, proliferación y 
diferenciación celular. Además, la MEC es un 
sistema dinámico, donde sus componentes están 
en continuo reca111bio, dicho recambio está 
detenninado por la velocidad. de s!ntesis y 
degradación de sus co111ponenles, y se ha 
observado que diferentes células producen uno o 
varios tipos particulares de co1nponc11tcs de .. la 
MEC (tabl,1 2). Las enzimas que remodelan la 
estructuro de la 1natriz son las nictaloprotcasas, 
estas cnzi1nns pueden regularse a nivel de 
transcripción o bien controlando su actividad 
proteolítica. En los tejidos existen inhibidores de 
esta actividad como son los inhibidores tisulares 
específicos de metaloproteasas (TIMPs) 
(Matrisian, 1990). 

Por otro lado, las moléculas de la MEC y 
algunos de los productos de su degradación, 
tienen la capacidad de enviar señales a las células. 
También, en la MEC, se encuentran 
interaccionando otras n1oléculns co1no hormonas, 
enzimas y cilocinas. De esla forma, se puede decir 
que la MEC también participa en la modulación 
del fenotipo celular, ya que algúnos de sus 
componentes pueden inducir la síntesis proteinas 
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de funciones específicas 6 inducen la proliferación 
celular (Bucher et al, 1990). 

Tabla 2. Componentes de la MEC sintetizados 
por células del hígado normal. 

1-Jepatocitos: 
Colágenas tipo !• y III. 
Fibronecli:ia (plasmática y celular) 
Laminina (mRN/\ de la cadena [12) 

Células almacenadoras ele grasa (FSC): 
Colágenas tipo 1 (sólo miofibro
blnstos), 111 y IV. 
Lan1inina (n1RNA de lns cadenns 
[11 y (32). 
Tenascina (sólo miofibroblastos) 
Fibronectina (sólo miofibroblastos) 
Entactina 
Undulina 

Células endoteliales: 
Colágena tipo IV 
En tac tina 
Tro111bospondina 

"J\tt1H¡ue los lwpalocitos exprL'!iíln l.'I mRNJ\ de In prncolágena 
<11(1), existe lil controversia de que ~slos jueguen un pt1pel 
i111pnrtt1nle en d Ucpúsito de col/1gL'll.l en hígndn normal. 

Interacción célula-1natriz extracclular 

Las células se relacionan con la MEC y por 
1nec.lio de ésta pueden con1unicarse con otras 
células y percibir señales del medio que les rodea. 
Con esto podemos retomar lo dicho por /\lexis 
Carrel en 1931, acerca de que "las células están en 
una continuidad fisiológica con su entorno". "Una 
célula depende estrictamente de su medio, tanto 
conto el núcleo depende del citoplasn1a para su 
existencia". De tal fonna, las células obtienen de la 
111atriz exlracelular la tracción necesaria para 
111igrar, soporte y 1nanteni1niento eslruclural, 
recibir señales a partir de ella y de los factores de 
crechniento y horn1onas unidas a la 111atriz, de las 
que obtienen la información del estado en que se 
encuentra el medio que les rodea, manteniéndose 
la hon1costasis del organisino. 

La unión de las células a la MEC, está 
111ediada pur receptores presentes en la superficie 
de In 111en1brana plnsntálicn. La principal clase de 
estos receptores es una familia de proteinas 
lransn1c1nbranalcs conocidas con10 illlegrinns. 
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Las inlcgrinas se co111ponen de una 
subunidad a y otra subunidad p. Las subunidades 
c1 y P se unen entre si no covalcntc1nentc, y esta 
asociación es prornovida por cationes dívaJcntes 
como el ca2', Mg2• y Mn2• (Ruoslahti, 1991; Fig. 6). 

Existen 13 subuniclades a y 8 subunidades 
P conocidas, las cuales se cornbinan para for1nar al 
n1enos 19 tipos de intcgrinas, las cuales se agrupan 
en tres subfa1nilias, las que con1parten la 
subunidad p¡, av y p, (Ruoslahti et al, 1994; Fir,. 
6). Las inlegrinas que cotnparlC"n la suhunidad f3 1 

incluyen a mucho receptores dp la MEC y In 
segunda subfa1nilia comparte la subunidad av. 
Los receptores de la tercer subfa1nilia con1parten 
In subunidad ~h que principaltncnle son 1noléculas 
de adhesión célula-célula C?n leucocitos. J_)cbido a 
su diversidad, las integrinils reconocen diferentes 
sitios de unión en las proteínas de la MEC, de los 
cuales el mejor esludiudo es el sitio RGD 
(Ruoslahti y Pierschbacher, 1987). 

Los hepatocitos son el tipo celular del 
hí!~ado 1nayor111enlc esludindo con respecto a sus 
propiedades adhesivas. Se adhieren a fibroncclina, 
colágenas y Ja1ninina, 1nientras que las integrinas 
identificadas en el hepatocito incluyen al menos a 
las a1P1, a2P1 , a,p, y uoP1, las cuales tienen 
especifidad por ligandos de la MEC. 

Los efectos gc11cr.1dos por In MEC y por 
los factores de creci111icnlu unidos a ella, son 
seguramente regulados por las inter,rinas. Se sabe 
que el dominio citoplásmico de la subunudad [3 de 
las integrinas interacciona con componentes del 
citoesqueleto. Así, una vez que la intl'grina se une 
a su ligando (ej. Fn), estas se agrer,an rapidarnente 
y se produce una interacción con varias protefnas 
asociadas al citoesqueleto con10 la talina, a 
actinina, tensina, y una o n1ás cinasas que inician 
la fosforilación de tirosinas que da como resultado 
In acu111ulación de otras proteínas asociadas ni 
citoesqueleto (F-actina, paxilina) y disparan una 
cascada de señales complejas (ej. ERK, señales 
extracelulares reguladas por cinasas; FAK, cinasas 
de adhesiones focales y JNK, Jun cinasas) (Yamada 
y Miyamoto, 1995). 

Unas de las moléculas de la membrana 
celular y de la !VIEC a las que se unen los factores 
de crecimiento, son los proteoglicanos. Las cargas 
negativas de los PG, les confiere la capacidad de 
unir muchas sustancias, incluyendo algunos 
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factores de crecimiento, sin embargo, la carga no 
es el único n1ecanismo de unión. 

La unión del J;GP a heparina o a cadenas 
de heparán sulfato de los PG parece que protege al 
FGF de su degradación. Estas interacciones del 
factor de crccirniento-PG, con1únn1enle son 
mediados por los GAG de los PG. Sin embargo, se 
sabe que al menos el TGF-P se une a la proteína 
núcleo del PG, como en el caso de la decorina y el 
biglicano, así la dccorina puede neutralizar el 
decto del TGF-p. De esa forma, el TGF-13 estimula 
In síntesis de la decorina y ésta regula la actividad 
del TGF-P. Por otro lado el betaglicano puede unir 
TGF-fl y almacenarlo en la MEC. 

El TGF-P puede jugar un papel muy 
ilnportanle en el desarrollo de enfenncdades 
fibrosilntes, ya que el eslirnula la síntesis de la 
MEC, y se ha mostrado que la actividad del TGF-P 
puede ser In responsable de iinportantes 
enfern1edadcs fibrosanles con10 la cirrosis 
(Matsuoka y Tsukamoto, 1990; Czaja et al, 1989). 
El TGF-f\ inicin un con1plejo proct•so <.fp 
reparación, incluyendo el depósito de la MEC, la 
dis1ninución de la dc8radación de Ja n1atriz y un 
incrcn1cnlo de la expresión de las inlegrinas. Sin 
ernbarco, esta actividad puede ser crucial para el 
desarrollo de cicatrización y fibrosis en 
condiciones crónicas y progresivas que llevan a su 
vez a la destrucción de In estructura del tejido. 
Adcn1ás, evidencias correlativas sugieren que la 
sobreproducción del TGF-1> es un factor patológico 
lilnto en cirrosis hepáticil con10 en fibrosis 
puhnonar, fibrosis cardiaca después de infartos, 
cicatrización desordenada y fibrosis en ojo y piel, 
1nielofibrosis, entre otn1s. Hecicntcn1cnte las 
ncfropatías de diabéticos hil sido añadida a esta 
lista de enfermedades. 

CIRROSIS HEPÁTICA 

La cirrosis hepática es una enfermedad 
crónica caracterizada por un daño general, 
fonnación de nódulos de regeneración y fibrosis 
que distorsiona la arquitectura del hígado. 
Aunado a las alteraciones anató1nicas están los 
trastornos funcionnJes y hemodinámicos 
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(Greenwel et i!l, 1994). Lil cirrosis es el resu\t¡ido 
de la incapacidad del sislen1a ecológico del hígado 
para rcslaurnr la hcnneostasis que ha sido nllerad.a 
por illguno(s) de los principi!les ¡igentes biológicos 
o quín1icos, conocidos por inducir un daiio 
hepático. Los agentes c,1usantes de este 
desequilibrio pueden ser biológicos; con10 son las 
infecciones virales (hepiltitis) o parasitarias 
(esquistosonliasis). Tatnbién puede ser ocasionada 
por ngentes quín1icos, con10 es t?l abuso en el 
consun10 de alcohol. Estas son las principales 
causas, nunque existen una gran diversid~1d dP 
ellas, entre las que se Pncuenlran factores 
hereditarios. 

El akoholisrno es la principal causa de 
cirrosis en rvt0xico y otros países, csUl dentro de lac;; 
·10 pri1ncrns causas de nn1erle en personas 
1nnyores de 15 nños. El abuso en su co11sun10 
afecta principi!lmenle '11 híg¡ido (Díilz de León el 
al, 1986), el cunl es responsable de su oxidación a 
través de tres sistc1nas cnzin1áticos presC'ntcs en 
los hepalocilos (Lieber, 1994.). E11 estos sislem¡is el 
etanol se oxida a acetaldehido, el cual es de 10 a 30 
veces n11ls tóxico, adc111ñs de que activa al 
pron1otor del gen de la cadena u2(l) de l.1 cotígcna 
(Moshage et ¡il, 1990; Parós el al, ·1994). 

Co1no L'S característico en un sistctnil, 
dentro de ciertos lítnilcs, la distribución y cantidad 
de todos sus elc111cnlos parece pern1nncccr 
constante y en un equilibrio diná1nico. Para 
1nantencr la ho1neostasi.s, los factores producidos 
en el hígado y quizá olros de origen endócrino 
retenidos por cotnponenles de la MEC del hígado, 
regulan la proliferación celular y la producción de 
la MEC. Sin cn1bilrgo, el fino n1ccanisn10 
regulador necesario para n1antcner el sisten1a, se 
produce dentro del órgano. Esto es el resultado de 
las nuíltiplcs intcrnccioncs establecidas entre 
varios tipos de células del hígado y tn1nbién por 
las interacciones de las células con conlponentes 
de la MEC. Cunndo alguno de estos n1ecanisn1os 
reguladores se allera, el organisn10 intenta 
recuperar la hotncostasis y produce una serie de 
factores de crecimiento y citocinas. Estos pueden 
ser los nlis1nos que se producen nonnaltncntc en 
el hlgado, y /o pueden incluir unil serie de 
medii!dores que son producidos solo en respuesta 
a un daño y los cuales au1ncntan las actividades 
biológicas del proceso reparativo (Burt, 1993; 
Friedman, 1993). 

f;IOHATRIZ V CIRROSIS 

Fibrogénesis Hepática 
El proceso de lil fibrogénesis puede 

dividirse en varios pasos (Greenwel, 1994). El 
pritncro corresponde a la respuesta 1nuy len1prana 
del tejido a un agente dafiino que lrne con10 
consecuencia la degradación de la MEC por 
c11zin1as lisoson1ales liberadas por células dañadas 
o por el mismo ¡igenle causal. El siguiente paso se 
conoce con10 la respuesta del huésped al daño que 
resulta en la activación de hls cólulas Kupffer y, el 
posterior reclutatnicnlo ele las células 
infla1natorins. El lC'rcer paso corresponde n un 
proceso inlcnnct.li.uiu carcH.:lerizndo por la 
producción de citocinns y factores de creci1nienlo 
pnr cólulas Kupffer ilctivadas y célulils 
inflntnalorias, por 111 íH:livación de las FSC y su 
lr11nsfonnaciún .i tv1YF (Fricdn11111, 1993)1 y por la 
produ~ción excesiva de co1nponcntes de la MEC. 
El paso final corresponde a la n1aduración de la 
cic~1triz, de tal forn1a que las cicatrices viejas 
conlil~ncn única1ncnlc fibras de colágena y son 
,"\celulares. 

Alternciones de la MEC 

La n1atriz cxtracelular está bajo constante 
n·1nodelnción, sin c1nbargo, en la cirrosis el grado 
de biosínlcsis de la inatriz puede sobrepasar a la 
t.kgradaciún, llevando a un depósito en exceso de 
1.1 t'v1EC. Un'1 aparente falla de la i1Ctividnd 
colagcnolítica solo se observa en los últiJnos 
estados de la cnfcnnedad, cuando las bandas de 
las fibras son acclularcs y las células que producen 
y dep,radnn la tnatriz han involucionado o 
desaparecido. La con1posición de la MEC en la 
cirrosis hn sido objeto de nun1erosos estudios 
bioquítnicos. Estos csludios han den1oslrado que 
L'll el higado hutnano nonnal, el 4'}i> de la proteína 
tntnl es coláp~cna; el 53% de la colágena intersticial 
es colágena tipo 1 y el 47 1;t'i es tipo lll. Los ca1nbios 
de estas proporciones en In cirrosis res u llan en el 
incrc1ncnto del contenido de la colágena total a 
1WX> del total de proteína, con el 75% de colágena 
lipo 1 y solo 25% de colágena 111. El hígado nornrn\ 
de rata contiene menos colágena que el hlgado 
hu1nano, con solo 0.5% del total de esta proteína, 
pero en la cirrosis inducida con CCl.1, se 
incren1cnta a 2% del lotal de In proteína (Marlínez
Hernández, 1985). Lil colágena interstici¡il en el 
hígado de rala nonnal es 60% tipo l y 40% tipo Ill, 
;in en1bargo en In cirrosis inducida con CC14 no se 
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han apreciado can1bios de esta relación. En los 
últin1os estados de Ja enfenncdad, cuando el 
hígado contiene n1ús de 15 1ng de coltigcna por 
grarno de tejido Id coJ,igena predorninante es tipo 
l. 

Varios datos cualitativos indican lJUC la 
fibronectin.i, léuninina, undulina y tcnnscin« se 
incrc1ncntiln en l'l hieado cirnHko. Sin e111bargo, 
no existe infornwción de que la lro111bosponc.Una 
que se expl"c.~sil en el hígado 11onnal se exprese en 
higado cirrótico. Ade1ntís, estudios recientes han 
dctnoslrildn que durante fil cirrosis cxistL' un 
au111enlo en la expres1on dPl 1nHN1\ de 
prulcogUcano.s corno decorina, biglicano, lunticano 
y agrecano (Krull, 1992). 

En la tabJ<1 3 se resurnen de los can1bios de 
Ja coh'igena en la cirrosis, rnicnlrilS que C>n la tabln 
4 se prescnlan los c;11nbios cualitativos de otros 
comp<mc•nlPs d,• la l\·1EC. 

1'> 

En resumen, tanto los datos cualitativos y 
cuantitativos indican, con pocas excepciones, que 
lodos los componentes de Ja MEC se incrcrnentan 
en fél cirrosis hepática. 

Se sabe que Ja fibronectina puede actuar 
corno un organizador de la l'v1EC, y al pnrccer, en 
un dnflo agudo Jos hcpalocilos incrernentan su 
síntesis y secreción, y parte de~ ésta se deposílil en 
t•I espacio de Disse. Si el daño es crónico, Jos 
hcpalocitc>s continúiln dei-:ositnndo fibroncctina y 
pn.':ilerionncnlc colágena Upo I (!vlilrtíncz
l lerniÍ1l<IPz, 1985). 

Los hepalocitos nonnalcs son células 
epitciiides que no se separan del plas1na por una 
n1en1bra11a bilsill continua; ellos se separan del 
plilsma solo por una pobre y discontinua MEC. Al 
p,uccer, estil falta de una barrera de filtración 
facilita el nipido interca1nbio de 1nacron1oléculas 
c.~ntre el plasn1íl )' Jos hepalocilo.s, Ja cual es 
lll1cesilria para cl 111antL~ni1nicnto de )<1 hon1coslilsis 
rnirm;Jf. Durllnte el desnrrollo de la cirrosis 

Tabla J. l>islrihuciún y fuentes cclul:u·cs tic varios tipos de col:ígena en el higado cirrótico. 1 

Principal componente exlracelular del hígado 
cirrótico; abundante en los espacios de Disse 
y scptos fibrosos que rodean 11úcl11los de 
rcgcncrnció11 de hepatucitos. 

Conw en cológcna tipo l. 

Incremento del depósito en el espacio ele 
Djsse, fonnanúo unn verdadera n1cn1bra11a 
basal conteniendo también laminina; los 
sinusoides se transforman en capilares. 

l11crcme11to en hígados que contienen mús de 
20 mg/g tej. de colágena; presente en scptos 
fibrosos, tractos portales y barrera sinusoidal. 

Asociada con otras colágenas en tractos 
porta les y septos llbrosos. 

datos obtenidos por métodos inmunohistoquímieos. 

FSC, células endoteliales. 

FSC, hepalocitos, 
células endotelíalcs. 

FSC, células cndotelialcs, 
células estrom;íticas del 
tracio portal y alrededor de 
la vena central. 

Células endoteliales ?ª 

FSC y células endoteliales n 

1 Tomada de: Grcenwel P. et al. Liver 11brosis. En: Arias IM, lloyer .JL, Fausto N. Jakoby W13, Schachtcr 
DA, Shafritz DA, eds. The Liver: bio/ogy ami pathobiolo:¿y, 3lh cd. Ncw York: Ravcn Prcss, 1994; p:tg 
1369. 



ocurren profundos cambios en la estructura del 
espacio de Disse. En los últimos estadios del 
hígado graso, el depósito de la colágena tipo IV se 
incrcn1cnta y, ocasionaln1entc, el dcpósilo 
continuo de la huninina aparen:~ en el espacio de 
Disse. El depósito de varios componentes de la 
membrana basal a lo largo de la pared sinusoidal 
culmina con la forn1ación de una 111e1nbrana basal 
vascular completa (Martínez-1-lernández, 1985) la 
cual con líe ne, al 111enos, cohígena IV, Ia111inina y 
perlecano. Este depósito de la membrana basal 
puede tener la función de proteger a los 
hcpatocilos del agente dnilino (el cual se encuentra 
en el flujo sanguíneo), pero con la valiosa pérdida 
del inlercatnbio de n1acro1noléculns presentes en 
la sangre a las cuales d hcpalocito 1nctaboliza para 
transfonnarlas, .il111acenarlas, exportarlas, 
secretarlas, degradarlos ele, dando con10 resultado 

li:tOHA1Rl2 Y QIRROSIS 

que el hepatocito no pueda cumplir sus funciones 
y no tenga un medio adecuado para sobrevivir 
(fi¡~ura 3). 

Alteraciones Celulares 

El depósito excesivo de Ja colágena en el 
hígado es el resultado de la sintesis activa por 
varios tipos de células (fig.4). Evidencias de 
1nuchos laboratorios indican que en condiciones 
normales todos Jos tipos de células del higado 
producen uno o varios componentes de la MEC, 
c'xceplo las células Pit (tabla 2). Además, las 
celulas Kupffer y la FSC producen <:olagenasas, 
eslrotnelisisnas y TIMP's. Sin c1nbargo, la 
principal célula que interviene en la producción de 
la colágenn tipo 1 ante una alteración es la I'SC 
(Weiner el al, 1992). 

1-~igura ~"'\. Cambios en el espacio de Dissc duran le un dailo fibrosantc. 
t-~s ultcracioncs cclulan:s y de la matriz. cxtr~ax:lular en el cspi1cio de lli.<\.o;c son puntos claves en fH 

patogéncsis de la fibrosis hepática. 1~1 activación de los lipocilos, c'.1raclcriznda por la p~rdida de vilumin'.1 A, 
prOlifcración y fibrogéncsis, está asociada con el reemplazo cic un.:t tnatnz llOrmnt.dc baja d.cns1dad, por unn 111a~nz de 
alta densidad. Con ello se pierden las fencslracioncs de la membrana basal y las n11crovcllos1dades de los hcpaloc1tos. 
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Tabla 4. Distribución y fuentes cclulm·es de varios componentes no colagénicos de la MEC en hígados 
cirróticos.* 

Abundante en la interfase entre septos fibrosos y hepatoeitos; 
presente en el espacio de Disse. 

La misma distribución que la colúgcna tipo IV dentro del 
lóbulo hepútico; abundante en el espacio de Dissc y 
membrana basal sinusoidal. 

Se acumula prefcrcncialmente en inlcrli1ses parenquimatosas 
del tejido conjuntivo tales como los seplos fibrosos, ausente 
en scptos maduros; presente en áreas de necrosis. 

Presente c11 úreas dañadas~ cicntriccs y sinusoides: patrón 
similar al de la fibroneelina. 

producción se incrementa en hígado cirrótico, 
particulanncntc entre los scplus y nódulos de rcgcncració11. 

l'rcsi.:ntc en septos librosos. 

solo después de la transición al estado de 
inflamación crónica en células no parenquimatosas de los 
campos pcriportalcs y en los scplos en formación; en hígado 
cirrótico, su expresión sólo es detectada en campos 
periportalcs con un aumento en los duelos biliares. 

FSC, hepatoeitos y 
células encloteliales. 

;.se, 
células encloteliales 
y del dueto biliar. 

FSC y 
células endotcliales. 

r-sc y 
células endotcli~les. 

células Kupffcr. 

FSC. 

r-sc. 

* Esln infonnndón se resu1nió dl' difer1•ntl's nrtícttlos, l'n lo~ cuales (upron utilizadas técnicas inmunohisloquí1nicns e 
hibridación in srlu. 

El n;,sumen de los componentes de la MEC 
producidos por diversas fuentes celulares se 
presentan en la tabla 3 y 4; y de las célulíls que 
producen enzimas que degradan la MEC y/o sus 
inhibidores se presentan en la tabla 5. 

Existe la controversia acerca de que los 
hepatocitos juegan un papel importante en el 
depósito de la colágena tipo l. Así, existen reportes 
de estudios en cultivo e i11 vivo que sugieren que 
los hepatocitos producen colágena, tanto en 
hlgados normales como cirróticos (Dicgelnlílnn et 
al, 1983; Chojkier, 1986 y 1988). Pero, por otro 

lado, estudios realizados en cultivos muestran que 
la síntesis de la colágena se debe principalmente a 
los lipocitos (FSC) (Maher, Bíssell, Friedman y Roll 
1988). Existen datos más recientes obtenidos por 
hibridación ;,, situ que 111ueslran la poca 
contribución de los hepatocitos a Ja producción de 
colágena en hígados normales y cirróticos (Geerts 
el al, 1993). Sin c111bargo, no se puede negar unn 
cooperación entre los hepatocitos y las células de 
!to (FSC) en el depósito de la MEC (Loréal et al, 
'1993). 



Tabla 5. Enzimas proteoliticas producidas por 

células del hlgado. 

;~g~:¡:~:~:!t~:::v·c,z.;m~r::::.··. 
Colágenasa tipo" IV (95 kDa) · 
:Esi~~?lelisinas · .. ··· · · 

Colagenasa tipo 1 
'Colagenasa tipo IV (95 kDa) · 

Estromelisina 
Colngenasa tipo I ? 

*Estas células producen el TIMP-1 y In u 2 mncroglobulina, 
dos inhibidorcs de colagcnasas. 

groHATRIZ y (!l~OSIS 

Otros estudios muestran que las FSC son 
el tipo celular más importante en el desarrollo de 
la fibrosis. Con ello se ha planteado un modelo 
que explica la activación de las FSC, el.cuál ha sido 
caracterizado y se muestra en la figura 5. Esta 
activación ocurre en, al n1enos, dos estadios 
(Friedman, 1993). 

La iniciación se caracteriza por un 
alargamiento celular, la expresión de la a-actina 
de músculo liso y la inducción de receptores de 
citocinas, el estimulo inicial puede incluir factores 
(no caracterizados) parácrinos de células Kupífer, 
hcpatocitos o ambos. En la iniciación puede 
ocurrir la destrucción temprana de la matriz 
extracelular por medio de la secreción de 
colagenasa tipo IV por las células FSC, llevando a 
un reemplazo eventual con fibrillas de colágena. 

Slnlesis de prolelnas 

dela M1:c 

Hepalocilo dnñndo Activación de C. Kupffer 

Figura 4. Diagrama de las inlcracciones celulares propuestas en In fibrogénesis hepática. 



Lipocilo Quiescente 

factores de 
C. Kupffcr 

a-actina 
de 

receptores 
de 

rigura C.. Modelo de la activación del lipocilo (l'SC). 

Con10 se ha visto, cuando ocurre un daf10 
al hígado suceden cilmbios en el medio 
extracelular y en los componentes celulares (estos 
cambios pueden observarse en la figura 3). Se 
observan alteraciones celulares y de la nu1lriz en e! 
espacio de Disse los cuales son puntos críticos en 
la patogénesis de la fibrosis hepática. La activación 
de la FSC, caracterizada por su proliferación y un 
incremento de Ja fibrogéncsis se asocia con el 
reemplazo de la matriz de baja densidad por una 
matriz de alta densidad. Estas alteraciones, 
aparentemente, conducen a la pérdida de las 
fenestraciones endoteliales y de las 
microvellosidades de los hepatocitos a causa de un 
daño crónico al hígado. 

Terapéuticas y 
tratamiento de Ja cirrosis 

fármacos en el 

Las terapias diseiladas para disminuir la 
fibrosis hepática tienen que interferir 

11 

Lipocito Activado 

cspccífica1ne11lc con Ja producción y acu111ulación 
de proteínas del tejido conjuntivo hepático, por lo 
que se han desarrollado terapias t]UC incluyen 
fñn11acos que intervienen inhibiendo la sfnlesis o 
secreción de colágena, hasta las propuestas de la 
utilización de terapias génicas (Chojkier y Brenner, 
1988). 

Dentro de los fármacos que inhiben la 
síntesis de colágena se incluyen los 
corticoesteroides, péptidos de procolágena, ésteres 
de forbol, TNF-u, ácido retinoico, interferón-y, 
agonistas P-adrenérgicos, proslaglandinas, AMPc 
e ionóforos de calcio. Los n1ecanis1nos de acción 
de algunos de estos agentes se desconocen, pero 
de otros se piensa que actúan a través de segundos 
mensajeros como el AMPc, proteínas cinasas C 
activadas y la movilización de calcio 
citoplasmático. 

Se han diseñado estrategias para interferir 
con las modificaciones postraduccionales de la 
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cadena a de la colágena. Así, se sabe que el 2-
oxoglutaralo es un cosuslrato de las prolil y lisil 
hidroxilnsas. Tan1bién, en la interferencia con el 
entrecruza1nicnto de la coltlgcna se ha ensayado 
con el uso de inhibidores de la carboxipeptidasa, 
de tal forn1a que se induce la acu1nulación de 
moléculas de procarboxicolágenas, las cuales 
forman fibrillas que son 1rnls susceptibles a la 
degradación por colagcnusas tisulares. 

La secreción de colágena requiere de la 
integridad y funcionalidad del sislc1na de 
1nicrolubulos, este proceso puede inhibirse con el 
uso de la colchicinn, que rL•sulln en Ullil 

disntinución en el depósito de col/1gcna (I<ojkind y 
Kershenobich, 1975). Sin embiHgo, se ha 
encontrado que las dosis lerapéulicas de la 
colchicina coinciden con las dosis tóxicas; adcrn<'is, 
se ha observado que se acu1nula en diferentes 
órganos y tejidos corporalt>s. Estos problemas, al 
parecer, son superados por el tvlebcnd<1zol, un 
fánnaco nnti1nicrotubulnr con 10:' veces 111ayor 
afinidad por la lubulina que la colchicina (Solo et 
aL 1996), el cual es 1netabolizado principaltnenlc 
en el hígado y no se acunntla en otros tejidos. 
Adenu\s, se ha probado que el 111ebcndazol 
interfiere en la 111oviliznción inlracelulnr de 
proteínas, resultando en una dis111inución de la 
secreción y depósito de proteínas de la MEC por 
los fibroblaslos, que son los principales 
productores de la IVIEC. 

Otro 111ecnnis1no par,1 regular el depósito 
excesivo de colágena es induciendo un aun1cnlo 
de la actividad coJagenoJílica. La síntesis de 

11. ANTECEDENTES. 

Inducción de cirrosis en ratas por CCI, , 
como modelo experimental 

Este es el método más usado para la 
inducción de la cirrosis en ralas. Se ha demostrado 
que el CCI. es un hepatotóxico fuerte y es 
metabólicamente reducido por el citocromo P-450 
a radicales tricloro1netilo con10 un interntcdiario 
reactivo (Murray 1984). También los niveles de 
citocromo P-450 (principal componente del 
sistema de oxidación) se ven disminuidos por la 
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colagenasas es inducida por ésteres de forbol, 
l'DGF, TNF-a e IL-1. 

Se ha propuesto que la introducción y 
expresión de DNA exógeno puede inhibir la 
síntesis de colágena hepática. Tanto los 
propéptidos an1ino-tern1inal y carboxilo·ternünal 
de In colágenn, disminuyen los niveles del mRNA 
de procoh\gcna y la traducción de éste a proteínas 
(l'aglia et al, 1979; Wu et al, 1986). Como se 
111cncionó, se ha prop11cslo la inactivación 
funcional del mRNA de procolñgena por medio ele 
la hibridación con un RNA "anlisentido" del 
1ncnsL1jcro, Psla cadena doble posteriormente se 
degrada en la célula y se reduce la síntesis de 
colágenil. Estas ülli111as propuestas sólo son 
teóricas, y se desconoce qué efectos secundarios 
puC'dan generar, adc1n,ls no se ha establecido en 
que forina se pudieran desarrollar. 

Por ültin10, se conoce que la 
sobreproducciún del TGF-Jl es un factor patológico 
en tnuchas cnfcrn1edadcs fibróticas con10 In 
cirrosis hepática. Por ello, reciente111enle se ha 
lo111ado ventaja de la capacidad de la dccorina 
para bloquear la ncción del TGF-P al interaccionar 
este factor de crccin1ienlo con la proteína núcleo 
del l'G (Yamnguchi et al, "1990), esto se ha 
detnoslrado en patologías con10 la 
glo111cruloncfritis. Co1no unn proteína natural que 
fonnn parle de la MEC, la dccnrina es tnfü; 
confiable en lcrapéulíc<ls que cJ uso de anticuerpos 
neutralizanles anti-TGF-Jl. 

ncc1on de este con1pucslo. Por otro lado, provoca 
la peroxidación de llpidos que lrne como 
consecuencia el daño de la n1embrana Iisoson1al 
con la consecuente liberación de enzitnas 
hidrolíticas, originando finaln1enle un daño 
celular. 

En ratas tratadas con CCI, y 13rCCb, se 
generan nldchidos que se unen a proteinns 
n1icroson1alcs reduciendo su actividad catalítica. 
Adetnñs, con10 ya se 111encionó, se ha delenninado 
que el acctaldehído (que es un melabolito del 
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etanol), induce la transcripción del rnRNI\ de la 
cadena a2(I) y al(III) de la colágena. 

Panduro et al (1988) analizaron la 
transcripción de Jos genes para albú1nina, a
fetoproteína (AFP) y colágena en ratas cirróticas a 
diferentes tiempos, durante el desarrollo de la 
fibrosis. Ellos realizaron mediciones basales de los 
coeficientes de transcripción de albúmina/ l\FP en 
ratas nonnaJcs }' observaron una dis1ninución de 
éste con un estímulo agudo con el CCJ,. Esto 
indica una capacidad regcncrativa del hígado. Sin 
e1nbargo, al final del trata1nicnto con este 
con1pucsto, los niveles de transcripción de APP 
fueron poco detectables. Esto sugiere que la 
posibilidad de una respuesta 111olccular a un 
estfntulo regenerativo en el hígado cirrótico es 
poco probable cuando el dafío ya es avanzado. 

Aislamiento y cultivos primarios de 
hepatocitos sobre diferentes substr.1tos 

Gran parte de fos evidencias 
experimentales de los efectos de la MEC sobre el 
crccin1iento del hígado y Ja expresión genética de 
los tejidos, se han desarrollado a partir de los 
estudios de células en cultivo, dislinljuicndosp 
diversas rcspucs!as celulares cuílndo las células se 
cuJtivan en 111atrices de órganos quiescentes, 
regcnernntes o de hígado fetal. 

El uso de cultivos celulares permite 
controlar 01 nt'lnwro de variables que pueden 
interferir en los procesos espccificos f.)llP se 
pretenden investigar (llerry et al, 1991). 
Anteriorrncnle, las células en cultivo setnbradas 
sobre .plílstico y aJi1nentadas con 111edio con suero 
se con1portaban similarinente a como se 
con1portan ante un darlo, pero recicnferncnte se ha 
podido librar este problema con la aparición de los 
medios hormonalmente definidos (MI-ID), que 
asen1ejnn el an1bicntc y el 111etabolis1no celular 
que norn1aln1cntc se presentan i11 vivo. 

Se asume que los hepatocitos en cultivo 
deben ser alimentados con medio (mezcla de 
sales, aminoácidos, carbohidratos, vitaminas, etc.) 
complementado con suero, ya que las células 
parenquimáticas están rodeadas de un endotelio 
fenestrado y, además se exponen dircctilntcntc a la 
sangre. Asumir esto puede ser falso, ya que la 
única vez que las células del hígado tendrían 
contacto con el suero es en casos de un daño 
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agudo o crónico, resultado de la modificación del 
flujo de la sangre y liberación de varios factores de 
crecimiento. De tal forma, cultivar células en 
ntcdio con suero nos daría una respuesta n1uy 
sintilar a un daño canto lo es una fibrosis ó cirrosis 
(Brill et al, 1994). 

Cuando los tejidos se disgregan y las 
células son sernbradas por printc1·a vez in vilro, los 
cultivos se conocen canto cultivos pn·marios 
(Freshney, 1987), éstos retienen funciones 
específicas por n1íiS de cinco días cuando las 
células recién aisladas son sc1nbradas en 
substratos corno plástico, que consiste de cajas de 
poliestireno expuestas a radiaciones para generar 
una superficie cargada ncgaliva1nente que pcr1nite 
a las células adherirse por interacción de cargas. 

El desarrollo de cultivos por largos 
IR~riodns, depende del tipo de rnatriz t¡ue se use, 
en corubinación con el rnedio definido {Enal et al, 
1984). 

Para ulili?.ar una 111atriz con10 sustrato 
uno puede: i) Presentar Jas condiciones que 
induzcan la síntesis de con1ponL•1tles apropiados 
de la 111atriz, ii) pn•sp11far cornponentes 
purificados de la ntiltriz, iii) el uso de extractos de 
tPjidos enric.iuecidos en rnatriz cxlraceJular y iv) se 
han probado cocultívos de hcpalocitos con 
fihroblastos, n'lulas endotcliales y FSC. 

Bajo condiciones estándares, Jos cultivos 
de hepalocitos sobre plástico fit.,nden íl fonnar una 
estructura escnrnosa y parecen ser rnás traslúcidos 
y gr,1nulares, y r<.ipidarnente pierden su retículo 
endophisntico rugoso. Lil alternción ntorfológica es 
acon1parlnda por una disn1inució11 de sus 
funciones bioquí111icas y pierden Ja capacidnd de 
expresar vilrios gen(ls cspccrficos del hígado, por 
ejen1plo In transcripción d~I gen de fa albú1nina se 
reduce (DiPersio et al, 1991 ). Esto resulta en una 
pérdida de todas las funciones específicas del 
tejido entre los 3-5 días y a la se1nana entpiezan a 
perder la viabilidad. Por otro lado, los cultivos de 
hcpatocitos de rata recién nacida scn1brados sobre 
plástico, sí retienen sus funciones diferenciadas, se 
reorganizan y depositan biomatriz (Landry et al, 
1985). 

Sin entbargo, Jos prin1eros esfuerzos de 
M ichillopoulus, l'itot y otros al sembrar 
hepilfocitos sobre un gel de coliigena l, resultó en 
unn prolone,ada viabilidad (nüís de un 111es) }'con 
lil expresión de células diferenciadas por 2 i\ 3 
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semanas, pero estos cultivos sufrían un proceso de 
fetalización (Sirica et al, 1979). Cuando los 
hepatocitos se siembran en rnjas cubiertas con 
colágena seca, éslos presentan una forn1a cuboidnt 
no proliferan y tienen un patrón de expresión 
genética 1nuy sin1ilar n un hígado quiescente 
(Acosta, 1994). La utilizución ele un sustrato de 
colligenn IV resulta en un cultivo nu1y csca111oso, 
las células proliferan rápida111cnlc y tienen un 
patrón de expresión p,cnéticn 1nuy si111ilnr a un 
hfgado en regeneración (Sawnda et al, 1986). Por 
otro lado, cuando se sic1nbrn11 sobre un sustrato 
e.le fibroncctina ó larninina se ayuda n una tncjor 
adhesión y un pNíodo de vida en cultivo más 
grande, ade1nás estas proteínas facilitan la 
prolifernción (Carlsson et al, 1981). 

Los GAG y Jos PG pueden promover o 
inhibir Ja prolifernción celular, dependiendo del 
tipo de célula y d tipo de GAG. Además, cuando 
alguno de estos co111poncnlcs d<.' la I'v1EC, cotno el 
hcparán sulfato se agregan a hcpatocitos 
cultivados sobre plástico, éstos recupcrnn 
parcinhncntc su capacidad parn transcribir 
algunos genes específicos del hígado (Fujita et al, 
1987). 

OLro 111odelo de cultivo se ha cslablccido 
con un gel (inatrigcl) que t"S cxtrnído del ltunor 
EHS, este gel conti<'ne principalmente 
componentes de Ja MEC, Jaminina (~90%) con algo 
de colágena IV, ent.1clina y hepan\n sulfato 
(Kleinman el al, 1982). Además, también se 
cncucnlrí.ln factores no propios de la MEC, con10 
ácidos nucll•icos, 111uchas prolcínns del 
citoesquelclo y vnrios faclon•s de crccin1ic11to 
como el TGF-JI. 

En estudios realizados por varios 
investigndorcs se ha 1nostrildo que las rutas de 
tra1iscripción y la nbundnncia de los 111RNJ\ pilra 
muchos de los genes específicos del hígado en 
células cultivndas en nH1trigel son 1nuy cercanos a 
los niveles expresados en células ele hígado 
normal (Bissell, 1987). Esto parece deberse a que 
las ntalrices inducen la agregación celular en altas 
densidades en cuales las células fornrnn pequeños 
agregados esféricos y parecen producir una matriz 
qulmicamenle similar a la de un hígado 
quiescente. Clayton et al (1985) postulan que 
algunos tipos de contacto célula-célula son 
esenciales para la transcripción, ya que han 
encontrado que la disociación de las células del 
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hígado en suspensión resulta en la pérdida de la 
síntesis de los mRNA para todos los genes 
específicos del tejido. 

Cuando los hepatocitos se cultivan sobre 
un extracto de matriz extracelular ("Biomatriz") 
del hfgado y se alimentan con un MHD, se ha 
observado que sobreviven por más de seis meses 
(Rojkiml et al, 1980). Estos cultivos mantenidos en 
la bio1natriz tienen un grado inicial de 
diferenciación similar al de los cultivos sobre 
colágena l. Sin c1nbargo, después de 6-7 días 
presentan una diferenciación casi reestablecida de 
un hfgndo nonnal y pcr1naneccn asi en Lodo el 
período del cultivo. Este reestablecimiento se 
asun1c que se debe a la producción de los 
componentes de la matriz por las células y su 
l~stabilización adjunta a las células por la 
biotnalriz. Por otro lado, se ha encontrado que la 
adhesit'n1 de los hepatocitos a la bion1atriz es 
principahnentc a través de la lnn1inina y dicha 
unión es dependiente de Mg .. + y Mn-.+ e 
independiente de insulina y Calt (Ponce et ni, 
1995). 

Con10 se hn n1c..'ncionado, al sc1nbrar las 
C'L;lulas sobre un tipo particular de colágena puede 
detenninnr su n.~spuc..•sta a algún tipo de honnona 
c..\spccífico. Así, los cultivos pri1narios scn1brados 
sobre colágena I o lll n1ucslran una proliferación 
111uy lin1ilada sie111prc que se les sutninistrc un 
f\·1HD que ~l}'tHlc a la prolifcrnción Cl."?lulnr en 
cultivos de plástico o sobre colágena tipo IV 
(Silwada <..'t al, 1986). Los t11Pcanis1nos por los 
cunlcs un tipo específico de colágena pcrn1itc o no 
In respuesta a una horrnona en particular se 
dL•sconocc, pero se asu1ne que influye, al tnenos en 
parle, la cstabiliznción de cstn n1atriz tle colágena 
por otrns rnoléculns de Ja 111atriz (ej. PGs), que se 
piensa son las scf\nles de regulación críticas. 
i\de1nás, diferentes tipos de colúr,ena son 
sintetizados y ensatnblaJos con distintos 
co111poncntcs de la 1natriz. 

Se han desarrollado procedimientos 
alternativos para tratar de n1antcncr la expresión 
genética específica del hígado utilizando 
hepalocilos en cultivo. Estas consisten en preparar 
cocultivos con otro tipo de células epiteliales, 
posible1ncntc derivadas del canal de I-Icring, o el 
uso de capas alirnentadoras de fibroblaslos 
irradiados en las cuales los hepatocilos son 
sembrados (Kuri y Memloza, 1989). /\. pesar de 



ello, las funciones específicas del hígado son 
parcialmente restablecidas mediante estos 
procedimientos, ya que no se reconstruye la 
organización celular normal ni ocurren las 
interacciones célula-matriz observadas en el tejido 
intacto. Otro tipo de cocultivo es el desarrollado 
con FSC, los cuales retienen algunas funciones 
particulares del hfgado por al menos dos semanas 
(Greenwel, 1993). Estos cocultivos se han utilizado 
para el estudio en la expresión de componentes de 

IIJ. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La biomatriz hepática se compone 
principalmente de proteínas y otras moléculas de 
la matriz extracelular, por lo que los componentes 
de una biomatriz obtenida de un hfgado normal y 
de uno cirrótico, pueden reflejar, en parte, el 
estado del entorno en el que se encuentran Jos 
hepatocitos en condiciones nornu1les y con10 
respuesta ante un daño. A su vez~ al cultivarse Jos 
hepatocilos obtenidos de ratas nonnalcs y 
cirróticas sobre Jos dos tipos de bio1natrices, 
pueden responder de 111ancra diferencial en 
cuanto a su sobrevivencia y funciones 
diferenciadas. 

Para realizar este trabajo se plnntcaron los 
siguientes objetivos: 

*Identificar cuantitativa y cualitativan1ente 
algunos de los componentes de las biomatrices 
obtenidas de hfgados de ratas normales y 
cirróticas, tales como proteínas colagénicas, no 
colagénicas y glicosaminoglicanos, con el fin de 
caracterizar dichas biomatríces y co111parar estos 
resultados con los obtenidos del tejido fresco. 

*Conocer el comportamiento de los 
hepatocitos (de ratas normales y cirróticas) en 
cultivos pnmar1os, sembrados sobre las 
biomatrices (de ratas normales y cirróticas) para 
poder establecer cuál es el efecto que tienen estas 
biomatrices sobre el metabolismo de los 
hepatocitos en cultivo. 

la matriz extracelular y el papel del daiio de los 
hepatocitos en la producción de colágena por las 
PSC (Loreal et al, 1993). Los hepatocitos en este 
tipo de cultivo están polarizados, son más 
pequeños que los hepatocitos sembrados sobre 
plástico, mantienen una forma cuboidal y tienen 
una tendencia a formar cordones. Además, las 
rsc en las cuales se sembraron inicialmente, se 
retraen y dejan espacios que asemejan sinusoides 
(Rojkind et al, 1995). 

Objetivos particulares: 

-Cuantificar la proteína total y colagénica, 
así como los glicosaminoglicanos del tejido fresco 
y de las biomatrices obtenidas de ratas normales y 
cirróticas. 

-Cuantificar el DNA de los tejidos 
nonnaJes y cirróticos. 

-Delcrininnr el can1bio en lils proporciones 
de los componentes de la biomatriz (colágena tipo 
1 y 111, laminina y fibronectina) en las biomatrices 
obtenidas de ratas normales y cirróticas. 

-Identificar los tipos ele 
glicosaminoglicanos presentes en los tejidos y 
biomatrices normales y cirróticas. 

-Cornparar la morfología de bion1atriccs 
{de hígndos norn1ales y cirróticos), que sirven 
como sustrato para los cultivos. 

-Establecer los cultivos primarios de 
hepatocilos sobre las biomatrices (de hígados 
normales y cirróticos) realizando cultivos 
homólogos y heterólogos .. 

-De los cultivos establecidos, determinar la 
adhesión y viabilidad de los hepatocitos a 
diferentes tiempos, y analizar la morfologia de los 
cultivos y de los hepatocitos, a diferentes tiempos 
en cultivo. 

-Analizar Ja secreción de albú111ina en los 
diferentes cultivos como un parámetro del estado 
diferenciado de las células. 
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IV. MA TEIUALES 

El material biológico para el desarrollo de 
este trabajo consistió de ratas 111achos de la cepa 
Wistar de seis semanas de edad y 
aproxiinadamcnte 100 g de peso, las cuales se 
obtuvieron del biolerio del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas de Ja UNAM. 

Todos los reactivos quí1nicos e1npleados se 
obtuvieron dL• diferentes fuentes co111ercialcs y del 
mnyor grado dl' pureza. El EDT/\, el fluoruro de 
k•nil111elilsulfonil (l'MSI'), la N-etil111alPi111ida 
(NEM), la pepslatina, el piruvalo de sodio, el 
NJ\DH, el dcsoxicolato de sodio, la DNJ\asa y 
RNAasil, las colilgenasas IV y VII, la pepsina, la 
J\SB, la L-prolina y la 1.-hidroxiprolina y los 

V. l\IÉTODOS 

A) Inducción de cirrosis: 
Para realizar este trabnjo se les indujo 

cirrosis a ratas Wistar rnachos de seis semanas de 
edad, con Hl inyecciones (3 cada semana) 
intraperilo1walcs con 0.2 mi de una dilución de 
lelracloruro de carbono 1 :7 en aceite de olivo 
(Rojkind y Díaz de LPón, ·1970). También se trabajó 
paralcla1ncntc con ratas 111acho Wistar sin 
tratamiento, hasta que tuvieron nueve y media 
se111anas de edad y con ello se obtuvieron ratas 
norn1ales y cirróticas de la nlis111a edad. 

ll) Obtención del hígado. 
Cada rata se pesó previamente a la 

anestesia con cloroforn10, y después se discctó y se 
obtuvo el hígado, éste se perfundió con PBS a 4º C 
(para limpiarlo de sangre) y se·pesó. Se separó el 
lóbulo mayor y también se pesó. El lóbulo mayor 
se guardó en una solución con inhibidore,s de 
prc>teasas (EDTA 4 mM, PMSF 5 mM, NEM 5,mM 
y pepstantina 1 ~1g/ml) y se congeló. Una parte de 
las muestras se homogeneizó y se congeló a -20º C 
para posteriores pruebas bioquítnicas. · 
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medios DMEM se adquirieron de Sigma Chem. 
Corp., Ja clornmina T, el p-dimetilbenzaldehído, el 
CCl.1 y todos los reactivos de uso frecuente como 
•ícidos y sales se obtuvieron de Merck y J.T. Baker 
respectiva1nente; La ncrila1nida y la N-N' -111etilen
hisacrilamida, el dodecil sulfato de sodio (SDS), el 
persulfato de an1onio, el azul brillante de 
Coomassie G-250 y R-250, el TEMED, el 
diliolrieoilol (D"IT) fueron de Bio-Rad 
l ,abnrnlorics. I.os anticuprpos policlonnlcs contra 
,1lbl11nina de rata se obtuvieron de Che111icon1; las 
HlL'lltbranus y las placas de acetato de celulosa se 
adquirieron de I-Ielena Laboratorics y las placas 
para cultivo de 6 y 12 pozos de Costar. 

C) Obtención de la biomatriz y 
homogenados: 

La obtención de la biomatríz se realizó de 
acuerdo al método de Rojkind et al (1980) con 
algunas 1nodificacioncs. 

El lóbulo mayor del hígado se fragmentó y 
se hon1ogcncizó con un sonicador, cn1pleando una 
solución con inhibidorcs de proteasas a 4º C. 
Posteriormente se filtró el homogenado en una 
malla (organza) y se colectaron las fibras retenidas 
en la 111alla. Las fibras se lavaron tres veces, en 
agitación, con Ja solución de inhibidores de 
prolcasas y poslcrionnente en NaCl 1 M por una 
hora c/ u a 4º e, hasta que la solución se aclaró. 

Despué~ se deslipidizaron las fibras 
colocándolas en dcsoxicolato de sodio al 1 % en 
agitación, a tcn1peralura ambiente por una hora y 
se revisó la muestra con aceite rojo para ver si 
había lípidos todavía; cuando la muestra se lin1pió 
de lípidos entonces se lavó con NaCI l M y 
posteriorn1cntc se colocó en n1cdio sin suero 
(aproximadamente 30-50 ml/100 g de material 
inici<1l, con 1.0 mg de DNJ\asa y 5 mg de RNJ\asa) 
y se agitó 1 h a 37º e, Juego se observó si 
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quedaban residuos de ácidos nucleicos revjsando 
con naranja de acridina al 0.3%. 

Por último se recogieron las fibras en 250 
mi de agua destilada y se lavaron tres veces (lh 
c/u) con un último lavado con PllS e inhibidores 
de proteasas durante toda la noche a 4° C. Las 
fibras se liofilizaron y se ¡iuardaron en congelación 
a -20º C. 

D) Cuantificación ele colágena total: 
Se colocaron 1nueslras de 

aproximadamente 100 mg de tejido y 10 m¡i de 
bion1alriz en an1pollclns de vidrio y se 
deshidratnron a 100ºC en una 1nufJa por 72 h, para 
tener un peso constante. Las 111ucstrns se 
hidrolizaron con 2 mi de HCI 6 N sellando las 
ampolletas al vacío e incubándolas a 100ºC por 48 
h. Los hidrolizados se filtraron y se evaporaron n 
sequedad, para después rcsuspcndcrlos en 2 1111 de 
agua biclestilada ajustando a pI-1 7. La OH-Pro se 
dctertninó por los 1nétodos colorintélricos de 
Wocsner, para ello se to111aron alicuolas de 25 ~ti. 

50 ¡ti y 100 ¡d y se llevaron a 2 mi con agua 
bidestilada. Entonces S<' adicionó J mi de 
cloramina T 0.05 M, se agitó e incubó a 
lcntperatura ;unbientc por 20 1nin. Poslcrionncntc 
se agregó 1 mi de HCI0.1 3_.¡5 M se agitó e incubó a 
lcn1pcratura a1nbienlc por 5 rnin. Finalr11enle se 
agregó 1 mi de p·dimetilaminobenzaldl'hído 20% 
agitando fuertemente y se calentó a 60ºC por 20 
ruin, se clC'jó cnf riar y se dclerrninó la absorbencia 
a 557 11111. Paralclan1cnte se desarrolló una curva 
estándar de OH-Pro 10 pg/ml, tomándose 
volí1menes correspondientes a 2.0, 4.0, 6.0 8.0 y 10 
pg. La concentración de la colágena se obtuvo 
multiplicando por 7.42 la cantidad de 
hidróxiprolina determinada. Este factor se empleó 
asun1icndo que la coJ¿ígena posee 13.45% de este 
arninoácido, los resultados se expresaron en 1ng de 
colágena/ gts (gramo de tejido seco). 

E) Cuantificación de proteína total: 
La cuantificación de proteína total se 

realizó por medio de la determinación cuantitativa 
de prolina y se empleó el método colorirnétrico de 
Trol! y Lindsley (1955). 

De los tejidos y biomatrices hidrolizados 
anteriorn1ente se to1naron diferentes alícuotas y se 
llevaron a 1.5 mi con agua bidestilada. Se 
adicionaron 1.5 mi de ácido acético y 1.5 mi de 
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solución de ninhidrina (L25 g de ninhidrina + 30 
mi de CI-hCOOH + 20 mi de H.1P04 6 N) a cada 
tubo. Se agitaron los tubos e incubaron a 
ebullición en baiio maria por 60 min. Se enfriaron 
los tubos y se determinó la absorbencia a 515 nm. 
ParaJe]a1ncnte con cada grupo de detern1inacioncs 
se desarrolló una curva estándar de prolina con 
una solución de 1 µmol/mi, tomándose 
volúmenes correspondiPnl<>s a 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 
y 0.25 ¡imoles. 

f) Cuantificación de DNA: 
Para la cuantificación de DNJ\ se utilizó la 

ll>cnica establPcida por Labarca y Paigen (1989). 
Para ello se lo1naron alícuotas de hon1ogcnado (1 
!\ de tejido/JO mi) de hígado para tener varias 
dilucinnes. De estas diluciones se tomaron 200 ¡ti y 
se le ,1grcgaron 2.8 1111 de an1ortiguador (Na3P04 
0.05 M, NaCI 2.0 M pH 7.4) incluyendo 3 ¡1g del 
reactivo de Hoechst 33258. Se prepar6 el blanco de 
renclivo y contra éste se leyó en un fluor61nclro 
l'c•rkin Elmer a 360 nm de excitación y 460 de 
ernisicln. Se utiliz{J una sensibilidad de 10 
unidades (12 es el 1n<lxi1no) y PI ensayo se n'"alizó el 
dos diferentes grados del selector ·¡x para las 
1nucstras n1íl.s concentradas y que no pueden ser 
leídas en 10X. La curva pstándar de DNJ\ se 
re;ilizó con 100 ng, 500 ng, 1 pg, 2 pg, 3 p¡i, 4 ¡1g y 
5 pg. 

G) Extracción y cuantificación de GAG: 
Lil extrncción de GJ\G en los tejidos y en la 

biomatriz se realizó según el método de K;io J. et 
al (1990). Para ello se tomaron JO mi de 
homogenmlo (1g tejido/10 mi) y 10 mi de la 
biomatriz (O.l¡i biom;itriz/10 mi). Las muestras se 
incubaron a SOºC durante 24 h con pronasa 
(IOmg/ml), posteriormente se centrifugó a 13000g 
por 20 min. Se agregó 1 mi de NaOI 1 3M al 
sobrcnadantc y se dejó toclu la noche a 
temperatura ambiente. Al otro día se añadió TCA 
50% cbp 5% final a OºC 1 h para después 
centrifugar a 13000g 20 min. Entonces se dializó el 
sobrcnadanlc contra agua bidcstilada a 4ºC 
durante un día con varios can1bios de a1~ua. Se 
a1ladicron tres volú111encs de acetato de potasio al 
1.4% en etanol, se agitó y se mantuvo a -20ºC 
durante 24 h y al otro día se centrifu¡ió a lOOOOOg 
en la ultracentrifuga lleckman (rotor SW27) a OºC 
por 1 h. Se resuspendió el botón en 0.3 mi de a¡iua 
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y después de 2 horas se añadieron 0.9 mi de 
acetato de potasio 1.4% y se dejó toda la noche a -
20ºC. Por últi1110 se centrifugaron las tnucstras a 
13000g a 4ºC 15 min. tres veces para lavar el botón 
y los botones se resuspendieron en 100 ¡ti de Tris
HCI 10mM pH 7.5. 

Para cuantificar los GAG, se empleó d 
método de Bartokl y Page (1985). 
Se tnarcaron cundros de 2 c1n2 en n1c1nbranas de 
acetato de celulosa y se colocaron 20 ¡ti de muestra 
(0.5 a 1.0 mg GAG/mi) en cada cuadro. Entonces 
se su111ergicron las n1cn1brnnas en una solución de 
azul de alciano 0.02'}{,, MuCh 0.05M, acetato de 
sodio 0.025tvt, etanol 50% v /v con agua; durante 
30 n1in a lc111pcralurn an1bicntc (parnlclan1cnlc se 
preparó una curva patrón de condroilin sulfato de 
0.05 a 1.0 mg/ml). Las membranas se destiiieron 
con una solución de MgCh 0.05M, acetato de sodio 
0.025M, en etanol 50% v / v con agua, con tres 
can1bios caLta 15 tnin. Se dl•jaron secar las 
1ne1nbranns, se cortaron los cuadros y se 
disolvieron en 2 mi de DMSO (los cuadros sin 
aplicnción de •nuestra se usaron cotno blancos) y 
se delcnninó ln nbsorbcncia a 678 1un. 

I-1) Identificación de proteínas en la 
bion1ntriz: 

Digestiones enzin1áticas: 
Se hicieron digestiones con pepsina para 

identificar las proteínas cnlagénicos y digesliones 
con cologcnasa para idcnlificar prolcínns no 
colagénicns. Pnra lns digestiones con pepsina se 
incubaron 3 n1g de bio1nalriz en 1 111\ de ácido 
acético O.SM con 3 tng de pepsina tlurnnlc 24 ha 
4ºC, se precipitó con N<1CI 2M y después se 
resuspendió en ¡leido acético 0.5M y se dializó 
contra ácido acético 5111M. Para la digestión 
con colagcnasn se disolvieron 3 n11j de bio1natriz 
en 1 mi ele ácido acético 0.5M y se dializaron 
contra un amortiguador de Tris-HCI 0.15M, CaCh 
5mM pH 7.4. Después se hi7.n la digestión con 
colagenasa VII" 35°C durante 24 h. 

Electroforesis (SDS-P AGE) 
La identificación de proteinas de la 

biomatriz se realizó mediante geles de 
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio como 
lo indica Laemmli (1970). Se utilizaron geles al 6% 
para proteinas colagénicas y al 5% para proteinas 
como la fibronectina y laminina. 
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Para identificar las colágenas tipo l y 111, se 
hicieron reducciones retardadas según la técnica 
de Sykes et al (1976). 

1) Identificación de GAG: 
Electroforesis en placas de acetato de 

celulosa: 
Se realizaron tncdiante la técnica de 

1 lopwood y I larrison (1981). Para ello se 
hun1cdcció la placa de acetato ele celulosa en un 
amortiguador de acetalo de bario 0.1M pH 5 y se 
pusieron las muestras con un multiaplicador a 1.5 
cm del borde de la placa. Entonces se colocó la 
placa con 1ns tnucslrns orientadas hacin el cátodo, 
se llenó el tanque de la cfnnarn con un 
n1nortigundor de acetato de bario ·1M pl·I 5 y se 
colocaron los puentes de papel filtro previamente 
hu1nedecic.los en cslc a1nortit~uador. Se cerró la 
oí.1n1ua con una tapn que hncc presión de ·1 kt~ y se 
inició la corrida a 200v durante 5 n1in; después se 
st11ncrgió la placa en atnorliguador de acetato de 
bario 0.1M pi-! 5 con l5% de etanol por 2 min y se 
reinició la corrida a 200v durnnte 30 n1in. Se colocó 
In placa en el 111is1110 an1ortigundor pero ahora con 
50% tic etanol durante 2 111in y se volvió a son1eler 
la placa a 200v por 'JO min. Por úllimo se tifió la 
placa con azul de nkiano 0.25% 15 tnin y destiñó 
con ácido acético 0.18M, se lavó con agua 
destilada y se dejó secar. 

J) Preparación de la biomatriz como 
sustrato para cultivo: 

Se preparó una solución de 11ng de 
bimnatri7./ml en ácido acético 0.5M y se dializó 
contra ñcido acético 5 111M. Se usaron placas parn 
cultivo de 6 y/o 12 pozos de 9.5 y 4 cm2 
rcspcclivan1cnlc, y al 1non1ento de cubrirlas con la 
bion1nlriz, ésta se sonicó durante 2 n1in para 
ho1nogcncizar la solución, ya que la bion1alriz es 
111uy insoluble. Una vez sonicnda la solución se 
cubrieron las cnjns con diferentes concentraciones 
de la biomatriz (!, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 ¡tt;/cm2) y 
se dejaron secar n ten1peralura an1bicntc en 
condiciones estériles. Las placas ya cubiertas se 
esterilizaron por medio de irradiación y en el 
Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares 
(!NIN). También se cubrieron placas con colágena 
seca con 10 ¡tg/cm2 como control. 
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K) Aislamiento de hepatocilos: 
La obtención de hepatocitos tanto de rata 

normal como cirrótica se basó en el método 
descrito por Berry y Friend (1969 y 1991 ), 
modificado por Acosta (1994). Los animales con 24 
h de ayuno se anestesiaron con cloroformo. Se 
realizó una laparotomla amplia en condiciones 
asépticas para localizar la vena porta, la cual se 
canuló con una cánula de látex. La perfusión se 
inició pasando una solución de TD salino 
(dextrosa 5.5 mM, NaCI J37 mM, KCI 50 mM, 
Na2HPO, 0.4 mM, Tris-HCI 25 mM, rojo fenol 
0.001 %; pl-J 7.3) a :'l7ºC durnnte 5 min a una 
velocidad de :::d5 1nl/1nin y si1nullílncan1cnle se 
cortó la vena cava superior para lavar el hígado. 
Postcrionnentc se escindió el hígado y se pasó una 
solución de colagcnasa (1 n1g/1nl) durante 'JO n1in. 
Al término de la perfusión se colocó el hígado en 
una cnja de petri estéril. En condiciones de 
esterilidad, se aíiadicron 40-50 mi de MEM 
cotnplcto, agitando suave1nente el hít~ado para 
facilitar el desprenditnienlo de los hepalocitos; la 
suspensión celular se filtró n través de una 1nnlla 
de orgnnzíl, rccoleclñndose en un tubo cónico. Las 
células se dejaron sedin1entar por gravedad 
durante 3-5 n1in, se retiró el sobrenadnntc y se 
añadió MEM completo (con 10% de suero). 

L) Cultivo de hepalocitos: 
Se lonlllron n1ueslras del aisla111icnlo de 

hcpatocilos para dclcrn1inar su viabilidad, 
utilizando el criterio de la exclusión del azul 
tripano. En todos los experimentos la viabilidad 
de los hcpatocitos al 1110111cnto de scrnbrnr fup 
111ayor al 85%. 

Alícuotas de la suspensión celular con una 
concentración de 2x105 células/1111 se inocularon 
en las cajas de cultivo para tener una densidad 
celular de 50000 células/cm> y se incubaron en 
una atmósfera húmeda con 5% de C02 y 95% de 
aire a 37ºC. Después de úos horas de incubación, 
se retiró el sobrcnadante con las células que no se 
adhirieron a la caja de cultivo, se alimentaron con 
MEM sin suero y se procedió a la realización de 
los experimentos. 

M) Adhesión de hepatocitos: 

La adhesión de los hepatocitos en cultivo 
se determinó por medio del conteo de células 
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muertas en el hemocitómetro, utilizando la 
prueba de exclusión de azul tripano. Para ello se 
recogió el medio a diferentes tiempos y de estos se 
contó el número de células despegadas de la 
cuales se contaron las células vivas y las n1uertas, 
tomando en cuenta el porcentaje de viabilidad al 
1110111cnto de se111brar. 

N) Morfología de hepatocitos: 
Se ton1aron fotografías a los cultivos 

prirnarios de hcpatocitos sobre diferentes 
substratos (coli\gcna seca, bio1natriz norn1aJ y 
cirrótica) a diferentes tie1npos de cultivo. Con lo 
cual se buscó encontrar diferencias o sin1ilitudcs 
n1orfológicas y estructurales que nos pertnilicra 
establecer una relación entre morfología y función. 

O) Integridad celular y duración de Jos 
cultivos: 

Una de lils 111aneras de poder establecer la 
integridad celular de los hcpatocitos es mediante 
la prueba para dclenninar la cantidad liberada al 
medio de la dcshidrogcnasa l;\clica (LDI 1), la cual 
es una cnzi1na que se encuentra en el ciloplasn1a 
de las células cuando están en buen estado y la 
111cn1brana plasrnática está intacta. Para ello se 
empicó la prueba de la actividad de la LDl-1 (Berry 
el al, 1991). En esta técnica se preparan soluciones 
de NADI-1 2.5mg/ml y piruvato de sodio 1mg/ml 
en una solución a1nortiguadora de fosfatos 0.lM 
pl-1 7.4, estas soluciones se preparan al n10111cnlo y 
se n1anlicnen en hielo hasta su uso. La reacción 
catalizada es la siguiente: 

LDH 
piruvato + NADH lactato+ NAO' 

Se ton1aron n1ucslras del n1edio y 
rnonocapa de los cultivos a diferentes tie1npos y al 
1non1cnto se sonicaron pnra ro1npcr las célulns y se 
centrifugaron a 10,000 rprn por 3 1nin para separar 
todo resto celular. Entonces se tomaron 33.3 fil de 
muestra y se le afiadieron 833.3 µl de 
amortiguador de fosfatos a 37"C , después se le 
agregaron 67 pi de la solución de NADH. Para 
iniciar la reacción se adicionó 67 pi de la solución 
de piruvato de sodio y a los 5 minutos se paró Ja 
reacción con 100 ¡ti de SDS 10% . Por último se 
dctenninó la 
como blanco 

absorbencia a 340n1n utilizando 
agua destilada (la absorbencia 
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cuando se oxida el NADH (NAD+) es de 334-
365nm con un máximo a 34011111). 

*Se tomó un tiempo control (Te) 
agregando 33.3 ftl de agua en vez de muestra. 

*Se tomó un tiempo cero (To) agregando 
SDS 10% antes de añadir el piruvato de sodio. 

*La unidad de la actividad de la LDH es la 
que trasfonna 1 ~llnol de piruvato a lactato/ 1nin a 

3T'C. Para los cálculos, una unidad de 
LDH se puede definir como: 

unidades/mi= Am - Ac x 10,000 x 1:16 
donde: 
J\111 = absorbc>ncia de In nn1C'stra 
Ac = pro1ncdio de la absorbencia del Te y 

To. 
10,000 =factor ele dilución 
·1.16 - fnctor de temperatura a 37"C. 

P) Estudio de secreción de albúmina por 
los hepatocitos en cultivo. 

Los hcp<1tocitos en cultivo sobre lns 
bio1natriccs se ali1nentaron con f\t1E?\1 y 10% de 
suero, sólo las dos pritnl:-ras horas en cultivo y 
después se ali1nenlaron con l\.1EM libre de suero 
para poder analizar .i las proteínas secretadas por 
los hcpatocilos, en este cas() albútnin<L Para ello, 
de las n1ucsll"OS obtenidas se concentró la prolcina 
total por medio de una precipitación con TCA y 
ácido tánico ( IO'X, y 0.15 % finnl), los precipitados 
se lavaron con etanol y se rPsuspcndió la 1nueslrn 
en 100 pi de n1nortigundor de 1nucslra para SDS-

VI. RESULTADOS 

El propósito fundamental de este lrnbajo 
fue determinar el efecto de la matriz extracelular 
del hígado sobre las células (en este caso 
hepatocitos) y cómo responden éstas ante una 
matriz extracclular que ha ca1nbiado en 
composición. Para ello se tomó el modelo de la 
cirrosis hcpiiticn, ya que es un buen l'jc1nplo de 
. una n1atriz l]UC ha sufrido gr¡11u.lcs Gltnbios ante 
un agente de daño (anteriormente explicado), y 
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l'AGE, y se sometieron a electroforesis 20 ~ti de 
cada 1nucstra. 

Electrotransfcrencia y Western blot. 
Las proteínas separadas en los geles de 

poliacrilamida-SDS (7.5%), se trnnsfirieron a un 
papel de nitrocelulosa con un voltaje constante de 
200 mA durante 2 h. El papel con las proteínas 
lransferidas se bloqueó con leche Svelty al 1 % en 
PBS a 4ºC toda la noche y se lavó 3 veces con PBS. 
Enlonces se agregaron los anticuerpos contra 
albúmina a una dilución de 1:200 con PBS y leche 
ni 1 % a len1peralura an1bicntc por 3 h. Se lavó con 
PBS-'I\veen 20 0.3% 3 veces 5 111in/cu, se incubt'> 
con el anticuerpo secundnrio anti-IgG biotinado en 
dilución 1 :1000 en l'BS-leche 1 % a temperatura 
ambiente 3 h y se lavó como se hizo con el 
anlicuerpo prin1ario. Entonces se incubó con 
avidina-peroxidasa 1:1000 en PBS-leche 1 % (30-60 
1nin) .1 lcn1pcralurn a1nbicnle; se volvió a lavar 
conu1 nnles y se reveló con una solución de 
diaminobenzidina (50 mg de DAB/ 100 mi PBS) y 
agregando 10 ftl de l·h01 al 30%. 

Q) Análisis estadístico. 
El dcsnrrollo de los an/1lisis cstadisticos se 

re.1lizó con la prueba de f de Studenl para análisis 
dL• pro1ncdios poblacionalcs. Invariablemente se 
reportaron los pro1ncdios ±. desviación estándar 
de lodos los re.su Hados. 

que en consecuencia la con1unicación entre las 
células y el medio que le rodea ya no es In misma. 
Parn evaluar lo anterior se dió a la tarea de 
identificar cambios físicos, químicos y biológicos 
tanto del tejido hepático, la matriz extracelulnr 
aish1da (biomatriz) y de células aisladas y 
cultivadils sobre eslil n1all·iz obtenida de hígados 
de l"éllas norntilles y cirrúlicns. 
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Cambios en el peso del hígado. 

Se trabajó con dos grupos de 12 ratas 
Wislar 1nachos de 6 scn1¡u1as de cd,u.I, a un grupo 
se le aplicaron Hl inyecciones de CC14 (3 
inyecciones por sc1nana) para inducir una fibrosis 
tnodcrada y el otro grupo sirvió con10 control. Se 
encontró que las ratas con cirrosis inducida 
ganíHOll peso corporal en aproxi111adan1cnlc 22 g 
con respecto al control y con base en las 1ncdi'1s de 
los dos grupos. Sin e111bargo, las dcsvi,1ciones Sl~ 

sobreponen, lo que s11gicn_• lfllL' no e.s una 
diferencia significativa (P > 0.05, labia 6). 

l'or otro lado, se c11co1llrdron catnbios 
significnlivos en t•I pc>so de tejido hcp1Hico, donde 
los hígados dt! r.1tíls cirróticas p12si\n 1nás que los 
hígados de las ratas control (I' < 0.05). l'ilrn 
ho1nogcnl'izar 1nás los resultados se lrabnjú 
exclusivaznenle con el lóbulo 1nayor del hígado, l'll 
lodos los c,1sos (delenninacinnes en tejido, 
aisln111ir11lo dt> la l\1EC (hio1nalriz) y aishuniL'nto 
de hcpatocitos en cultivo) y .se cncontn.) que era 
directanh~nlL• proporcional el aun1enlo del peso 
del hígado total y del lúbulo 1ndyor en los grupos 
con cirrosis, con un ll.t1111enlo en aprnxi1nadan1P11ll' 
1.5 g (tilbla 6). 

Por últinto, se pudo observar que ni aislar 
Ja bio1natriz de Jos lóbulos se obtuvo una 111aytu· 
cantidad de bio1natriz de los lóbulos con cirro.sis 
(224.5 111g) en aproxin1ndan1ente 2 veces 111,ls con 
respecto al grupo control (113.7 mg). (!' < 0.05, 
tabla 6). 

Cambios en la concentrnción de colágena 
Se encontró que, al igual que en reportes 

anteriores (Pacz,1986), la cantidad de colágena 
total en tejido cirrótico fué mayor (P < 0.05), ya 
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que la cnnlidad de cohlgcna en ll•jido cirrótico es 
'1proxi1nndan1cnte el doble con respecto al tejido 
sano. Así, por nu\dio de la ctrnntificación de 
hidroxiprolina se deler111inú Ja canlidad de 
col.lgcna total y se l'ncontró t.¡ue en prontf•dio la 
concc-ntraciún de esta proteína en tejido "'nonnal" 
es de ·1 s.os ±2.07 mr, clg/ r,l• y en t('jido cirrótico es 
de 29.62 ±5.26 mg clg/gts. Esto concuerda con los 
reportes obtenidos y asegura que se indujo una 
cirrosis 111odcrada. 

Por otra parte,. la detenninación de 
coliígpna total L'll las bin111alrices 110.s 1nucslra que 
l.1111hil~n l'Sla rl'laciún se ntanliPnc y la Cdnlidad dl' 
col,\gen,1 lul.il S(~ VP aun1cnl.1da en las 111uestras 
ublenidas tfp hígados cirrúlicos, yu qup la 
hio1nalriz aislada dl' hígados .sanos tiene una 
llH.'llOf canliddd dl' col.lgPna lotill 87:-L?r:-\ ±·36.47 pg 
dg/1ng n:--vt y las bionliltrices obtcnid;is de hígados 
cirróticns tienL'n 902.'1:1 ±42.47 pg clg/rng Bl\1 (I' < 
0.05), situnchln qut• rcfiL•ja los t'ÍL•ctos dt~ la ci1 ros is 
inducida (fig.7). 

Cilntbios en la relación de proteínas totales y 
colitgénicas 

l .os ca111hio.s Pn la n•l<1ció11 th• prolL'ÍIKIS 
lolalt>s y colilgénic.1.s !'iL' analizó tnL•dinnll' la 
delenninacic'ln colori1nétrica de prolina e 
hidroxiprolina en hidrolízildns o.ícidos t.k~ lt.'jido. El 
\'afnr delcnninado paril tejido nonnal fut~' dl' 14.~~ 
J2.20 y disminuyó t'll tejido con cirro.,is 9.93 ~ti .~8 
(P < CJ.05). I .o 111i.sn10 ocurrió en las bio111alriccs 
donde la bio1natriz norn1ill presentó una rclacilin 
de 0.50 i0.03 y lll bio111atriz de hígado cirrótico 
0.38 ±0.14 (I' < lUlS). Todo ello nos reveló un 

iltllncnto en Ja proporción de col,l.gcna total con 
respecto a las proteínas totafps, en los casos de 
cirrosis (fig. 6). 

Tabla 6. Peso de las ratas nunnales y ci1..-óticas, de lus híg:ulos y biomatríces (IlM) obtenidos de t'stas, 
así como las relaciones para obtener el rendimiento de BM por hígado. (n=l2). 

±2.826 

20.37 
±2.94 

±0.85 

7.060 
±0.97 

±32.10 

224.S 
±25.20 

±2.60 

23.3 
±5.00 

0.0916 0.3466 0.0318 0.1038 
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Cambios en la cantidad de DNA 
La mayor cantidad de DNJ\ que presenta 

el tejido cirrótico (15.7·1 mg/ gis ±2.35) con 
n•specto al tejido sano (Hl.21 mg/gL" ±0.96) (I' ' 
0.05)1 hace suponer que es debido a un aunH.>nlo 
en la cclulnridad durante el procpso de fibrosis 
(tabla 7 y figura 7). /\sí, ,1nte L'I dallo con CCl.i se 
presenta una proliferaciún celular por parte de los 
hcpalocilos, lCls cuak•s para protegerse fonnan los 
conocidos tH.'lllulos de n•ge11L1 1·aciún. Por otro Indo, 
la!'j células de llo (FSC) tanibil•n prolifer.111 y son 
li1s principales produclorns dp la rv1EC duranll• la 
fibrosis producié1llh1 ¡1ri11ci¡.,.1JmL•11h~ col.1gen.1s 
tipo 1 y 111. 

Variaciones en la relación colágcna/DNA en los 
tejidos 

Para poder establecer el valor dt.• la 
relación cslron1a/ parénqui1na se cxprL•saron los 
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datos de la cuantificación de coU1gena y l)NA, por 
nwdio de la relación colágena/DNJ\. El valor 
nunnal fué de J.47 y en los tejidos con cirrosis de 
1.80 (I'" 0.05, fig. 6). 

Determinación de GAG 
La conccntrnción de GAG obtenidos en el 

h•jido normal fue de 3.66 mg/gts ±1.33, mientras 
quL~ C'll el tejido cirrótico tarnbién se encontró un 
.11111\ento considerable 10.57 ±1.88 (P ' 0.05), lo 
lJllL! rPpresenla un autnenlo de cerca de tres veces 
111,1yor ,11 presentado por los tejidos non11ales. Este 
.111111L'11lo la111biCn se encontró en las bio111alriccs 
cirrúticus? sólo que las cantidades son 1nuy 
pl'quciías con 0.50 1ng por gran10 de biotnatriz 
norinal y 0.78 ntg por gra1110 de bion1alriz cirrótica 
(l'<0.05). 

TN TC IlM-N IlM-C 

Figura G. Ln s,ráficn de In izquicrdn muestra la rclnción cstromn/pnrénc¡uimn en tejido normal ('TN) y 
cirrótico (TC). Ln grúficn de la derecha mucstrn In relación prolinn/hidrbxiprolina en tejido nortnnl y cirrótico, 
y biomntriz de hígndo normnl (llM-N) y de higndo cirrótico (BJl.\-C). 
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Figura 7. Determinación de proteína total, colágena total, GAGs y DNA pre3entes en tejido 
hepático de ratas normales (barras blancas) y cirróticas (barras con líneas). 
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Fi31&ra 8. Proporción de proteína total, colágena total y GAGs; con respecto a la bic>matriz aislada 
de hfsado de ratas normales (barras en blanco) y cirróticas (barras con linees). 
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Tabla 7. Valores de la conccntrnciún de colágena, proteína total, DNA y GAG presentes en tejidos y 
biomatriz de rntas normales y cinúticas, así como las relaciones Pro/OH-¡iro, clg/¡H"ot total y 
clg/DNA. 

29.44 l.9532 111.21 15.0787 640.11 3.66 14.8323 1.47 0.0023 
±0.2683 ±0.9623 ±2.0713 J.93.84 ± 1.330 ±2.2000 ± 0.28 

37.48* 3.8374* 15.74* 29.6247* 814.70* 10.57* 9.9282* 1.80* 
±1.4145 ±0.6810 ±2.3490 :!.5.2573 ±25.11 ± 1.880 ±1.3790 ± 0.32 0.0036* 

48.51 116.31 873.3299 998.42 o.so 0.5034 0.8798 
±4.7200 ±36.4716 ±159.72 ±0.017 ±0.0276 

42.06* 121.5* 902.9274* 966.02* 0.78* 11.3804* 
±8.9930 ±S.5000 ±42.4793 ±115.58 ±0.137 ±0.1376 0.9204* 

*Diferencias significativas con respecto al grupo control (I'..; O.OS). 

Análisis clectroforético de proteínas en la 
biomatriz 

Las clcclrofon.lsis en geles de 
poliacrihnnida-SDS, nos 1nueslran que el patrón 
clcctroforético de las bio111atriccs cirróticns son 
claramente diferentes .11 de las biomatrices 
nonnalcs. En la figur.1 9 se puede observar un 
aumento lle las bandas llUC representan n la 
colágenn en bion1atriccs cirróticas, así co1110 un 
can1bin en la relación de colñgcnn tipo I y colágena 
tipo Ill, mostrando que hay una mayor proporción 
de colágena 1 con respecto n la co lagena 111 en lns 
bion1alriccs cirróticas. 

Por otro lado los ensayos enzin1.:í.ticos con 
pepsina nos revelan una bio1na lriz. q uc en su 
mayor parle se compone de colágena (fig. 10) y los 
ensayos con colagcnnsa nos n1ucslran 1nuy puco 
material no colagénico. 

Identificación de colágena tipo l y 111, laminina y 
fibronectina presentes en la biomatriz 

Las electroforesis de las biomatrices 
muestran que las proporciones ele colágena tipo 1 
y tipo III se n1odifican, cuando estns biotnatriccs se 
aislaron de hígados cirróticos. Hay un aumento en 

ifl • < 

la cantidad de colágena tipo 1 y una disntinución 
en la proporción de colágena tipo lll en las 
bion1atrices cirróticas, canto lo n1uestran los geles 
de la figura 10 (reducción retardada). 

Por otro lado, en las digestiones con 
colagcnasa se observan unas bnndas de alto peso 
molecular, de aproximadamente 200 y 400 kDa, 
lns cuales pueden ser algunas de las cadenas de 
laminina (400 kDa), y de fibroncctina o lmnininn 
(200 kDa) (fig. 11). 

Identificación de GAG en la biomatriz 
La electroforesis en n1cn1branas de acetato 

de celulosa parn idcnlificar GAGs nos n1uestra que 
en la bion1atriz cirróticn la única banda que se 
observa es 1116s grande. Con10 se ha 111encionndo, 
la cantidad de GAG presentes en la biomatriz es 
111uy poca para poder hacer la electroforesis, para 
ello se aislaron los GAG de 5 gramos de biomalriz 
(con lo que el material aislado para este trabajo 
casi se agotó). La única banda observable puede 
tratarse de heparán sulfato (el GAG más 
abundante del hígado y de la MEC) o de ácido 
hialurónico, con base en ln distancia a In que 
n1igran si los co111parnn1os con los cslíl.ndnres 
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también sometidos a electroforesis. Cabe 
n1encionar que la distancia a la que n1igran los 
GAG depende de la cantidad de cargas (grupos 

.•i-~.· 

:n 

sulfato) as! como de su solubilidad en el 
an1ortiguador de aceta los y etanol. 

'_ .. 

tt1(11/) 
a1(1) 
<r2(/) 

l'i:z,nra n. l'atrón clcdroforctk·o de proteínas de la bio111atriz nonnal (2,:'i,4) y de la bio1nalri7. c:irrótica(rl,G,7). 
Cnrdl 1, cstündarcs de pesos mokcularcs. 

kOa 5 6 7 8 
··•,· .. -.,,.~ ·¡· • 
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1 -al(lll) 
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97.4 
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66.2 ' 

:;I a ·- i¡ 
·"''f;, i¡ 

45 '•. ;·'f . 
l'i:,;ura 10. SDS-l'Alit: G')(, de protcinas de la biomatri;,,. t:•tándares de pesos moleculares (1), estándar de 

colágena (2), biomatriz de higado normal (3) y cirrótico (4) tratadas con pepsina; biomatriz de hígado normal (::;) y 
cirrótico (6) tratadas con colascnasa; biomatriz normal {7) y citrólica (8) tratadas con pepsina y colagenasa. 
Reducción retardada de los carriles 2 a 8. 
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. 1 . . 

kDa :~,~~t~-' '!?_~;-2-' 

·400 

200 

116 -a2(1) 

Figura 11. SDS-l'AGE [l% de proteínas de la biomatriz. 1:stándarcs de pesos moleculares (1 ); cstiíndar de 
cohigena (2); laminina (:~); biomatriz normal (4) y cirrótica (!1), en las que se observan bandas de alto peso molecular 
de entre 200 y nuis de 400 kDa . 

•• 
A 

l'igurn 12. Electroforesis en placas de acetato de celulosa para identificar GAG. 
Se muestra el patrón de corrimiento de GAGs en muestras de biomatriz de hlgado normal (A) y biomatriz de hígado 
cirrótico (U). 

Evaluación de los cultivos sobre las biomatrices 

- Morfología de las biomatrices 
Para poder observar la morfologia de las 

biomatrices se empleó la iluminación de campo 
obscuro, donde se observa a las biomalrices que 
cubren la superficie en las cuales se siembran los 
hepatocilos (antes de sembrar). De esta forma se 

apreció que las biomatrices obtenidas de hígados 
de ratas cirróticas se ven más densas y fibrosas, 
con respecto a las biomatrices normales (fig. 13), y 
por tal motivo es más difícil de disolver para 
poder cubrir homogéneamente las cajas de cultivo. 
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A 

B 

Figura 13. ro1osrafias de biomalriz normal (/\)y cirrólica (ll) que cubren la superficie de la caja de cullivo (nnlcs de 
'sembrar las células) vislns en iluminación de campo obscuro y a G2x aumcnlos. Se mucslra que la biomalriz de hígado 
de rala con cirrosis es más dcn.sa y forma agregados fibrosos de mayor lamniio que In bionrnlriz normal. 



-Morfología de los hcpatocitos en cultivo 
Los hcpatocitos l'll cultivo sobre las 

bion1atriccs presentan una 1norfología diferente a 
los cultivos sobre colágena seGL A1nbus cultivos, n 
las 24 h, presentan Lll"hl distribución ho1nogénca y 
confluente, sin en1bargo los hepatocitos cultivados 
sobre la bio1natriz se arreglan fonnando 

B 
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"cordones" después de 48 h en cultivo. Estas 
estructuras ase111ejan a conductillos biliares, 
aden1ás de que las células presentan una 
1norfología polihédrica, a diferencia de las fonnas 
fusiforn1es de los hepatocitos sc1nbrados sobre 
col,\gcna seca (figs. '14,15,16 y 17). 

rigura 14. Cultivo de hepatoeitos normales (A) y cirróticos ([l) sembrados sobre colágena seca. Las células 
cubren casi la totalidad de la superficie y son de forma poligonal y alargada. Contr¡¡ste de fases a GZx aumentos. 



MVID C,Ali:.CIADIEC,O CÁZARES 

A 

B 

Figura 1 r.. Cultivo de hepatocitos normales sembrados sobre biomatri?. 11on11al (¡\) y sobre col:ígcna seca (B). 
Las células sobre la biomatriz. forrnan cordoncillos y .se ven mcnos alar:~adas que la.s sembradas sobre colügcna seca. A 
a 1 GOx y ll a 200x. 
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A 

B 

rigura l {).Cultivo de hcpatocitos normales a 2·1 h tk ~l·mbrarsc sobre l.Jiomatriz normal (J\) y cirrótica (H). 
!GOx aumcnlos. Las cclulas sembradas sobre BM-N fon11a11 los conloncillos caraclcristico., y las sembradas sob1·c BM
C se pnrcccn nuis .:t los cultivos tradicionales sobre colú~cna seca, aunque a partir del sc:.;undo o tercer dia de cullivo 
tambiCn forman dh:has estructuras. 



A 

B 

l'i~ura 17. Cultivos de lu.:palocilo.s de rata cirróliL·a~ a 24 h dL·. scntbrados so\Jn: bio1natri7. normal (A) y 
chTólica un. J\untcntos de 1 (;ox. Obscrvcsc que los hcpatodtos de rata citTólica fonnan las csh·uctura.s en fontta de 
cordones si son sc1nbrados sobre la HM-N, lo que no sw:cdc cn la Hl\\-C, aunque si las fonnan al tercer o cuarto dia de 
cultivo. 
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-Viabilidad de los cultivos y activid.~d de la LDll 
Lt actividad de J,\ 1.Dl 1 liberada del medio 

intracclulnr ni cxlracelul,1r nos indica la intPgridad 
celular del cullivu. l\'tL'di.111le L'slL• nH'.•lodo se 
analizó la viabilidad de los cultivos sobre las 
bio111atrices. /\sí, se obscrvú llllc' los hep.itocitos 
son viabks hasta los sielt~ días l'll cultivo, ,1ün sin 

o 
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suero en L'l 1ncdio. Tnn1bil~n se observó que los 
hcpalncilos cirróticos c"iltín en n1l'jores condicionc-s 
sobre su bin1nalriz hon1úlog.1, aunque no PS tan 
claro t•sle L'Íeclo con respL'Clo a la viabilidad (fit~s 

11:> y 19). 

7 8 ~~ 
dia.s de cullivo 

días de cultivo 

rigura 18. Aclividad dl' la J.l)JI en d mcdi~i <.A> y ~·11 l.1111011cH..:apa <T> ck.cultivl:.<; de 
hcpatocitos tk r.1t;t normal ~cmbrados :->t1bre b10111atnz normal (A) y ~obre lnomatnz 
cirrótica ( 11 ). 
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rigura 1 ~l. Acli\'ldad dl· Lt J.( )J l L'tl lllcdin ( 4) y 1110110<.:apa ( V ) de cultivo.<> ck 
hcpalocitos ck r~11a círróliL·;1 st·111bradns ~ol1r-c biorn~11riz normal ( i\ ) y .'obn: 
biomalriz cirrótiL a ( B }. 
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-Determinación de la cantidad de DNA 
La determinación de DNA total en la 

monocapa (fig.20), nos muestra que no hay 
proliferación celular, ya que la cantidad de DNA 
total se mantiene constante mientras duran viables 
los cultivos, y cuando se pierde la viabilidad 
aumenta la cantidad de DNA en el medio. Este 
mismo patrón se vió en todos los cultivos 
realizados en este trabajo. 

-Secreción de albúmina por los hepatocitos en 
cultivo 

La secreción de albúmina por los 
hepatocitos es un marcador de diferenciación 
celular; esta secreción en cultivos de hepatocitos 
norn1alcs sobre colágena seca dis1ninuyc 
considerablemente al tercer día en cullivo (fíg. 21). 

~ .... 
-~./·~~. 

a 1 2 
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Los hepatocitos obtenidos de rata normal 
sembrados sobre su biomatriz homóloga (BM
normal), muestran una secreción de albúmina 
constante durante los ocho dlns en cultivo (fig. 
22A), mientras que el cultivo heterólogo de 
hepatocitos normales presentó una slntesis baja de 
albúmina, que se incrementó a partir del quinto 
din en cultivo (fig.22B). Los hepatocitos de rata 
cirrótica sembrados sobre una biomatriz normal 
secretaron albúmina durante los ocho dlas ele 
cultivo, en una forma relativamente constante (fig. 
22C). Sin embargo, los hepatocitos cirróticos 
sembrados sobre su biomatriz homóloga, al inicio 
del cultivo, secretaron muy poca albúmina, pero a 
mayor tiempo en cultivo mostraron cada vez una 
mayor secreción de albúmina (fig. 220). 

3 4 5 

Figura Z 1. Secreción de albúmina por hepalocilos normales cullivados sobre colágena seca. En esla 
inmunolransfere11cia se puede observar que a partir del tercer dia de cullivo disminuye considerablemente la 
secreción de albúmina. ASB (a); dias de cullivo (1,2,3,4 y::;). 
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figura 22. Western blot para el estudio de la secreción de albúmina por hepatocitos normales sembrados 
sobre biomatriz normal(Al y cirrótica (11); y hcpatocitos cirróticos sembrados sobre biomatriz normal (C) y cirrótica 
{D). AS!I {¡t); días de cultivo { 1-7). 
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VII. DISCUSIÓN 

El aumento de peso en los hígados de 
ratas tratadas con CCJ4 indica <fUe ya existe un 
desajuste en las proporciones de algunos de los 
componentes del tejido, ya sea porque el tejido ha 
aumentado su tamaiio o densidad. Es por ello, que 
al aislar Ja bio1natriz se obtuvo una n1ayor 
cantidad de ella en tejido cirrótico, por fo que se 
puede corroborar que ante un daño, hay un n1ayor 
depósito de co111poncntcs de Ja 111alriz exlracelular 
que es Ja que conforn1a a la bio111alriz. en su 
111ayoría. 

Sin c1nbargn, no súlo hay un au1ncnlo en 
la canlidad de co1nponcnlcs de la t\.1EC, tarnbién 
se encontró que la cantidad de DNA aun1entó en 
una proporciún de aproxinw.da111enlc 50% (ver 
tabla y figura 7), por lo lfllC se puede pensar que 
hubo una proliferación celular en este proceso 
fibrótico. La cual puede deberse a que los 
hepalocitos expuestos al agente daiiino (CCl.1) 
forn1an nódulos de rcgcncraciú11, en los cuales los 
hcpalocilos se encuentran proliferando y, tal vez, 
ya sin desen1pefiar sus funciones diferenciadas 
(Uucfwr el .11,1990). En estos nudulos, fas células se 
rodc>an de scplos fibrosos, los cuales tienen una 
afta cantidad de componentes de fa MEC 
característicos de una 111e1nbra1h1 bt1sal (col<\gcna 
IV, la111inina, perlccano), que es ntL•nos pcnncablc 
y aisla a los hcpalocitus del agente del daílo, pero 
tan1bién pierden Ja con11111icación con el flujo 
sanguíneo, ocasionando que los hL•palocilos ya no 
regulen eficicnlc1ncntc las funciones que son de 
vital iinportnncía pnra el orgnnis1110. 

Este au111cnto de In celulnridad tn111bién 
puede deberse a que las principnlcs células 
productoras de fa MEC, que son fas l'SC, 
aun1cntnn su población y, con10 consecuencia, el 
depósito de Ja MEC en el tejido (l'riedman,1993). 

El indice de los coeficientes de fa ref¡¡ción 
cfg/DNA es mayor en los tejidos con cirrosis (ver 
figura 6), este dato nos representa la relación 
estroma/parénquima donde se ve que hay un 
au1nento nu\s pronunciado en el cstron1a que en el 
paréIJquima; lo que significn que hay un au111ento 
tanto de células como de componentes efe la MEC, 
sólo que el aumento de matriz es mayor que la 
proliferación celular. 

Por otro lado, los resuflados de las 
relaciones de Pro/OH-Pro y clg/ proteína total 
distninuycn y auntentan, respcctivntncnte, en los 
tejidos y biomatrices obtenidos de ratas cirróticas. 
Lo cual corresponde a un aumento en fo cantidad 
de colágena efe forma d..,sproporcionada. Tocios 
estos rcsu Ita dos concuerdan con los trabajos 
rcnlizados anlerion11ente en el laboratorio (Paez, 
1986). Con los dnlos obtenidos en la biomalriz, 
podernos asegurar que el cnmbio de lns relaciones 
de estos componentes de fa MEC se ve rdfl'jado r.n 
lns bionu1trices aisladas. 

El aun1ento total de glicosnn1inoglkanos 
en tPjidos hepáticos con cirrosis (cerca de trl's 
veces), significa un mayor depósito de éstos en la 
1nalriz extracelular y ta1nbién una 1nayor síntesis. 
Ya se ha observado que las células hepáticas de 
ralas con cirrosis sintetizan una n1nyor cantidad de 
GAG (Gressner et al,1977; Kruff y Gressner,1992). 
Este au1nenlo ta1nbién .se ob~ervó en lns 
biornalriccs cirróticas con respecto a los controles 
nonnales. Sin c111bargo, como se puede ob.sPrvnr 
en la gráfica de In figura 8, la cantidad de GAG 
obtenida al aislar la bion1atriz es 1nuy poca en 
relación a fa presente en el tejido (fig. 7). Esto 
puede explicarse porque buena parle de los GAG 
pudo haberse perdido en el proceso de 
aisla1nicnto de la bio111atriz1 por ejc1nplo, en 
alguno de Jos nuiltiples lavados con soluciones 
ncuosns, ya que los GAG, por lns cnrgns negativas 
t¡ue le confieren la gran cantidnd de grupos sulfato 
que poseen, son all;unente solubles en un n1cdio 
ilCUoso. La pérdida de los GAG en la biontalriz es 
Ja mns importante de los componentes ele la MEC, 
yn que corno se lrn 1ncncionado, la bimnatriz posee 
una ilnportantc cantidad de proleínns colngénicas 
y no colagénicas que coinciden con las 
proporciones de In f\.1EC lanlo en condiciones 
nonnales co1no de fibrosis. 

Los análisis electroforélicos para las 
proteínas presentes en las bion1atriccs nos indican 
clara1nenlc que hay un aumento de colilgcna en 
las prolcínils lolalcs, aden1fas de un cn111bio en la 

· relación de colilge1rn tipo I y coli1gena tipo llJ que 
se puede aprccinr en la electroforesis con 
reducción retardada, donde la proporción de 
colágena tipo 1 aun1cntn con respecto a Ja tipo III 



en bion1atriccs aisladas de hígados de ralas 
cirróticas (fig. 10). También, las digestiones con 
pepsina y colagcnasn 111ucstran que la 1nayor 
cantidad df' protcínns son colngénicas, y solo se 
aprecian unas bandas por cncin1a de los pesos 
1nolccularcs de 200 kDa en las digestiones con 
colagenasa que pueden corresponder a las cadenas 
<le la1ninina y/o fibroncclina, proteínas que no 
abundan pero se sabe que se encuentran en la 
MEC normal y principalmente en la MEC de 
tejidos fibr6ticos, cspccialn1cnlc la la1ninina que se 
prcst~nta en las 1nC'111bran.1s b.1salPs y los scplos 
fibrosos (Martíncz-1lern,\ndL'Z,198·1) asociada c-011 

colilgt•na tipo JV y pt•rlec.ino (prnkogliG1no rico en 
sulfato de hPpariln). Para t~orroborar esto, sería 
conveniente la utilización de anticuerpos para 
identificar dichas prolcíni1S. 

l..ns difcrcncins en l.1s proporciones de Jos 
con1ponenles de l.1s bion1alrices aisladas de 
hígados de ralas nornrnlcs y cirróticas son 
significativas, y reflejan, nutll]UC no lolilhnenle, las 
condiciones y con1posición de la tv1EC in sil u. Eslns 
diferencias ta1nbién se n1ítnificslnn por ca1nbios en 
varios partl111l'lros físicos, la biomalriz cirrótica es 
n1enos soluble que In nonnill (lllll' 11cr SL' es poco 
soluble-) aún t•n ücidn nc0lico 0.5 f\1, es por ello que 
al extenderla en las cajas de cultivo para que sirva 
de sustrato a los hep<ilocitus, lns bio1nalrin~s 

cirrótic<1s vistas ,11 tnicroscopio l'll can1po obscuro, 
su n1orfología .se ve 1nú..s dcns.1 y jjrlllnosa (fig. 13), 
a diferencia de 1.is !Hvl-nonnales que se 
distribuyen lll<Í.s ho1nugl•neélnu.~nll'. Esto se debe n 

In gran cantidad de co1nponcnll•s fibrosos como 
colágenas tipos l, lll y IV, L11ninin.1, fibroncctina y 
los pocos GAG, que todos juntos intcraccionnn 
fonnando relaciones 111uy f._'.Slrechas y dificilC's de 
disociar, pero itnporlanles para la con1unicnción 
con las células. 

De tal fonna, al .se1nbrar las células sobre 
estas bio1natrices presentan una n1ejor adhesión, 
111orfología y viabilidad ron respecto n. lns célulns 
sen1brndas sobre colágena seca (DiPcrsio el 
al,1991). A diferencia de los cultivos realizados 
por el grupo del Dr. Marcos Rojkind (1980) de 
hcpatocitos de rala nonnal sobre su bion1ntriz 
homóloga, éstos presentan un sustrato (BM-N) 
muy grumoso y poco homogéneo, y sobre dichos 
grutnos se adhieren los hepalocitos, pero dejan 
importantes huecos en la Cllja de cutivo, esto se 
debe a la poca solubilidad de la biomatriz y In 
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dificultild paril distribuirla por toda la superficie 
dt-. la caja. En el sisletna diseñado en este trabajo, 
la bion1atriz se distribuyó 1nejor sonicnndola con 
ácido acético concentrado (0.5 M) para obtener 
una suspensión mns homogénea (fig. 13). El 
resultado fue In obtención de unos cultivos 111,\s 
homogéneos, donde las células se distribuyen por 
toda la cajn y fonnan estructuras que ase1ncjan a 
canalículos biliares (figs. lSA,16,17). 

Estas estructuras no se han reportado en 
los cultivos que se han realizado sobre colágena 
seca, gel de colágena, la1ninina, fibroncctina o 
matrir,el; este tíltimo se obtiene del tumor EHS y 
es un cxlruclo 1·ico en lan1inina, colágena tipo IV, 
c11taclinn y hcpartln sulfato (1-Iirala et al, 1983; 
Ficdman L'l al, 1989; I3isell, 1992). Los cultivos 
rt•alizados sobre el 111alrigcl presentan células 
pequcñns y esféricas, con pocos contaclos célula
céluLt, pero 1nucslran secreción de proteínas como 
la albún1ina, que es usada con10 1narcador de 
<.lifcrcnciación de funciones celulares 
(llisscll,1987). Eslo concuerda con que la matriz. es 
importante pnrél la expresión y lrt síntesis de 
albúmina (Cnron,1990). 

La n1ejor adhesión dL! los hcpatocilos 
. .,<.~111brndos .sobre );¡ bion1ntriz puede deberse n la 
posible presencia de la1ninina en la bion1alriz 
(Clóment el al,1990); ademns, se ha reportado que 
la l.11ninina presente en el hígado difiere de la que 
se encuentra en el tun1or EHS (ln1ninínn 1). l)c tnl 
forinni <.¡uc en los sinusoi<.k~s se encuentran dos 
tipos diferentes de lnn1inina que carecen de la 
cadena a·t. Los sinusoides presentan la latninina 2 
(u2jllyl) y la minina 4 (u2j\2yl), además pill'ecc ser 
que la ndhesión es principahncnlc por tnedio de In 
cadena u.2 de la lnn1inina y es dependiente de 
iOllCS f\.1gt-t y tv1nH (? independiente de ca•• C 

insulina (Ponce el al, 1995). 
Las cslr11clt1ri1S en forn1n de cordones que 

presentan los cultivos .sobre la bio1nnlriz, n 
diferencia de 1a n1onocnpn honu>eéncil de cólulas 
l}UC cubre loda la caja en los cultivos sobre 
col,\gena seca (fig 14), sugiere que la biomalriz 
tiene la capacidad de organizar a 1'15 células 
l'slrucluraln1c11tc, debido a (1ue la n1ayor parte de 
la biomatriz se compone de moléculas de la MEC, 
las cuales le proporcionan cierta infonnación a las 
células para tener u1u1 interacción n1ás estrecha y 
específica. J\.sí, In con1unicación que se estnblece 
entre In célula y In 1nntriz cxlracclular, puede 
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reprcsentnr un ntodclo nu\s apegado a lo que 
posiblemente sucede i11 vivo, tanto en procesos 
norn1ales con10 patológicos. 

Uno de los modelos más empleados para 
el estudio de los hepalocilos en cultivo, son los 
cultivos sobre colñgcna seca. En estos cultivos las 
células fonnan una tnonocnpa homogénea que 
cubre la superficie total de la caja, ade1nás, las 
cl!lulas 111ue.slran sus 1ncjores condiciones de 
viabilidad y adhesión a líls 2~1 y 48 horas en cultivo 
{Acosla,1994). Las células lienell una forma 
polihédrica y la secreción de albú1nina disminuye 
considerablen1cnlc a los trPs díus de cultivo (fig. 
21). Por eso se dice pierden sus funciones 
diferenciadns en ese tic1npo, )'íl que PI sustrato de 
colágena es suficiente para 1nantc11crlas hasta tres 
díns en las nu~jorcs condiciones, pt>ro lus células 
necesitan de un sustrato que les pennita 
desarrollar sus f1111cionl's y no solo 1nantenerlas 
viables. 

Los cultivos sobn~ unll biomatriz nor111al 
fornh1ron las estructuras antes mencinnculns, 
cuando las células sen1bradas eran llC'patocilos dl' 
rala normal o cirrótica (figs. 16A y ·17A), pero Jos 
cultivos sobre una bio1nalriz extraída de una rala 
con cirrosis no fonnaban cstíls estructuras con la 
claridad de las antes mencionadas (figs. 16B y 
1713). Ademi\s, la formación de Jos cordones de 
células no depende de que los hepalocilos sean de 
rata nonnal o cirrótica, sino de la bio1nntriz. En los 
cultivos sobre una bion1alriz cirróticil, la forn1a de 
éstos se parece 1nús ,1 los cultivos sobre colilgena 
scca1 pudiendo deberse a que esla hiotnalriz es 
1nás rica en coltlgcna tipo 1 (n1iÍs dd ~5<.:~1) y tiene 
n1cnor cantidad de olrns con1poncnlcs no 
colagénicos con10 lo es In lil1nininil. 

En cuanto a la evllhlilción de l<1s funciones 
diferenciad<1s por 1nedio de la secrcnon de 
albú1nina, se observó que los hepatocilos nonnalcs 
ó cirróticos se1nbrados sobre una biontalriz norn1al 
(fig. 22A y 22C), presentan una secreción de 
albúmina constante durante Jos siete días en 
cultivo en ausencia de suero, aunque los 
hepatocitos norn1ales sobre Ja bion1<1lri:z. cirrótica 
son ligeran1cnle 111cnos secretores de estil proteína, 
posiblemente por que su m¡¡triz es diferente. 

Por otro lado, los hcpatocitos de rala 
normal ó cirrótica, sc1nbrados sobre bion1atriz de 
hlgado cirrótico (fig. 22B y 220), al inicio del 
cultivo no secretaron la 1nisn1a cantidad de 
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albú1nina pero esta capacidad la fueron 
recuperando confonne pasaban tnás ticn1po en 
cultivo, de tal fonna que al cuarto o t¡uinto día en 
cultivo ya presentaban una secreción de albltn1ina 
si111ilar a los hepatocitos nonnales. Por supuesto, 
esta recuperación fue tnás acentuilda en los 
hepatocilos de rata nonnal. 

Estos datos nos sugieren, con10 lo habían 
propuesto Meycr el al (1991) en Ja teoría del 
hepalocito intacto, que los hepatocilos loduvíil no 
L'stiln daílndos irrcntcdiablcntenlc en patologfos 
con10 la cirrosis hepática, lo que sucede es que yn 
no dcsc1npeii.an sus funciones al perder la 
ccnnunicación con el flujo sanguíneo. Por eso, los 
hcpatocitos cirróticos, al se1nbrarsc sobre una 
bion1íltriz nonnal inician sus funciones 
difcn~nciadns desde el pritner día en cultivo, pero 
si son se1nbrudus sobre un arnbienlc daflado y 
distorsionado con10 lo es la bio1nalriz cirrótica, los 
hPpalocilus recuperan esta capacidad 
gradunlntcnlc, y puede Sl'r qul" ellos 1nodifiqucn a 
su vez l'I 1ncdio <-Jllí' k•s rodt>il par.n sobrevivir, ya 
Sl'il produciendo nlgu11as rnctaloprotL•.nsns conu1 
colagcnasas o produciPndo algunos n1n1ponenlPs 
de la tv1EC. Todo esto pllrece dcn1oslrar que los 
hepatocitos cirróticos ante un clilflo con10 una 
fibrosis, sí retienen sus funcioru•s difcrencii1dils, 
pero dependen nnrcho de co1no se encuentra el 
1nedio que les rodea, In MEC en este en.so, llunquc 
lan1bién es importuntc considerar Ju interacción 
con otros co1npone11tes celulares (Ben-Zc>'ev el 
al,1988). 

Corno ya .sr n1endonú, la bio1natriz se· 
co111pone principaltnenle de proteínils presentes 
<-'ll la MEC, co1no colágenils tipo l y 111, 
pn.1bélhlenK·nle colc.lgena tipo IV, a.si con10 
la1ninina, fibrnncctina y una pequeila cantidad de 
Ci\G. Pero frdtn conocer si en PSln.s bion1i\lricc.s se 
encucnlrnn asoci.1dns otras 1noléculas que latnl>ién 
inlcrilccionan con la I'v1EC, con10 es el caso de 
illgunos Íólclore.s de crcci1niento l]UC pudierun 
retenerse en las bio111alriccs aisladas. 

El TGI'-fl y la IL-1 son entre otras, las 
principales cilocinas que se ha con1probado que 
intervienen en los procesos fibróticos en el hígado 
(Czaja el al,1989; Malsuoka y Tsukamolo,1990). El 
TGI;-p cslinn1la ciertos tipos celulares con10 las 
I;SC p,ua lil síntesis de coliÍgcna, lransfonnandollls 
a un tipo celular miofibroblasloide (MYP), e inicia 
así el proceso de cicatrizución incren1cnlando el 



depósito de 1natriz, distninuyendo su degradación 
e incre1nentando la expresión de inlegrinas 
(Uorder y Ruoslahti, 1992). /\.su vez, la IL-1 induce 
la proliferación de las FSC pero no tiene efecto 
sobre la expresión genética de la colágena. 
También el TGF-[3, al parecer modula la expresión 
de los proteoglicanos. Otras citocinas como el 
TNF-a, PDGF, lNF-y y la IL-6 se sabe que 
intervienen en la modulación de la MEC, la última 
de éstas al inhibir la activación de l.Js l'SC y la 
síntesis de coliÍgena (Rockey el 1111992). 

La pequeña cantidad de GAG recuperados 
en las biomalriccs con relación a lo csperudo, es de 
gran ilnportuncia porque las interacciones de los 
ntis1nos con1ponentes proteicos de la MEC, así 
con10 de buena purlc de cilocinus presentes en 
ésta, son 1nediados por h1s interacciones 
electrostáticas con los G/\.G. De lal forma, los G/\.G 
se encuentran entre los principales ntoduladorcs 
de la MEC, ya sea por que alrupen a los factores 
de crcci1nicnto inhibiendo su uctividad ó por 
presentarlos ilnlc los receptores cclulnrcs 
ilt11plific.111do la afinidad del lignndo por su 
receptor. 

La vinbilidad de los hcpalocilos en cultivo, 
c1nplcn11do co1110 1n;ucador la l .Dl 1 liberada al 
1ncdio, nos indica quL"' tilnlo en los cultivos 
hon1ólogos con10 en los hcterdlogos fue alta hasta 
el octavo día de cultivo L'l1 que hubo una pérdida 
cosiderablc dL' la viabilidad (figs. 18 y 19) y no se 
observilron diferencias significntivus entre la 
viabilidad de los cultivos, solo se aprecii'I una leve 
difcrcnci.1 entre los hepalocilos sc111brados sobre 
unu bio111alriz. norinnl, donde f'Slos tienen una 
111ejor adhesión y viabilidad con respt•cto a los 

VIII. CONCLUSlONES 

* Los contponentcs de In bio1natriz son, en 
gran parle, sin1ilares a los co111poncnles de la 
matriz exlracelular. Como se determinó en eslc 
trabajo, las relaciones de colágena tipo 1 y Ill, así 
co1no de proteínas no colngénicas y con In 
exepción de los glicosa1ninoglicnnos, se n1nntiencn 
en la n1is1na proporción tanto en el tejido cotno en 
In bio1nalriz aislada. 
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hepatocitos sembrados sobre la biomatriz cirrótica. 
Esto muestra que los hepatocitos pueden 
1nantenerse viables y con funciones diferenciadas 
hasta siete días en cultivo en ausencia total de 
suero, a diferencia de los cultivos sobre colágena 
seca que gradualmente van disminuyendo su 
viabilidad después del segundo día en cultivo en 
ausencia de suero. 

La cantidad de DN/\. durante el tiempo 
que dururon los cultivos no se incrc1ncnt6 y se 
perdió conforme se perdía la viabilidad de los 
cultivos en todas las condiciones (fig. 20), esto 
de1nuestrn c.¡ue sobre colágcnu seca y sobre 
bio111nlriz nonnnl o cirrótica no hay proliferación 
celular. Lo que quiere decir que la biomatriz 
puede que carezc,1 de EGF y HGF, los cuales 
eslinn1lan la proliferación celular en conjunción 
con un sustrato de cohígena tipo IV, ln1ninina o 
fibroneclina como ha sido estudiado por Enat et al 
(l984), estos últimos componentes los tienen las 
bion•utriccs. 

Resun1il•1ulo, se puede decir q uc los 
cultivos de hepatocitos sobre las bio111atriccs son 
un bul'n 111odclo cxpcrin1ental para estudiu1· el 
1nctabolisn10 de los hcpatocilos y de olros tipos 
celulares como las FSC, que juegan un papel 
i1nportantc el desarrollo de la cirrosis. Estos 
t•studios ayudnrínn a con1prendcr, por ejen1p1o, si 
los hcpatocilos sintetizan colágena ante un 
lln1bicnle altcrndo, o si las FSC recuperan sus 
funciones nonnnlcs en un sustrato que se asc1nejn 
1nucho (en los cotnponentes proteicos al n1cno.s) n 
su ntcdio nonnal. 

* Estas relaciones se alteran nl inducir 
cirrosis a las ratas, este can1bio se observa con el 
incre1nenlo de lil cantidad de colágena total tnnlo 
en hfgndo co1no en la bion1atriz, la relación de clg 
/DN/\. y la cantidad de glicosaminoglicnnos 
•1un1cnln y ni parecer lil proporción de colágena IIT 
distninuyc, nticntras que la de colár,cnn tipo l 
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nun1enta. Todo estos resullndos concuerdan con lo 
reportado con anterioridad en tejidos frescos en 
patologías con10 la cirrosis, lo que confinna que la 
bio111atriz, adcn1i.i.s Je retener n1uchos de los 
componentes de la MEC, también es diferente si se 
aisla de un tejido sano o de un tejido con cirrosis, 
por lo que la biomalriz refleja el estado en el que 
se encuentra el órgano. 

* Los cultivos prin1arios de hepatocitos se 
desarrollan de forma diferente dependiendo del 
sustrato en el que son sctnbrados. Así, los cultivos 
de hepatocitos sobre colñgcnn seca duran 
aproxi111ada1nente ocho días en cultivo, fonnan 
una 1nonocapa pareja y confluente y van 
perdiendo la capacidad de secretar albú1nina 
(aproxi1nadan1entc a los lrL~s días en cultivo). Los 
cultivos dPsarrollados sobre la bion1atriz de 
hígado nonnal, duran n1t.ls de ocho días, fonnan 
estructuras parccidns a canalículos biliares y 
n1anticnen (,, cnpacidnd de sL~cretar albü1nina, 
ade111,b, no presentan prolif Pración celular en 
ningún sistcn1a de cultivo aquí desarrollado. Por 
estas CiH<tcleríslic,1s se piensa que los hcpatocilos 
se1nbrados sobre la bio1natriz llhlnlicncn sus 
funciones difen•nciadas al n1enos utilizando co1110 
parán1elro la secreción de alhú1ninn. 

* Los hcpatocilos de r,1lns con cirrosis 
tnantiencn sus funciones diferenciadas sobre la 
bion1atriz, pero los hcpatocilos responden de 
nrn.nera difcrenlc dependiendo del tipo de 
bion1atriz en que .son sctubrados. Si son 
sc1nbrados sobre un,1 bio111atriz de hígndo 

IX. PEHSPECTIVAS 

El modelo de cultivos primarios de 
hepatocitos sobre la biomatriz, puede abrir nuevos 
horizontes en la investigación de patologias como 
la cirrosis hepática. Este modelo es útil, por 
ejemplo, para poder establecer si los hepatocitos 
tienen un papel importante en el depósito de 
colágena cuando su entorno está allcrallo, c(nno 
pueden n1odificar su entorno, si producen 
colagenasas o.TIMPs ele. 
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cirrótico, adquieren graduahnente la capacidad de 
secretar albúrnina, pero si son setnbrados sobre 
una bion1atriz de hígado nonnal 1nantiencn esta 
característica lk~sdc el inicio del cultivo. Entonces, 
al parecer, los hepalocilos que son so111etidos a un 
daño crónico tienen la facultad de protegerse y 
n1nntenerse "intactos" y cuando son puestos en un 
1ncdio ópti1110 pueden volver a ser funcionales. 

• Los hepatocilos (ya sean normales ó 
cirróticos) sc1nbrados sobre una biomatriz de 
hígndo non11al, in1ncdiala1ncntc secretan 
albún1inn, porque encuentran un 1ncdio se1ncjantc 
al que pertenecen. Pero los scntbrados sobre una 
bion1alriz cirrólica pasan por un período de 
rl•cupcración, done.fe al final recuperan sus 
funciones especializadas (al tncnos la síntesis de 
albúntina). Esto hace suponer que los hcpatocitos 
liencn la capacidild dP n1odificar la 1natriz. 
L'Xlracelular para poder n1antcncrsc 
funcionaltnentc difcre11ciados. 

* Esle .sistc111a de cultivo puede ser un 
buen nlodclo para el estudio de patologías con10 la 
cirrosis hepática, donde los componentes de la 
MEC se altcrnn y para l'l estudio de las 
interacciones célula· rnatriz extracelular. 

* Se cotnprucba la i1nporlnncin de la 
co1nunicnción celular con el rncdio que le rodea, la 
MEC tiene adcn1ás de un papel estructural, otro 
igual o más itnportante, que es infunnacional. La 
f\t1EC es uno de los inedias que la célula utiliza 
p;ira co1nunicarse con su entorno. 

Un suslrato con10 la bion1atriz puede 
servir para sembrar células de llo (FSC), que es la 
fuente principal de componentes de la MEC, y 

poder establecer cotno se con1portan en una 
biomalriz de hígado normal, células que ya fueron 
activadas (MYF). 

Por otro lado, fnlln caracterizar de un 
n1odo más preciso los con1poncntes de Ja 
bio1nalriz, esto se pude hacer con el uso de 
anticuerpos contra colágenas lipo I, ll y IV, 
lnn1inina, fibronectinn, ele. /\dc1nñs, identificar Jos 
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tipos de GAG por medio de electroforesis o de 
digestiones diferenciales de GAG, para obtener 
relaciones de cada tipo de GAG, y tn1nbién usar 
anlicuerpos contra las proteínas nllcleo de 
algunos PG. 

Se pueden emplear las técnicas 
inn1unohistoquín1icas, para delenninar la 
distribución de los componentes de la biomatriz al 
sembrar los hepatocitos y a diferentes dias en 
cultivo, para ver corno se reorganiza este sustrato 
dependiendo del tipo de célula con el que 
interacciona. 

Es in1portunlc dclcn11i1111r si nlgún tipo dL' 
citocinas o tnctaloprotcasas se encuentran 
presentes en las bio111atriccs aisladas, para 
establecer la participación de éstas en la nclivación 
o diferenciación de funciones de ciertos tipos 
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