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I. RESUMEN 
 
 
La fibrosis que acompaña a la enfermedad hepática crónica, se caracteriza por un depósito 

excesivo de matriz extracelular (MEC), que junto con una arquitectura hepática modificada y la 

alteración en la proliferación de hepatocitos constituyen los cambios cirróticos observados en la 

etapa final de la progresión fibrótica.  Sin embargo, tanto el hígado fibrótico como cirrótico son 

capaces de regenerar después de una hepatectomía parcial al 70% (HP70%), presentando 

modificaciones variables de la MEC durante este proceso.  En el presente trabajo se caracterizaron 

dichas modificaciones a través de la evaluación del metabolismo colagénico, considerando que el 

nuevo equilibrio entre síntesis y degradación de la MEC constituye una respuesta adaptativa del 

hígado fibrótico ante el estímulo regenerativo. Para este objetivo, se utilizó el modelo animal de 

fibrosis de tipo inmunológico. Se inyectó suero porcino por vía intraperitoneal a ratas Wistar macho 

durante 9 semanas, y posteriormente se sometieron a una HP70%, o controles falsamente  

operados, seguido de un período de evaluación a los 1, 3, 7 y 30 días.  Se realizó el análisis 

histológico así como la estimación de la proliferación celular y la fibrosis en el tejido hepático. 

Posteriormente, se estudió la regulación de la síntesis de la colágena a nivel transcripcional, la 

cantidad de proteína depositada y la actividad de degradación matricial.  Se encontró que el 

contenido de la colágena se redujo hasta 75% después de la HP70% en el hígado fibrótico. 

Durante la regeneración, el hígado fibrótico oxidó activamente la prolina libre y redujo sus niveles 

de RNAm de colágena α-1 (I), lo cual resultó en una menor síntesis de colágena. La HP70% 

también incrementó la actividad de colagenasa total, que se asoció a la expresión de pro-MMP-9, 

MMP-2 y MMP-13, acompañada de una menor expresión de TIMP-1 y TIMP-2.  Es posible 

diferenciar una etapa de regeneración temprana donde existe: 1) disminución en la síntesis de 

colágena, 2) degradación leve de la MEC y 3) regeneración activa.  Esta etapa fue seguida de: 4) 

mayor colagenólisis y 5) un depósito limitado de MEC, probablemente asociado al incremento en la 

función mitocondrial.  Las CEH activadas incrementaron durante la fibrosis y continuaron presentes 

después de la HP70%; sugiriendo su participación tanto en la progresión fibrótica como en la 

regeneración hepática en este modelo. No se puede descartar la participación de otras células 

(hepatocitos, células de Kupffer y células endoteliales sinusoidales), así como otros procesos con 

potencial para la remodelación matricial.  En conclusión, la inducción de la regeneración hepática 

mediante HP70% restaura el balance entre la síntesis y la degradación de la MEC, mostrando una 

remodelación matricial que favorece la resolución casi completa de la fibrosis hepática.  Tanto la 

actividad mitocondrial como las CEH activadas parecen jugar un papel regulador de la 

remodelación matricial en este modelo.  
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II. ABREVIATURAS 
 
 

MEC   = Matriz extracelular 

CEH    = Células estelares hepáticas 

MMPs   = Metaloproteinasas de matriz extracelular 

TIMPs    = Inhibidores tisulares de metaloproteinasas 

CCl4      = Tetracloruro de carbono 

TNFα      = Factor de necrosis tumoral alfa  

IL-6         = Interleucina 6 

IL-10     = Interleucina 10 

IL1-β      = Interleucina 1 beta 

HGF        = Factor de crecimiento de hepatocitos 

DNA        = Acido desoxirribonucleico 

RNA        = Acido ribonucleico 

RNAm    = Acido ribonucleico mensajero 

TGFβ       = Factor de crecimiento transformante beta 

PCNA     = Antigeno nuclear de células en proliferación 

DDR2      = Receptor con dominio de discoidina 

EGF        = Factor de crecimiento epidérmico 

FGF        = Factor de crecimiento fibroblástico 

VEGF      = Factor de crecimiento del endotelio vascular 

ALR         = Estimulante de la regeneración hepática 

HP70%     = Hepatectomía parcial de 70% de la masa hepática 

post-HP70%  = Posterior a la hepatectomía parcial de 70% de la masa hepática 

α-SMA  = Actina de músculo liso tipo alfa 

NGF = Factor de crecimiento neuronal 

p75NTR    = Receptor del factor de crecimiento neuronal 

 

Neevia docConverter 5.1



 6

III. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
La enfermedad hepática crónica es una entidad frecuente en nuestro país, con tasas de morbi – 

mortalidad elevadas (1-3).  Aquí, la progresión fibrótica subyascente se asocia a un mal pronóstico, 

debido a que eventualmente conduce a la cirrosis hepática y sus complicaciones (4). 
 
Sin embargo, el hígado fibrótico mantiene su capacidad para regenerar, y el tejido conectivo 

experimenta modificaciones variables durante este proceso (5).  

 

En modelos animales de fibrosis y regeneración se ha demostrado que: 1) el estado redox, 2) la 

tasa de síntesis de colágena y 3) el equilibrio entre metaloproteinasas matriciales y sus inhibidores 

específicos, son factores que participan en la remodelación de la matriz extracelular (MEC) y en 

una adecuada reparación del tejido hepático.  Además, varios estudios experimentales sugieren el 

papel de la MEC como reguladora misma de la fibrogénesis y proliferación en el hígado fibrótico. 

Las posibles vías incluyen la regulación transcripcional, el depósito y modificación post-traduccional 

de componentes matriciales, cambios en la maquinaria enzimática de degradación, la activación 

celular, la síntesis y la liberación de citocinas (6-8). 
 

Este trabajo explora el metabolismo de la MEC y su equilibrio adaptativo, como respuesta 

homeostática durante la regeneración del hígado fibrótico, que además se asocia a la reparación 

tisular. 
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IV.  ANTECEDENTES  
 

 

El hígado se considera la glándula de mayor tamaño en el organismo. Constituye del 1.8% al 3.1% 

del peso corporal y entre sus principales funciones se cuentan la regulación del metabolismo de 

carbohidratos, lípidos y proteínas, así como la eliminación de sustancias tóxicas (9). 

  

Histológicamente, el parénquima hepático (80% del tejido hepático) está formado por distintas 

poblaciones celulares que proporcionan las características morfológicas y funcionales únicas de 

este órgano (9).  

Los hepatocitos (70-80%) cumplen con las funciones de la síntesis proteica, las vías del 

metabolismo intermediario, la formación de bilis, el catabolismo de fármacos (9) y además 

participan importantemente en la degradación de MEC (10).  Las células estelares hepáticas (CEH, 

también conocidas como lipocitos, las células de Ito o las células de almacén lipídico) se localizan 

en el espacio de Disse y son inferiores en número a los hepatocitos. Estas células se encargan del 

almacén de la vitamina A, la regulación de la contractilidad sinusoidal y tienen cualidades 

fibroblásticas. Las células endoteliales sinusoidales tienen funciones de filtración, endocitosis, 

presentación de antígenos y secreción de citocinas. Las células de Kupffer son macrófagos 

hepáticos con capacidad endocítica, fagocítica y secretan varios mediadores pro-inflamatorios. Las 

demás poblaciones celulares incluyen a las células del epitelio biliar, las células ovales y las células 

de Pitt (9,11). 

 

El resto del tejido hepático libre de células (20%) constituye la MEC, cuya proteína más abundante 

es la colágena. Ésta, constituye el 25-30% del total de las proteínas matriciales y su contenido en el 

hígado es de 5.5 ± 1.6 mg/gr de tejido hepático. Podemos encontrar colágenas en sus variedades 

genéticas tipo I (33%), III (33%), V (7-10%), y las colágenas no fibrilares (tipo membrana basal) IV, 

VI y XIV (1-2%) (9).  Debido al elevado contenido de colágena en la MEC, se acepta que esta 

proteína (incluyendo los tipos I, III y IV) y algunas enzimas encargadas del recambio colagénico, 

son marcadores que reflejan en buena medida la cantidad de MEC y su remodelación en el hígado. 

La MEC también está compuesta de elementos no colagénicos como la fibronectina, la laminina, la 

elastina, los proteoglicanos, los glucosaminoglucanos, agua y algunos minerales (12-17). 
 

Tanto los hepatocitos como las células del sinusoide hepático participan activamente en el 

recambio de la MEC a través de la interacción regulada entre las células hepáticas, los procesos de 

activación / inactivación celular, la secreción de citocinas y factores de crecimiento así como 

enzimas con capacidad degradativa matricial (9-11,18), (figura 1). 
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4.1  PROPIEDADES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR HEPÁTICA 
 

 

La MEC es una estructura biológica compleja, y no solamente un esqueleto físico.  Actúa como un 

agonista de fase sólida cuya remodelación tiene un papel clave en procesos como la angiogénesis, 

inflamación, fibrogénesis, regeneración, reparación, invasión tumoral y metástasis (20,21). 
 

A nivel celular, la MEC regula actividades como la adhesión, migración, diferenciación, 

proliferación, apoptosis y activación / inactivación fibrogénica a través de distintos mecanismos 

(6,16).  Por ejemplo, las proteínas matriciales interactúan con receptores celulares, lo que 

constituye un proceso esencial para la función diferenciada de las células residentes del hígado 

(19); o bien, las proteínas de la MEC secuestran y liberan citocinas, regulando así estímulos para la 

activación de células hepáticas, la migración de células inflamatorias y la reparación tisular (6). 
 

La MEC del hígado se caracteriza por su alta capacidad de remodelación. Esto es evidente al 

observar la respuesta del hígado ante distintos tipos de estímulos como: a) la regeneración 

completa del tejido hepático tras una lesión aguda, b) la formación de una cicatriz con distorsión 

tisular tras un estímulo fibrogénico, o bien una combinación de ambas (18,22,23).  

 

Figura 1. La organización celular y de la MEC en el hígado sano. Se muestra la distribución de las 
poblaciones celulares hepáticas y las proteínas matriciales en el hígado sano. (Basado en la referencia 19). 
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4.2  METABOLISMO DE LA MEC  
 

 

Básicamente, el recambio de la MEC resulta del equilibrio entre dos procesos simultáneos pero 

opuestos: la biosíntesis y la degradación (24). 
 

La síntesis de la colágena es parcialmente regulada por la disponibilidad del sustrato, 

particularmente de la prolina. Además, su depósito es complejo debido a que se trata de una 

proteína insoluble y extracelular, por lo que se sintetiza como un precursor soluble, que al alcanzar 

el medio extracelular sufre transformaciones que le permiten ser insoluble y poder acomodarse en 

la MEC, al mismo tiempo que aumenta su estabilidad (23,24), (cuadro 1). 

 
 
 

CUADRO 1. Síntesis de colágena 
 

 

 
 

• Síntesis de cadenas polipeptídicas        MAQUINARIA DE SINTESIS PROTEICA 
• Hidroxilación de prolinas                        PROLYL - HIDROXILASA 
• hidroxilación de lisinas                            LYSYL - HIDROXILASA 
• Glucosilación de la proteína                   GLICOSIL-TRANSFERASA Y  
                                                                     GALACTOSIL- GLICOSILTRANSFERASA. 

 
 

• Corte de propéptidos                              N - PEPTIDASA DE PROCOLÁGENA Y 
                                                                     C - PEPTIDASA DE PROCOLÁGENA 
• Formación de “entrecruzamientos”        LYSYL – OXIDASA, TRANSGLUTAMINASA 

 
 

 
 
 

 

 

 

Por otro lado, la degradación de colágena es particularmente difícil debido a su arquitectura 

tridimensional, su estabilidad conferida por modificaciones post-traduccionales y su resistencia 

frente a proteasas inespecíficas (24,26). 

La colágena sufre varias modificaciones antes y después de su depósito en la MEC que le permiten ser una 
proteína extracelular, insoluble y estable (Tomado de referencias 24 y 25). 

  LOCALIZACIÓN                   MODIFICACIÓN                        RESPONSABLE DE LA MODIFICACIÓN 

Intracelular 

Extracelular 
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La degradación de la MEC ocurre gracias una familia de enzimas llamadas metaloproteinasas de 

matriz extracelular o MMPs (cuadro 2), que son metaloenzimas que contienen zinc en su estructura 

y se secretan en forma de pro-enzimas hacia el espacio extracelular. El mecanismo de activación 

tiene que ver con la pérdida del contacto, y consecuentemente de la estabilidad, que ejerce un 

residuo de cisteína sobre el centro reactivo de zinc en un dominio de la pro-enzima. Este 

mecanismo de activación es conocido como “switch de cisteína” (26). 

 

Su actividad enzimática también la regula una familia de inhibidores tisulares de metaloproteinasas 

o TIMPs, que presentan una estequiometría 1:1 respecto a las MMPs (cuadro 3).   El equilibrio 

entre MMPs y TIMPs, así como la actividad enzimática secuencial, determinan en gran medida la 

degradación de la MEC (27). 

 

 

CUADRO 2. MMPs, metaloproteasas de matriz extracelular 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        ENZIMA                     CLAVE                                   SUSTRATO                                   FUENTE 

 
MMP-1 Intersticial humano 
MMP-8 Neutrófilo  
MMP-13 Intersticial rata 
 
 
 
 
 
 
 
MMP-3 
MMP-10 
MMP-11 
MMP-12 
MMP7 
 
 
 
 
 

Colágena tipo I, II, III, VII, VIII, X, 
gelatina, fiibronectina, laminina, 
agrecano, serpinas. 
 
 
 
Colágena desnaturalizada.   
Colágena nativa tipo IV, V, VII, X, XIV, 
elastina, fibronectina, agrecano, 
precursores de TNF. 
 
 
 
Colágena III, IV, V, IX, X , gelatina, PGs, 
fibronectina, laminita, precursor TNF. 
 
Elastina, col IV, gelatina, precursor TNF. 
Colágena IV, fibronectina, laminina, y PGs. 
 
 
 
Pro-MMP-2 (complejo con TIMP-2), colágena I, 
II, III, gelatina, agrecano, fibronectina y laminina 
 
Gelatina, precursor de TNF. 

Células de Ito, hepatocitos 
Neutrófilo, músculo y riñón. 
 
 
 
 
Células de Ito, hepatocitos. 
Células de Kupffer. 
 
 
 
Células del estroma, 
hepatocitos, corazón, 
pulmón  y riñón. 
 
Células epiteliales 
 
 
 
 
 
Fibroblastos, células 
tumorales pulmón, mama, 
gastrointestinales, sistema 
nervioso, etc. 

Colagenasas 
   Colagenasa-1 
   Colagenasa-2 
   Colagenasa-3 
 

Gelatinasas 
   Gelatinasa A 
   Gelatinasa B 
 
 
Estromelisinas 
   Estromelisina-1 
   Estromelisina-2 
   Estromelisina-3 
   Metaloelastasa 
   Matrilisina (útero) 
 
 
MMPs - tipo membranal 
   MT1-MMP 
   MT2-MMP  
   MT3-MMP  
   MT4-MMP  
   MT5-MMP 
 

La degradación de la MEC se lleva a cabo mediante la acción secuencial de MMPs, que tienen diferente 
origen y tienen especificidad por componentes de la MEC. (Basado en las referencias 10,27-30).  

MMP-14 
MMP-15 
MMP-16 
MMP-17 
MMP-18 
 

 
MMP-2 
MMP-9 
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CUADRO 3. TIMPS, inhibidores tisulares de MMPs 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

A nivel celular, tanto los hepatocitos como las células de Kupffer, las CEH y las células endoteliales 

sinusoidales llevan a cabo la síntesis y degradación basal de la MEC, de una manera organizada y 

altamente regulada (11).  

 

 

 

4.3  MODELO DEL EQUILIBRIO TISULAR HEPÁTICO 
 

 

Para entender mejor los mecanismos fisiológicos que mantienen la estructura y función del hígado, 

se puede considerar a este órgano como un microambiente heterogéneo con un sistema de 

regulación que permite el equilibrio entre tejidos (9).   

        INHIBIDOR TISULAR                    SUSTRATO                                            FUENTE 

Colagenasas intersticiales (MMP-1,  
MMP-13) , estromelisina y pro-MMP-9 
 
 
Pro-MMP-2 y se ha involucrado en su 
activación en complejo con MT1-MMP.    
MMP-2 activa. 
                                                                    
Se une a varios componentes de la 
MEC, TACE.  
 
                                                                    
Probablemente pro-MMP-2 
 

TIMP-1 
 
 
 

TIMP-2 
 
 
 

TIMP-3 
 
 
 

TIMP-4 

Células de Ito, células de Kupffer, hepatocito. 
 
 
 

Células de Ito, hepatocito. 

Los TIMPs son proteínas que interactúan con las MMPs, con cierta selectividad, y limitan de esta forma 
la actividad degradativa de matriz extracelular. (Basado en las referencias 10,28,31,32).  

Fibroblastos, MEC de embiones de pollo, 
ratón. Membrana fetal y tumores 
cerebrales de humano  
 
 
MEC de cerebro, corazón, riñón, colon, 
páncreas, gónadas, células madre en 
sistema nervioso, membrana fetal, 
endotelio vascular y plaquetas de humano. 
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Aquí, cada población celular o componente de la MEC son elementos importantes que se 

mantienen en cantidades constantes e interactúan para alcanzar la homeostasis, logrando la 

conservación morfológica y funcional del tejido. Los metabolitos, citocinas y factores de crecimiento 

producidos en el hígado y fuera de él, regulan la expresión de genes que participan en la 

proliferación celular y el metabolismo de la MEC. Así, los eventos locales son responsables de la 

regulación a nivel tisular, mientras que los cambios sistémicos también participan, pero en menor 

medida (6,9,12), (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
4.4  PÉRDIDA DE LA HOMEOSTASIS 
 

Existen varios estímulos capaces de modificar la homeostasis del equilibrio tisular hepático. De 

acuerdo a su naturaleza pueden ser de tipo genético, metabólico, infeccioso, inmunológico, 

colestásico, alcohólico o inducido por tóxicos.  Son variables en cuanto a su intensidad y duración, 

pudiendo durar semanas, meses o años (9).  

Figura 2. El equilibrio tisular hepático. Izquierda, dibujo de la morfología y disposición de las 
poblaciones celulares en el hígado. Derecha, imagen de microscopia de barrido (10000x) que muestra la 
interrelación entre hepatocitos (h), células del canalículo biliar (c) y células del endotelio sinusoidal (e). 
(Tomado de las referencias 19,33). 
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Si ocurrieran cambios en la función celular, independientemente de una lesión hepática evidente, 

que provocaran el desequilibrio de metabolitos, citocinas y/o factores de crecimiento, se alterarían 

los mecanismos normales de comunicación célula-célula o célula-matriz, y/o se modificarían la 

homeostasis del órgano.  En tal caso, el sistema homeostático cuenta con mecanismos específicos 

para restaurar su normalidad frente a los estímulos que amenacen su equilibrio (18,34). 

 

 

4.5  LA RESPUESTA HEPÁTICA 

 

Ante un cambio en los mecanismos homeostáticos, el hígado cuenta con dos tipos de respuesta: 1) 

la prevención de un daño mayor, y 2) la división celular y curación del tejido después de la lesión.  

Los factores que determinan la respuesta hepática no son claros; sin embargo, se conoce que la 

respuesta es diferente dependiendo del estímulo o daño. Por ejemplo: a) frente a una lesión aguda, 

intensa o que destruya muchas células; la disminución de la reserva funcional hepática, las 

citocinas y factores de crecimiento inducirán la regeneración hepática (9,18,34), (figura 3).   

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

HEPATECTOMÍA 
PARCIAL 

LESIÓN 
CRÓNICA 

Sin depósito de fibronectina Con depósito de fibronectina 

Sin fibrosis Con fibrosis 

Secreción de laminina 
Sin entactina 

Secreción de laminina 
Con entactina 

Sin formación de 
membrana basal 

Con formación de 
membrana basal 

Hígado Normal 
 

Hígado Cirrótico 

Figura 3. La respuesta hepática ante distintos tipos de lesión. El esquema muestra las distintas 
características que adquiere la MEC, de acuerdo al tipo de estímulo y al tipo de respuesta, que conducen 
al hígado hacia la regeneración o a la cirrosis hepática (Tomado de la referencia 16). 
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Pero si, b) el daño es pequeño, repetitivo y crónico, los intentos por restaurar la homeostasis son 

insuficientes, conduciendo a la fibrosis o cirrosis observables en el hígado enfermo. En la mayoría 

de los casos de fibrosis progresiva y cirrosis, es posible observar una combinación de ambas 

respuestas. Aquí, las características genotípicas y fenotípicas del individuo son factores que 

también influyen en la respuesta hepática ante estímulos nocivos (19). 

 
 
 
 
4.6  LA REGENERACIÓN HEPÁTICA 
 
 

Existe un interés considerable por conocer la habilidad del hígado para regenerar, tanto en 

condiciones normales, como en condiciones de enfermedad (35,36).  De hecho, se considera que 

una regeneración hepática adecuada es vital, ya que la sobrevida a una lesión aguda o crónica 

depende de una actividad regenerativa exitosa; mientras que una regeneración alterada contribuye 

al desarrollo de varias enfermedades hepáticas a corto o a largo plazo (34). 

 

Para estudiar la regeneración hepática se han utilizado modelos in vitro e in vivo.  Estos últimos 

incluyen: 1) hepatectomía química; es decir, la pérdida de la masa funcional inducida por 

sustancias hepatotóxicas (d-galactosamina, CCl4, tioacetamida, acetaminofén) que estimulan la 

regeneración mediante la necrosis hepatocelular extensa (37), y 2) hepatectomía quirúrgica, un 

modelo más utilizado y estudiado, que se obtiene mediante resección quirúrgica de un porcentaje 

de la masa hepática, iniciando el estímulo necesario para inducir la regeneración.  Este modelo no 

se asocia a daño tisular, ni inflamación significativas y proporciona un inicio definido para el 

proceso regenerativo (34,38). 
 
 

En ambos modelos, el estímulo es capaz de modificar el microambiente hepático, y el hígado 

remanente inicia una serie de actividades biológicas que consiste en: a) la inducción de 

mecanismos citoprotectores, b) la depuración de las células mortalmente dañadas, c) la reparación 

de las células dañadas en forma no letal, d) la proliferación de las poblaciones celulares de manera 

proporcional y ordenada para reemplazar células perdidas y e) el depósito y remodelación de 

nueva MEC hepática que favorece la regeneración adecuada del órgano y la recuperación de la 

homeostasis (34). 
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Histológicamente, la proliferación celular es evidente entre las 12 - 24 horas posteriores a la lesión, 

alcanzando un pico a las 72 horas y termina después de 7-14 días. Al segundo o tercer día de 

regeneración se aprecian grupos de hepatocitos rodeados de capilares. Entonces, procesos de las 

células del mesénquima penetran entre estos grupos de hepatocitos y comienzan a secretar 

lamininas y otras moléculas de remodelación. Los componentes de la MEC se modifican 

volviéndose mas típica del hígado sano; es decir, constituida por colágena de tipos I, IV, 

fibronectina, pequeñas cantidades de glucosaminoglicanos y otras proteínas, que permiten el flujo 

normal de la sangre portal hacia la vénula central, difundiendo libremente a través de los 

sinusoides. Hacia el final de la regeneración, los capilares se transforman en verdaderos 

sinusoides que llegan a formar hileras constituidas por endotelio fenestrado y las células de 

Kupffer, dando al hígado una apariencia normal, aunque posiblemente se produce más colágena 

que la involucrada en una cicatrización (16,34,39). 

 

La remodelación de MEC depende en gran medida de la inducción diferencial de MMPs y TIMPs. 

En etapas tempranas aumenta la expresión de MMP-3, MMP-10, MMP-13 y MMP-14, alcanzando 

una expresión máxima a las 12-24 horas. La MMP-2 muestra una elevación más retardada, 

alcanzando un nivel máximo a las 72 horas. Por otro lado, TIMP-1 y TIMP-2 mantienen su 

expresión basal durante la etapa temprana y aumentan durante el periodo de 12-72 horas post-

cirugía (40).  La expresión y actividad de MMPs y TIMPs también regulan de forma indirecta la 

remodelación matricial ya que 1) participan en el proceso conocido como “priming”, o periodo de 

acondicionamiento pre-proliferativo, a través de la liberación local de citocinas mitogénicas y 

factores de crecimiento unidos a la MEC (41,42), 2) preparan la MEC para una degradación 

posterior, con la participación primordial de gelatinasas que preceden y se sinergizan con 

colagenasas (21) y 3) el equilibrio entre MMPs y TIMPs favorece la reducción de MEC hacia el final 

de la regeneración hepática (40,54).  

 

El proceso regenerativo también está regulado por un microambiente de citocinas producidas por 

varias células activadas, tanto hepáticas como extrahepáticas. Por ejemplo, el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) y la interleucina 6 (IL-6) están presentes en la etapa pre-replicativa (43-45).  

Sin embargo, se requiere de citocinas como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el 

factor de crecimiento transformante alfa (TGFα) para iniciar la síntesis de DNA, y el aumento 

transitorio de interleucina 10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) hacia el 

final de la regeneración, junto con la disminución de factores pro-mitóticos, para limitar la 

proliferación y favorecer el estado quiescente de las células (46,47), (figura 4).  
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4.7  LA FIBROSIS HEPÁTICA Y CIRROSIS 

 

 

El daño hepático crónico eventualmente resulta en el desarrollo de fibrosis hepática. Este proceso 

incluye la formación de septos fibróticos, donde la reparación se expresa en toda su complejidad. 

El depósito y re-organización de MEC fibrilar, la participación de diferentes componentes celulares 

y neo-angiogénicos, aunados a la regeneración poco eficiente y necrosis celular, resultan en una 

mayor distorsión de la arquitectura hepática y en la transformación del tejido hepático normal en un 

tejido cirrótico (49). 
 

El hígado fibrótico contiene seis veces más componentes colagénicos y no colagénicos que el 

órgano sano, mientras que hígado cirrótico muestra un aumento de hasta diez ó más veces. 
Además, el hígado fibrótico mantiene una alta producción de colágena tipo I, seguida por las de 

tipo III, IV y V, que adquieren una distribución distinta. Respecto a los componentes no 

colagénicos, los incrementos involucran principalmente a proteoglicanos y glucoproteínas como 

fibronectina, laminina y tenascina (24). 

1 día                                    3 días                                      4-7 días                                  30 días

TNFα

TGF α

HGF

Insulina IL-6

Norepinefrina

EGF

TGFβ

Figura 4. Cambios histológicos e inducción de citocinas durante la regeneración hepática. El 
dibujo muestra la proliferación celular y la remodelación de la MEC a lo largo de la regeneración hepática. 
Ambos procesos están regulados por citocinas. (Tomado de las referencias 16 y 48). 
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El hígado fibrótico también posee enzimas con actividad de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), 

estromelisina (MMP-3) y colagenasa (MMP-13), que aumentan su expresión y actividad de manera 

inicial, transitoria y variable durante el proceso fibrogénico. Sin embargo, tal aumento parece ser 

insuficiente en relación al incremento sincrónico y sostenido de TIMP-1 y TIMP-2 (10,50-53), 

asociado a la expresión de citocinas fibrogénicas como TGF-β1 (54).  

 

Tanto el hígado fibrótico como el cirrótico conservan su capacidad funcional; sin embargo, la 

adaptación a su nueva homeostasis ocasiona la limitación de su metabolismo basal comparado con 

el hígado sano. Un ejemplo es la disminución de la función mitocondrial, en parte debido al bajo 

número de mitocondrias, con alteración de su metabolismo y depresión de su estado energético 

(55-57).  Otras funciones afectadas son la destoxificación y varias vías metabólicas, reflejándose 

en signos como la hipoglicemia, hipoalbuminemia, hipocolesterolemia y fluctuaciones en las 

aminotransferasas séricas (58,58A). 

 

 

 

4.8 LA PROGRESIÓN Y LA REVERSIÓN DE LA FIBROSIS HEPÁTICA 
 

 

Tanto el inicio como la progresión de la fibrosis hepática se acompañan de múltiples eventos 

celulares y moleculares que culminan con el depósito excesivo de la MEC.  También incluye  

modificaciones metabólicas a distintos niveles que básicamente afectan la tasa de síntesis y de 

degradación de la MEC, favoreciendo el aumento de los componentes matriciales sobre su 

degradación, que resulta insuficiente, asociándose a una progresión de la fibrosis hepática (23). 

 
Dentro del proceso fibrótico podemos identificar componentes más o menos constantes: 1) el daño 

tisular, que frecuentemente se debe a estrés oxidativo, 2) la movilización de células inflamatorias 

que liberan citocinas y factores de crecimiento, 3) la activación y proliferación de las células 

efectoras de la respuesta fibrogénica, 4) la amplificación del estímulo fibrogénico, ya que las 

células efectoras también producen más citocinas y factores de crecimiento, y 4) la modificación del 

metabolismo matricial, a través del desequilibrio entre MMPs y TIMPs, que favorece el depósito 

matricial sobre su degradación (8,36,59-61).  Cabe señalar que, aunque la inflamación juega un 

papel importante, el proceso fibrótico puede activarse en su ausencia mediante la alteración de la 

homeostasis (la acumulación del hierro y cobre en la hemocromatosis y enferimedad de Wilson, 

respectivamente) debido al daño a varias poblaciones celulares (62). 
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A nivel celular, las CEH activadas, su transformación en miofibroblastos, la regulación autocrina, y 

parácrina a través de varios mediadores inflamatorios/fibrogénicos sintetizados esencialmente por 

las células de Kupffer, participan en la respuesta fibrótica del hígado. Además de la contribución en 

la síntesis de MEC por las células endoteliales y las mismas células de Kupffer, así como la 

participación de las células provenientes de la médula ósea y de la circulación sanguínea, que 

influyen en el proceso fibrogénico (19,63-65). 

 

La degradación matricial, por otro lado, requiere la participación de distintas células. Varios trabajos 

han sugerido que las CEH activadas, su apoptosis y las células de Kupffer son clave para la 

degradación matricial, debido a que sintetizan MMPs, TIMPs y citocinas que favorecen la 

degradación (7,19,65A).  Sin embargo, cada vez se reúne más evidencia del papel primordial que 

tienen otras células en la degradación matricial. Por ejemplo, el grupo del Dr. Pérez-Tamayo ha 

demostrado la presencia de actividad colagenolítica en preparaciones de hepatocitos que 

provienen de hígados con fibrosis y cirrosis experimental, que se estimula significativamente 

durante la reversión espontánea, asociándose a un aumento en la actividad degradativa matricial 

(66).  El Dr. Pérez-Tamayo también demostró que, en condiciones experimentales los hepatocitos 

provenientes del hígados sanos y cirróticos poseen la capacidad de sintetizar las MMPs y los 

TIMPs más relevantes para la degradación matricial, a través de una regulación tanto a nivel 

transcripcional, como de la proteína, y que se acompaña de una actividad gelatinolítica y 

colagenolítica significativas (10).  Finalmente, las células endoteliales sinusoidales también pueden 

contribuir debido a su capacidad de secretar MMPs (67).  

 

Posiblemente sea la interacción regulada entre las diferentes poblaciones celulares la responsable 

de la degradación matricial durante el proceso dinámico de progresión y reversión fibrótica. 

Además de la interacción entre CEH y células de Kupffer, se ha descrito la interacción entre los 

hepatocitos y las CEH a lo largo de la fibrosis y la regeneración hepáticas. Esto involucra  

mecanismos interesantes que combinan los procesos de replicación hepatocitaria y activación de 

CEH, ya que los hepatocitos en proliferación sintetizan el factor de crecimiento neuronal (NGF), 

cuyo receptor p75NTR se expresa en las CEH, regulando su activación, potencial fibrogénico y 

apoptosis (68,69), (figura 5). 
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Figura 5. La participación de diferentes células durante la progresión y reversión de la fibrosis hepática. Las CEH 
activadas y los miofibroblastos (morado y azul) participan en la síntesis de la MEC en el hígado fibrótico. Por otro lado, los 
hepatocitos, las CEH activadas, su apoptosis (rosa) y las células de Kupffer (verde) participan en la degradación matricial. 
Tanto las células de Kupffer como las células endoteliales sinusoidales (amarillo) probablemente contribuyan en la síntesis y 
degradación de la MEC. Las posibles regulaciones de este proceso están marcadas con líneas discontínuas. El equilibrio entre 
MMPs y TIMPs participa en ambos sentidos de la remodelación matricial. (Basado en las referencias 10, 65A, 68 y 70). 
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4.9  LA MEC EN LA REGENERACIÓN DEL HIGADO FIBRÓTICO 

 

 

La remodelación de MEC y la proliferación celular comparten una regulación mutua y son procesos 

clave para una adecuada regeneración hepática (34,71).  Esta interrelación se evidencia en la 

deficiencia enzimática del activador del plasminógeno tipo urocinasa (35,72), o por la deficiencia 

funcional de colagenasas (7),  que resultan en una proliferación alterada de hepatocitos, mientras 

que la deficiencia de TIMP-1 acelera la progresión del ciclo celular de hepatocitos durante la 

regeneración hepática (73). 

 

El hígado cirrótico conserva su capacidad regenerativa, pero el potencial proliferativo es menor. El 

pico de síntesis de DNA se retrasa poco más de 24 horas. Otros marcadores de proliferación como 

la incorporación de bromodesoxiuridina, ciclina D1, PCNA, cinasa de timidina e índice mitótico, así 

como la restitución de la masa hepática, también disminuyen (74-78).  Esta limitación quizá se 

deba al aumento temprano de TGFβ1 (75), la disminución de IL-6, TNFα y del receptor c-met de 

HGF (78), o el balance hacia un estado proapoptótico (79). 

 

Sin embargo, desde 1931 se conoce que durante el proceso de regeneración, el hígado fibrótico y 

cirrótico cursa con una reducción variable en la MEC, que se acompaña de modificaciones 

funcionales (80-90).  Aunque los mecanismos responsables no son muy claros, se ha sugerido que 

estos cambios matriciales pueden tener grandes implicaciones reguladoras sobre la fibrogénesis y 

proliferación durante la regeneración del hígado fibrótico, ya sea a través de efectos directos o 

indirectos. La remodelación de colágenas fibrilares podría modificar su interacción con las CEHs a 

través del receptor DDR2 (receptor tipo 2 de cinasa de tirosina con dominio de discoidina), 

reduciendo su proliferatición y migración, que probablemente limitaría su capacidad fibrogénica 

(8,91); o bien la MEC podría actuar como un almacén de MMPs y de otras enzimas degradativas 

(6,92).  Por otro lado, fragmentos proteolíticos de proteínas matriciales podrían regular 

directamente la proliferación celular, mediante la interacción y activación de receptores celulares 

estratégicos como el receptor de EGF o los receptores de la familia de FGF (41,42). 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 21

Tanto la fibrogénesis como la proliferación celular podrían ser reguladas por la MEC durante la 

regeneración, a través de la activación de vías específicas de señalización intracelular mediadas 

por integrinas, liberación y activación proteolítica de factores anclados a la MEC con propiedades 

mitogénicas, antifibrogénicas y/o angiogénicas como HGF, VEGF, FGF, procesamiento de factores 

a nivel de membrana celular (TNFα), o la activación de formas latentes de citocinas (TGFβ  IL1-β ), 
consideradas como señales para detener la proliferación, favorecer la fibrogénesis e inflamación 

(93). 

 

Mediante la manipulación de la fibrogénesis y proliferación se han estudiado algunas vías 

reguladoras mediadas por la MEC fibrótica en regeneración.  Por ejemplo, la reducción 

experimental del RNAm de colágena tipo I resulta en una menor expresión de α-actina de músculo 

liso, de TIMP-2 y un menor depósito de colágena, así como la recuperación de la capacidad 

regenerativa del hígado cirrótico (94).  Así mismo, modelos animales de fibrosis hepática que 

sobreexpresan factores asociados a regeneración, como HGF o ALR, muestran una recuperación 

de la degradación matricial, caracterizada por la disminución de TIMP-1 y componentes matriciales, 

que se relaciona con una regeneración hepática más eficiente (95,96). 

 

También se ha sugerido que la función mitocondrial, el estado redox y adaptaciones homeostáticas 

del metabolismo del hígado fibrótico, que involucran la síntesis colagénica y el equilibrio entre 

MMPs y TIMPs, son factores que favorecen la proliferación y la remodelación de la MEC del hígado 

fibrótico, ambos procesos necesarios para una reparación tisular adecuada (55,97). 
 

A nivel celular, los hepatocitos, las CEH activadas y las células de Kupffer podrían jugar un papel 

clave en la remodelación de la MEC fibrótica, debido a su capacidad conjunta para síntetizar la 

MEC, las enzimas que favorecen o inhiben su degradación, así como varias citocinas reguladoras. 

También podrían participar en la progresión y reversión del hígado fibrótico, la regeneración 

hepática y en la fisiopatología de las enfermedades hepáticas crónicas (10,19,65A,66,98-104). 

 

El modelo de hígado fibrótico en regeneración en rata es una herramienta útil para el estudio de la 

remodelación matricial asociado a la proliferación celular.  El conocimiento del metabolismo y vías 

reguladoras mediadas por la MEC, en condición de fibrosis hepática subyacente, es valioso debido 

a la posibilidad de intervenciones exitosas en el metabolismo matricial.  Sin embargo, se conoce 

poco de los mecanismos celulares y moleculares que participan en la remodelación de la MEC del 

hígado fibrótico, que a su vez limita la disponibilidad de nuevos blancos de intervención, quizá más 

específicos. 
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V.  HIPÓTESIS DE TRABAJO  
 
 
 
El metabolismo de la colágena presenta cambios adaptativos durante la regeneración del hígado 

fibrótico, que favorecen una organización tisular parecida al tejido sano. 
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VI. OBJETIVOS 
 
 
 
GENERAL 
 
 
Estudiar el metabolismo de la colágena del hígado sano y fibrótico de ratas durante la 

reorganización de MEC, que se presenta en la regeneración hepática inducida por hepatectomía 

parcial. 

 
 
PARTICULARES 
 

• Obtener el modelo de fibrosis hepática de tipo inmunológico en la rata, mediante la 

administración de suero porcino. Posteriormente, la estimulación de la regeneración 

mediante hepatectomía parcial al 70%.    

 

• Estudiar el depósito de la colágena en el hígado sano y fibrótico durante la regeneración 

hepática. 

- Estimar el contenido de colágena presente en el hígado. 

- Cuantificar morfométricamente el tejido conectivo en el hígado. 

 

• Estudiar el metabolismo colagénico durante la regeneración. 

 

          Biosíntesis: 

- Cuantificar el RNAm de la colágena tipo 1 (Coll α-1 (I)). 

- Cuantificar la prolina libre. 

- Determinar la actividad de incorporación de prolina marcada a colágena. 

 

    Degradación: 

- Determinar la actividad de colagenasa total. 

- Estimar la actividad de las gelatinasas MMP-2 y MMP-9. 

- Estimar la expresión de MMP-13, TIMP-1 y TIMP-2. 

 

     Probable asociación con CEH activadas: 

        -     Evaluar la presencia de CEH activadas. 
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VII.  JUSTIFICACIÓN 
 
 
 
 
La enfermedad hepática crónica y cirrosis ocasionan una alta tasa de morbi – mortalidad a nivel 

mundial.  En México se calcula que 1.02% de la población padece algún tipo de hepatopatía 

crónica y se espera un incremento progresivo, hasta triplicar su valor en el año 2020 (1).  La tasa 

de mortalidad por hepatopatía crónica es de 5.7%, incluyendo a 1,055,162 individuos en edad 

productiva (2) por lo que se considera un problema de salud pública (3). 
 

La enfermedad hepática crónica conlleva el riesgo de progresión fibrótica que eventualmente 

conduce a la cirrosis hepática. Esto representa un mal pronóstico, ya que se asocia a 

complicaciones como ascitis, hipertensión porta, hemorragia de tubo digestivo y cáncer; además de 

ser una causa frecuente de ingresos hospitalarios y generar altos costos económicos (105). 

 

Se sabe que el hígado fibrótico es capaz de regenerar, y el tejido conectivo experimenta 

modificaciones variables durante este proceso (5,80,106).  En modelos animales de fibrosis y 

regeneración, se ha observado que el estado redox, la tasa de síntesis colagénica y el equilibrio 

entre metaloproteinasas matriciales y sus inhibidores específicos, son factores que participan en la 

remodelación de la matriz y en una adecuada reparación del tejido hepático (55,97). 

 

El estudio del metabolismo de la MEC y su equilibrio adaptativo, como respuesta homeostática 

durante la regeneración del hígado fibrótico, contribuye al mejor entendimiento de fenómenos 

proliferativos y de remodelación inherentes a procesos biológicos como el cáncer, metástasis y 

regeneración hepática, además de aportar nuevos blancos terapeuticos, cada vez más específicos, 

seguros y eficaces. 
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VIII. METODOLOGIA 

 
 
MODELO DE FIBROSIS INMUNOLÓGICA DEL HÍGADO. Se realizó con base en el modelo 

descrito por Paroneto y Popper, con pequeñas modificaciones (107,108).  Brevemente, se utilizaron 

ratas Wistar macho de 100 gramos de peso con libre acceso a agua y alimento y se mantuvieron 

en una temperatura ambiente de 22°C y ciclos de luz / oscuridad de 12 horas, con el encendido de 

la luz a las 7:00 horas, y el apagado a las 19:00 horas.  El manejo de los animales se llevó a cabo 

bajo las recomendaciones de cuidado y uso de animales de laboratorio del personal del Bioterio del 

Instituto de Fisiología Celular.  Los animales se inyectaron dos veces por semana durante 9 

semanas, por vía intraperitoneal, con una dosis  inicial de 0.5 mL de suero porcino  e incrementos 

graduales de 3.5 ml/kg de acuerdo al peso del animal.  El suero se preparó a partir de sangre 

fresca y se liberó de toxinas mediante un filtro de 0.45 μm (Millipore Corp., Bedford, MA) con una 

concentración de proteínas totales de 56 mg/mL, en acuerdo a lo reportado en la literatura.  Dos 

días después de la última inyección, los animales se dejaron en ayuno toda la noche.  Se pesaron, 

anestesiaron y se practicó una hepatectomía parcial del 70% (HP70%) siguiendo a la técnica 

descrita por Higgins y Anderson (109).  Los animales control fueron falsamente operados 

(realizando todo el procedimiento, pero sin la resección parcial del hígado).  Posteriormente, con el 

objeto de obtener las muestras biológicas, los animales se anestesiaron con 40 mg/kg de 

pentobarbital sódico (i.p.) y se sacrificaron a los siguientes tiempos después de la cirugía: cero  

(inmediatamente posterior al acto quirúrgico), 24 horas, 72 horas, 1 semana y 1 mes. Se colectó la 

sangre de los vasos sanguíneos del cuello y se tomaron muestras del hígado y del bazo. La sangre 

se centrifugó en centrífuga clínica a 800g por 5 minutos para obtener el suero sanguíneo.   

 

GRUPOS DEL ESTUDIO. De acuerdo a las variables de fibrosis hepática y hepatectomía, se 

formaron cuatro grupos incluyendo un mínimo de cinco animales en cada grupo. 

 

1) Grupo fibrótico control: recibió el tratamiento con suero porcino como se describió 

anteriormente, y una operación falsa. 

2) Grupo sano control: recibió inyecciones intraperitoneales de cloruro de sodio 0.9%, 

equivalentes al tratamiento en el grupo fibrótico y una operación falsa. 

3) Grupo fibrótico hepatectomizado: se trató con suero porcino y después HP70%. 

4) Grupo sano hepatectomizado: se inyectó con cloruro de sodio 0.9% y HP70%.  
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EVALUACION DE LA REGENERACIÓN.  La regeneración hepática se estimó mediante 

distintas metodologías. La recuperación de masa hepática post-HP se determinó mediante el 

porcentaje de ganancia de masa hepática post-HP. Para estimar la regeneración, se evaluó la 

actividad de cinasa de timidina in vitro utilizando como sustrato [H3]-timidina (NEN, Boston MA) de 

acuerdo a un método bioquímico estándar (110), así como el contenido de DNA tisular mediante un 
método colorimétrico, basado en la reacción con difenilamina (111).  Para el índice mitótico, una 

porción de hígado se fijó en formaldehído al 10% en buffer de fosfatos pH 7.2 y se incluyó en 

parafina. En cortes de 3 a 4 μm de grosor, teñidos con H&E, se contaron las células en metafase 

de mitosis. Los resultados de la actividad de cinasa de timidina y contenido de DNA se expresaron 

como veces sobre el control de las unidades originales. Para cada variable se tomaron en cuenta 

una n=5 animales por cada grupo. 

 

EVALUACION MORFOLÓGICA, INMUNOHISTOQUIMICA Y FUNCIONAL DEL HÍGADO 
Para la evaluación de la fibrosis a nivel histológico, se realizaron cortes del hígado incluido en 

parafina y se tiñeron con Tricrómico de Masson. La calificación de fibrosis se evaluó mediante 

microscopia de luz, de acuerdo a una escala específica de fibrosis en este modelo (112).  En este 

trabajo solamente se utilizaron animales con grado 4 de fibrosis hepática, considerado en la 

literatura como un estadio similar a la cirrosis.  

 

 

 
 

Grado 
 

Característica 
 

0 Ninguna fibrosis 
1 Septos cortos de colágena que nacen y se extienden desde las venas centrales. 
2 Septos delgados que unen a las venas centrales, pero se conserva la arquitectura lobular. 
3 Uno o más pseudolóbulos formados por septos delgados. 
4 Todo el parénquima está subdividido en pequeños pseudolóbulos por septos delgados. 

 
 

 

 

Para el análisis morfométrico, en cada laminilla se digitalizaron 50 campos representativos 

obtenidos a 10x y 40x cada uno (Laser Pix, Biorad EU). En cada campo se calculó: área del 

estroma, área del parénquima e índice estroma / parénquima. Los resultados se expresaron como 

promedio ± error estándar de n = 5 casos por grupo.  
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Adicionalmente se evaluaron características ultraestructurales de áreas de interés, particularmente 

células estelares hepáticas en la MEC, mediante microscopía electrónica.  Porciones de hígado de 

1 mm cúbico se fijaron en solución de glutaraldehído 2.5% en buffer fosfatos pH 7.4 durante 2 

horas a 4ºC; post-fijadas en solución de tetróxido de osmio al 1% en buffer de fosfatos 0.2 M 

durante 2 horas a 4ºC, y deshidratadas en etanol e incluidas en resinas de epóxido. Se realizaron 

cortes semi-finos y se tiñieron con azul de toluidina. Se examinaron por microscopía de luz para 

encontrar sitios de interés. Entonces se realizaron cortes ultradelgados y doble tinción con acetato 

de uranilo y citrato de plomo y se examinaron en microscopio electrónico. Se obtuvieron imágenes 

representativas de las células estelares hepáticas.  Para continuar la evaluación del fenotipo de 

CEH, se realizó marcaje inmunohistoquímico de la proteína α-SMA.  Brevemente, secciones de 2 

μm de grosor se desparafinaron y re-hidrataron en un tren de alcoholes.  Posteriormente se 

incubaron 30 min a 95°C con citrato de sodio 0.1M pH6 (recuperación antigénica).  Las laminillas 

se lavaron, y se bloqueó la actividad de peroxidasa endógena mediante peróxido de hidrógeno al 

3%.  Las muestras se incubaron con el anticuerpo anti-α-SMA dilución 1:50 (anticuerpo monoclonal 

de ratón, Dakopatts Co. DAKO M0851) durante 30 minutos y con el anticuerpo secundario 

biotinilado (DAKO K400711) durante 30 minutos, con lavados intermedios con PBS 1x (pH 7.6) / 

0.01% Tween-20. Finalmente, se agregaron sustratos cromogénicos (complejo estreptavidina-

peroxidasa, y solución de 3, 3'-diaminobenzidina en buffer con peróxido de hidrógeno) y se realizó 

contra-tinción con Hematoxilina de Mayer y Harris.   

 

 
EVALUACION DEL CONTENIDO DE COLÁGENA 
 
a) Determinación Bioquímica. Después del sacrificio, el hígado se homogenizó y lavó con 

etanol absoluto, y posteriormente buffer Tris / NaCl pH 7.4, para eliminar las proteínas solubles.  La 

colágena se extrajo con ácido acético 0.25 mol/L y se hidrolizó en HCl 6N a 110ºC durante 24 

horas.  El contenido de hidroxiprolina se midió de acuerdo al método de Rojkind y González (113) 

en extracto de tolueno, de acuerdo a lo descrito en la literatura (114).  
 
b) Western Blot (Colágena tipo I). Se estimó el contenido de colágena tipo I inmunorreactiva. 

Brevemente, 15-40 μg de homogenizado de hígado y se sometieron a electroforesis en gel SDS-

poliacrilamida 10% y 15%, y posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa. Previo bloqueo de epítopes inespecíficos, las membranas se incubaron con el 

anticuerpo primario policlonal anti-colágena tipo I de rata hecho en conejo (Chemicon, dilución 

1:500) al menos durante una hora.  
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Después del lavado, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo 

acoplado a peroxidasa de rábano (Zymed, dilución 1:10000). Finalmente, las membranas se 

incubaron con reactivos de quimioluminiscencia (sistema ECL plus, Amersham), se expusieron 

(Kodak BIO-MAX film) y revelaron. Para el análisis densitométrico, se utilizó el Programa Collage 

2.0 (analizador de imagen Fotodyne Inc., foto/Eclipse™) y los resultados se ajustaron mediante la 

determinación de β-actina (anticuerpo monoclonal Sigma, 4 μg/ml). 
 
 
EVALUACIÓN DEL METABOLISMO DE LA COLAGENA 
 
Para estudiar de forma secuencial el metabolismo de colágena, se evaluó la fase de síntesis y 

degradación de colágena a diferentes niveles. 

 
a) Northern Blot (Colágena tipo I). Se extrajo el RNA total del tejido hepático mediante 

homogenización en reactivo de fenol y tiocianato de guanidina (“Tripure” Isolation Reagent 

Boehringer Mannheim catálogo no. 1667165) de acuerdo al método de Chomczynski y Sacchi 

(115) y siguiendo las recomendaciones del fabricante.  Veinte microgramos de RNA se sometieron 

a electroforesis en gel de agarosa/formaldehído al 1%, y se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa (Biorad, Co.).  Esta se pre-hibridó por 2 horas a 42°C, y posteriormente se hibridó con 

sonda de cDNA P32-Collagen α-1 (I), proporcionadas amablemente por el Dr. Francisco Villarreal, 

San Diego University, CA (107), y adicionalmente se hibridó otra sonda de G3PDH radio-marcada 

con P32-deoxicitidina 5'-α(P32)-trifosfato, usada como estándar. Después de la hibridación, las 

membranas se lavaron bajo condiciones de astringencia, y se expusieron en autorradiografía 

(película Kodak XO-MAT –70°C) o placa sensible de STORM, y se cuantificaron mediante análisis 

densitométrico. 

 

b)  Biodisponibilidad de prolina. La poza libre de prolina se determinó en extractos de ácido 

perclórico. Brevemente, se homogenizaron 300 mg de hígado en ácido perclórico 7%, que 

posteriormente fueron neutralizados con NaOH y se agregó cloramina T para formar pirrolidona, 

que es soluble en tolueno, asegurando la especificidad de la determinación. Se agregó ninhidrina a 

los extractos de tolueno y la prolina se estimó indirectamente por espectrofotometría a 515 nm.  

Por otro lado, la oxidación de prolina se determinó in vitro en rebanadas de hígado, como se 

describe en el apartado de “incorporación de prolina a colágena”. 
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c)  Incorporación de prolina a colágena.  Un gramo de hígado, se cortó en rebanadas de 0.5 

mm de grosor y se colocó en solución Krebs-Ringer-Bicarbonato (pH 7.4), glucosa 5mM, bajo 

condiciones de O2 95%, CO2 5% a 37°C, en agitación gentil. Posteriormente se incubó in vitro en 

un frasco sellado con 30 μM de prolina y con prolina marcada radioactivamente (1 μCi L-[C14]-

prolina en cada frasco) durante 2 horas.  La producción de CO2
14 se estimó mediante KOH 10% 

introducido en canastilla al frasco sellado y posteriormente cuantificado con líquido de centelleo. 

Aquí, el CO2
14 producido se consideró como resultado de la oxidación de la prolina, sin estimular la 

liberación de CO2
14 mediante acidificación del medio, debido a la interferencia potencial con el 

ensayo sincrónico de incorporación de prolina a colágena. En este último, la colágena se extrajo de 

las rebanadas de hígado después de la incubación con prolina marcada. Los detalles se describen 

en “evaluación del contenido de colágena - determinación bioquímica”. Se consideró que la 

conversión de L-[C14] prolina a L-[C14] hidroxiprolina integrados en la proteína colagénica 

correspondió a la síntesis de colágena (97,116). 

d) Actividad de Colagenasa Total in vitro.   El método se llevó a cabo de acuerdo a lo 

descrito por Pérez-Tamayo con modificaciones menores (55,119).  Se utilizaron 15 mg de 

homogenizado de hígado como fuente de enzima y también de sustrato (principalmente colágena 

como sustrato endógeno). Después de la incubación, se centrifugó la colágena no digerida y los 

productos de la degradación de la colágena fueron cuantificados en el sobrenadante, por medio de 

su contenido de hidroxiprolina (113,114,116).  Se hicieron ensayos paralelos en presencia de CaCl2   

10 mmol/L, pH 7.6 para ajustar los resultados.  
 

e) Actividad de Gelatinasa ( zimografía en gel ).  Se homogenizaron 100 mg de hígado en 

solución de extracción (CHAPS 10 mM, HEPES pH 7.5, 20 mM; NaCl 150 mM). Veinte 

microgramos del extracto se mezclaron con solución de carga de zimografía y se sometieron a 

electroforesis en gel SDS-poliacrilamida que contenía 1 mg/ml de gelatina. Después de lavados 

con Tritón X-100 al 2.5%, los geles se incubaron en solución de Triton X-100 2.5%; CaCl2 5mM; 

Tris–HCl (pH 8.0) 50mM durante 24 horas a 37°C. (40).  Posteriormente se tiñó con azul de 

Coomassie y las bandas de actividad se cuantificaron mediante análisis de imagen. También se 

utilizaron controles positivos de actividad zimográfica. 
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f) Western blot ( MMP-13, TIMPs ).  La cantidad de proteína de MMP-13, TIMP-1 y TIMP-2 se 

estimó siguiendo básicamente la misma metodología antes descrita en la sección de Western blot 

de Colágena I.  Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal anti-MMP-

13 de rata hecho en ratón (Chemicon, dilución 1:300), anticuerpo monoclonal anti-TIMP-1 de 

humano hecho en ratón (Chemicon, dilución 1:300) y anticuerpo monoclonal anti-TIMP-2 de 

humano hecho en ratón (Chemicon, concentración final 1 μg/ml). Se utilizaron controles positivos y 

los resultados se ajustaron mediante la determinación de β-actina. 

 

 

 

Análisis estadístico. Todos los resultados se expresaron como media ± error estándar. La 

comparación de medias y sus interacciones se realizó mediante ANOVA de dos vías y la prueba de 

t de Student. La significancia estadística se consideró cuando p<0.05, indicado como (*) contra el 

tiempo cero y (**) contra el control de grupo.  

 
 

Neevia docConverter 5.1



 31

IX.  RESULTADOS 
 
 
 
9.1  OBTENCIÓN DEL MODELO DE FIBROSIS INMUNOLÓGICO.  
Se indujo fibrosis hepática en 50 ratas Wistar macho mediante la administración de suero porcino. 

Más de la mitad de los animales tratados (n=32) desarrollaron septos que formaban pseudolóbulos 

completos en todo el parénquima hepático (fibrosis grado 4). Los cambios morfológicos fueron 

evidentes a nivel macro- y microscópico (figura 6A), mostrando también cambios ultraestructurales 

como pérdida de lípidos en CEHs (figura 6B). Solamente los animales que desarrollaron fibrosis en 

grado 4 se utilizaron para el resto del estudio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

Figura 6. Apariencia del hígado sano y fibrótico de la rata. (A) Aspecto macroscópico y de 
microscopia de luz (2.5x) del hígado sano (izquierda) y después la administración de suero porcino 
intraperitoneal durante 9 semanas (derecha). (B) Se muestran imágenes de microscopía electrónica de 
células estelares hepáticas no activadas (izquierda) y activadas en proceso de fibrogénesis (derecha).  

HÍGADO FIBRÓTICO HÍGADO SANO 

A 

B 

Neevia docConverter 5.1



 32

9.2  REGENERACIÓN DEL HIGADO FIBRÓTICO POST-HP70%. 
 
9.2.1  Recuperación de la masa hepática. A las 72 horas de la HP70%, tanto el hígado sano 

como el fibrótico mostraron ganancia de masa hepática. Después de 30 días post-HP70%, el 

hígado fibrótico logró recuperar hasta 80% de su masa original (figura 7).  

 
 
 
 
 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9.2.2  Elevación de los indicadores de proliferación. Los marcadores de proliferacion celular (la 

actividad de cinasa de timidina y el índice mitótico) aumentaron en los grupos hepatectomizados, 

mostrando un pico a las 24 horas post-HP70% (figura 8).  Estos marcadores proliferativos se 

mantuvieron elevados hasta 72 horas post-HP70% en el grupo no fibrótico, mientras que el grupo 

fibrótico mostró una elevación menor en intensidad y tiempo.   

Figura 7. El hígado fibrótico recuperó la masa hepática posterior a la HP70%. El hígado fibrótico 
presentó una ganancia de masa hepática de 80% a los 30 días post-HP70%; que fue menor en 
comparación con el hígado sano. Los resultados se expresaron como media±DE del porcentaje de la 
ganancia de masa hepática después de la HP70%.  
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El contenido de DNA aumentó de manera similar en los grupos hepatectomizados, alcanzando su 

mayor elevación a las 72 horas y 7 días en los grupos fibrótico y control, respectivamente.           

Los resultados se expresaron como veces sobre el control, cuyos valores fueron: actividad de 

cinasa de la timidina 0.18 ±  0.07 nmolas de TMP-[H3] formado / h / mg de proteína citosólica; 

índice mitótico  0.4 ± 0.1 figuras mitóticas por campo en 50 campos de 40x; contenido de DNA 2.3 

± 0.2 µg de  DNA / mg de tejido hepático (figura 8). 
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Figura 8. La HP70% indujo la proliferación celular. Los marcadores de proliferación celular se 
incrementaron entre los días 1–3 post-HP70%. La actividad proliferativa fue menor en el hígado 
fibrótico. Tanto la actividad de la cinasa de timidina (A), como del índice mitótico (B), se 
expresaron como media±DE de las veces sobre el control no hepatectomizado. 
 

A 

B 

(*)   p<0.025 vs control T0 
(**) p<0.025 vs control sin HP70% 
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9.3  EVALUACION MORFOLÓGICA DEL HÍGADO FIBRÓTICO POST-HP70% 
 

 

9.3.1  Reducción del grado de fibrosis (escala histológica).  Después de la administración de 

suero porcino, el hígado de los animales tratados mostró características histológicas propias de 

este modelo: septos delgados que unen estructuras vasculares y dividen todo el parénquima 

hepático. Posteriormente, los animales control sin HP70% experimentaron una reversión 

espontánea leve de la fibrosis hepática, estimando una reducción del 20% de la fibrosis inicial 

después de 30 días, y la mayoría de estos animales (80%) permanecieron en grado 4 de fibrosis en 

este tiempo.  Mientras que el grupo experimental con HP70% mostró una reducción significativa de 

la fibrosis hepática de 50 y 70% después de 7 y 30 días post-HP70%, respectivamente. En estos 

tiempos, la mayoría de animales con HP70% (60%) mostraron una fibrosis remanente grado 2, y 

ningún animal permaneció en fibrosis grado 4 (figura 9).  

 

 
9.3.2  Reducción del área de fibrosis (estimación morfométrica).  Al final del período de 

inducción fibrótica, el análisis morfométrico mostró el aumento del área del estroma hepático.  

Posterior a la HP70%, hubo una reducción de la fibrosis de hasta 75% después de 30 días, 

confirmada morfométricamente mediante el índice estroma/parénquima. Así como la reversión 

espontánea leve de la fibrosis histológica, observada en los animales control sin HP70% (cuadro 

4). Cabe mencionar que la reducción en el índice estroma/parénquima en los animales fibróticos 

hepatectomizados se atribuyó a cambios en el área del estroma más que a modificaciones del 

parénquima, lo cual fue apoyado posteriormente por la reducción del contenido de colágena en el 

tejido. 
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Figura 9. Reducción del tejido fibrótico en el hígado post-HP70%. (A) Tinción tricrómica de Masson en microscopia de luz (10x). El hígado fibrótico control 
(imagen 0) mostró una reversión espontánea de la fibrosis después de 1, 3, 7 y 30 días (imágenes 1-4, respectivamente). Tras la HP70%, el hígado fibrótico 
experimentó una mayor reducción del tejido fibrótico, durante los mismos tiempos (imágenes 5-8, respectivamente). Las flechas indican el tejido fibrótico 
remanente después de 7 y 30 días post-HP70%. (B) También se evaluó los distintos grados de fibrosis hepática* tras la HP70%, así como el porcentaje en que 
estaban presentes a lo largo de 30 días post-HP70% (*ver detalles descriptivos en material y métodos). 
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9.3.3  Reducción del contenido de colágena hepática. Los cambios histológicos y morfométrcos 

se confirmaron mediante la estimación bioquímica de colágena y Western blot de colágena tipo I 

(figura 10).  Después de 3 días post-HP70%, el 70% de los animales presentó una disminución 

progresiva del contenido de colágena, alcanzando hasta un tercio de su valor inicial (5.9 ± 0.7 

tiempo cero vs 2.1 ± 0.3 mg colagena / g de hígado; a los 30 días post-PH, p<0.001), mientras que 

en los animales fibróticos control, los niveles de colágena continuaron elevados después de 30 

días, aunque mostraron disminución de la colágena tipo I inmunorreactiva después de 7 días, que 

fue menos intensa y más tardía en comparación con los animales hepatectomizados. Los animales 

sanos con HP70% también presentaron disminución del contenido de colágena, evaluada por 

ambos métodos. 

La HP70% se asoció a la reducción del área de fibrosis hepática. El área de fibrosis hepática se 
redujo hasta 80% de su valor inicial a los 30 días post-HP70%, mientras que el hígado control mostró una 
reversión espontánea del área fibrótica de 20%. Nótese que la HP70% indujo la modificación del área del 
parénquima que no se asoció a cambios en el área de fibrosis, y vs. Los resultados de morfometría se 
expresaron como media±DE de 4 animales por grupo. Se analizaron 50 campos de 40x por cada animal. 

CUADRO 4. Area de fibrosis hepática 

   Estadísticamente significativo vs control T0 (*), y vs su control de grupo (**). 
                                                                        -HP = sin hepatectomía parcial 70%; +HP = con hepatectomía parcial 70%. 

 
70% 

 
70% 
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 Tiempo   
HP70% 

HÍGADO FIBRÓTICO 

β-actina 

B

(*)   p<0.025 vs control T0 
(**) p<0.025 vs control sin HP70% 
 

TIEMPO POST - HP70% (días)

C 

(*)   p<0.025 vs control T0 
(**) p<0.025 vs control sin HP70% 
 

 1 día       3 días     7 días      30 días   

HÍGADO SANO 

β-actina 

Figura 10. Reducción de la colágena post-HP70%. (A)  Tras la HP70%, el contenido de hidroxiprolina del 
hígado fibrótico disminuyó progresivamente, aproximándose al valor del hígado sano después de 30 días post-
HP70%. Mientras que el hígado fibrótico control mostró una reversión espontánea poco significativa. La 
modificación del contenido de colágena se evidenció también a través de (B) el análisis de western blot de la 
colágena tipo I y (C) la estimación densitométrica de las bandas obtenidas, que muestra una reducción similar 
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9.4  METABOLISMO DE LA COLÁGENA POST-HP70% 
 
 
Como un abordaje para explicar los cambios ocurridos en la MEC fibrótica después de HP70%, se 

estudió el metabolismo de la colágena tratando de abarcar varios niveles de sus componentes 

básicos: la síntesis y la degradación. 

 

 

9.4.1 Estimulación transcripcional de la colágena (síntesis del RNAm). La síntesis del RNAm 

del gen de colágena α-1 (I) en el hígado fibrótico disminuyó al descontinuar la administración del 

suero porcino. La HP70% precipitó el descenso del RNAm, seguida de una recuperación gradual 

de la actividad transcripcional, alcanzando el nivel de transcripción inicial al cabo de un mes post-

HP70% (figuras 11A,B). 

 
9.4.2  Estimulación del recambio de la prolina. En el hígado sano, la HP70% se asoció al 

aumento en la poza de prolina libre, acompañado de una reducción temprana en su oxidación, que 

se recupera posteriormente. La poza de prolina libre también aumentó después de HP70% en el 

hígado fibrótico, permaneciendo más elevada que el hígado sano, a pesar de una estimulación 

tardía de la oxidación de la prolina, de menor intensidad que el hígado sano post-HP70% (figura 

12). 

 
9.4.3  Estimulación síntesis colagénica (prolina incorporada a colágena).  La actividad 

transcripcional del gen de colágena α-1 (I), post-HP70%, coincidió con la tasa de síntesis de la 

proteína colagénica, estimada como la incorporación de prolina marcada a colágena. Sin embargo, 

los animales fibróticos control mostraron una formación elevada de colágena a pesar de los niveles 

reducidos de RNAm de colágena α-1 (I) (figura 11C). 
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Figura 11. Estimulación de la síntesis colagénica en el hígado fibrótico post-HP70%. La HP70% ocasionó la 
caída y la recuperación posterior del (A) RNAm de colágena tipo I en el hígado fibrótico, determinado por (B) 
ensayo de Northern blot. El RNAm del hígado fibrótico control disminuyó tras descontinuar la administración de 
suero porcino. La recuperación del RNAm post-HP70% coincidió con el aumento en (C) la actividad de 
incorporación de C14-prolina a la proteína colagénica, determinada en rebanadas de hígado. La estimación del 
RNA de COLLα1(1) se presentan como porcentaje del control no fibrótico, considerado como 100%. Se utilizó el 
RNAm de G3PDH para normalización.  
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(**) p<0.025 vs control sin HP70% 
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Figura 12. Estimulación del recambio metabólico de la prolina post-HP70%. (A) La poza de prolina libre 
aumentó después de la HP70%, tanto en el hígado sano como en el fibrótico, acompañádose del incremento de 
(B) su propia oxidación, que se realiza a nivel mitocondrial. Dichos cambios tuvieron una menor intensidad en 
el hígado fibrótico post-HP70%, y no se presentaron en el hígado fibrótico control. Los resultados se 
expresaron como media±DE de 5 animales por grupo. 
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(*)   p<0.025 vs control T0 
(**) p<0.025 vs control sin HP70% 
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9.4.4  Estimulación de la degradación matricial (actividad total de colagenasa y expresión de 
gelatinasas, MMP-13, TIMP-1 y TIMP-2). La actividad total de colagenasa del hígado fibrótico 

(fiura 13) permaneció sin cambios, no obstante el incremento en la expresión de MMP-13, TIMP-1 y 

TIMP-2 (figura 15).  La HP70% se asoció a una elevación en la actividad total de colagenasa y del 

índice de colagenasa/colágena en los animales fibróticos, que coincidió con 1) el aumento 

persistente de actividad gelatinolítica, caracterizada por la expresión de MMP-2 y proMMP-9 (figura 

14), 2) la caída transitoria y recuperación de MMP13 y 3) la disminución en la expresión de TIMP-1 

y TIMP-2 (figura 15). La actividad total de colagenasa en los animales sin HP70% disminuyó 

continuamente y la expresión de MMP-13 y TIMPs regresó a sus niveles basales. Un 

comportamiento similar se observó en los animales sanos (figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13. Estimulación de la actividad total de colagenasa post-HP70%. La HP70% se asoció al 
incremento de (A) la actividad total de colagenasa y del (B) índice de colagenasa/colágena, tanto en el hígado 
sano como en el hígado fibrótico. El control sin HP70% mostró un descenso de la actividad de colagenasa 
hacia el final del periodo estudiado. La actividad total de colagenasa se expresó como veces sobre el control 
sano sin HP70%, cuya actividad enzimática fue de 0.25±0.03 nmols de colágena degradada/hr/mg de proteína, 
y un índice colagenasa/colágena calculado de 0.05±0.01. Los resultados se muestran como media±DE de 6 
animales por grupo. * p<0.025 vs el tiempo 0; ** p<0.025 vs control sin HP70%. 
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Figura 14. Estimulación de la expresión de gelatinasas post-HP70%. La actividad gelatinolítica de (A) pro-
MMP9, (B) pro-MMP2 y (C) MMP2, estimadas mediante (D) zimografía en gel, se incrementó tras la HP70% 
en el hígado fibrótico. El hígado sano mostró una tendencia similar, mientras que el higado fibrótico control 
presentó un aumento progresivo de la MMP-2. La actividad gelatinolítica se expresó como veces sobre el 
control sano sin HP70%. STD=control positivo de zimografía. CTL=control sano sin HP70%. Los resultados 
se muestran como media±DE de 5 animales por grupo. * p<0.025 vs el tiempo 0; ** p<0.025 vs control sin 
HP70%. 
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Figura 15. Estimulación de la expresión de MMP-13 y descenso de TIMP-1 / TIMP-2 post-HP70%. La 
HP70% causó la disminución transitoria de la proteína (E) MMP-13, que precedió a su recuperación hasta 
alcanzar un valor similar al inicial, y que acompañó a la elevación de las gelatinasas. Tanto (F) TIMP-1 como 
(G) TIMP-2 mostraron su disminución temprana post-HP70%. El hígado fibrótico control tuvo una 
disminución lenta en la expresión de MMP-13 y TIMPs. Se muestran las bandas del Western blot 
correspondientes a las proteínas MMP-13, TIMP-1 y TIMP-2 ((H),(I),(J), respectivamente), normalizadas con 
β-actina. La expresión del control sano sin HP70% se muestra entre las barras horizontales. STD=control 
positivo de cada proteína. CTL=control sano sin HP70%.  
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9.4.5  Persistencia de las CEH activadas post-HP70%.  A la microscopia electrónica, hubo más 

CEH con pocos lípidos (apariencia “activada”) en el hígado fibrótico. Tras la operación falsa su 

número se redujo progresivamente, mientras que post-HP70% mantuvieron un conteo similar. En el 

ensayo de inmunohistoquímica se identificó la población y localización de CEH activadas que 

expresaron la proteína α-SMA, conocidas por su elevado potencial fibrogénico. Las células α-SMA 

positivas se distribuyeron en áreas perivasculares y dentro de los septos de fibrosis. Después de 

tres días, el grupo fibrótico control mostró una reducción rápida en la expresión de α-SMA, con 

persistencia de los septos fibróticos. Tras la HP70%, el hígado fibrótico mostró una expresión 

sostenida de α-SMA en las CEH que estaban localizadas en el interior de los septos. Mismos que 

experimentaron una resolución progresiva. Después de 30 días, el hígado fibrótico con y sin 

HP70% mostró una expresión mínima de células α-SMA positivas (figura 16). 
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Figura 16. Presencia de CEH positivas 
a α-SMA. Las células imnunorreactivas 
a α-SMA se elevaron al final de la 
inducción de de la fibrosis hepática, 
localizandose en las áreas perivasculares 
y dentro de los septos fibróticos. El 
grupo fibrótico sin HP70% mostró una 
reducción en la expresión de α -SMA 
después de 3 días (c), conservando los 
septos fibróticos (C). La HP70%, 
estimuló una expresión sostenida de α -
SMA en las CEH (g), distribuidas dentro 
de los septos en reducción progresiva 
(G). Se muestran imágenes a 40x del (a) 
grupo fibrótico al tiempo cero, y después 
de (f) 1, (g) 3, (h) 7, (i) 30 días post-
HP70% y sus controles sin HP70%: (b), 
(c), (d) y (e),  respectivamente. Tinción 
de Masson para comparación del (A) 
tejido fibrótico al tiempo cero y después 
de (F) 1, (G) 3, (H) 7, (I) 30 días post-
HP70%, así como sus controles sin 
HP70%: (B), (C), (D) y (E), 
respectivamente.  

 

Masson Inmunohistoquímica  
α-SMA 

   1  

   Tiempo 
     (días) 

   3  

   7  

   30  

Masson Inmunohistoquímica  
α-SMA 

- HP70% + HP70% 

 
El análisis de imagen del área de células inmunorreactivas mostró incremento de células α-SMA (+) después la HP70%, con significancia estadística después 
de 3 días post-HP70% (HP=2.3±0.17 vs CTL=1.5±0.24).
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X.  DISCUSIÓN  
  
 
La capacidad de regeneración del hígado fibrótico después de HP70% es limitada y 

frecuentemente insuficiente en comparación con el hígado sano (5,106,106A).  Existen varias 

posibles explicaciones. A diferencia del hígado sano, la regeneración del hígado fibrótico se 

caracteriza por: 1) la alteración en la respiración mitocondrial, con repercusión en el estado 

energético (49), 2) la disminución de marcadores de proliferación celular como PCNA y ciclina D1, 

probablemente relacionada a una expresión temprana de TGF-β1 (75,77,78,106), y 3) la reducción 

del número de receptores hepáticos para factores de crecimiento (78).  A pesar de estas limitantes, 

el hígado fibrótico es capaz de incrementar su potencial regenerativo en respuesta a la 

estímulación de citocinas y factores de crecimiento como HGF, VEGF y ALR (93,95,96).  

 

Independientemente de su capacidad regenerativa, es claro que tanto el hígado fibrótico como el 

hígado sano presentan modificaciones en la MEC después de un estímulo regenerativo como es la 

HP70%. Se sabe que estos cambios matriciales son variables y que tienen implicaciones 

reguladoras en procesos como la proliferación, la adhesión celular, la migración, la diferenciación, 

la apoptosis y la fibrogénesis (6,117).  Por lo que la identificación de los mecanismos involucrados 

en tal remodelación permitirá un mejor entendimiento del proceso, y podrá sugerir nuevos blancos 

potenciales, más específicos, para la intervención orientada a la prevención y reversión de la 

respuesta fibrogénica en la enfermedad hepática crónica, el estímulo a la regeneración hepática y/o 

la limitación del crecimiento e invasión del carcinoma hepatocelular asociado a un hígado fibrótico. 

 
Este trabajo evaluó el recambio metabólico de la colágena durante la remodelación de la MEC 

fibrótica del hígado, que ocurre en tras la HP70%.  Según nuestra hipótesis, la regeneración 

hepática estimula una re-adaptación del equilibrio entre la síntesis y la degradación matricial, que 

puede favorecer características tisulares más similares a las del tejido sano. 

Para facilitar la interpretación, a continuación se ofrece una síntesis de los resultados más 

relevantes del presente estudio. 
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Síntesis de los resultados obtenidos en el hígado fibrótico post-HP70%. Se muestra la tendencia de las 
variables de interés principal a lo largo de 30 días. En la etapa temprana prevalece el estímulo proliferativo sobre 
el fibrogénico. En la etapa tardía disminuye el estímulo proliferativo e incrementa el recambio de la MEC, 
caracterizado la estimulación tanto de la fibrogénesis como de la colagenolisis. En este escenario, se sugiere el 
papel regulador de las CEH activadas, los hepatocitos y/o el estímulo de la función mitocondrial. 

 Fibrosis 
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Conforme a nuestro primer objetivo, se indujo la fibrosis hepática en la rata mediante la 

administración de suero heterólogo. Las características histológicas obtenidas fueron semejantes a 

las descritas en el modelo original, y ofrecieron algunas ventajas para nuestro estudio: una fibrosis 

muy lentamente reversible, la escasa necrosis del parénquima y un potencial regenerativo 

conservado (107), permitiendo la evaluación confiable de las modificaciones de la fibrosis tras la 

HP70%.  Este trabajo muestra la resolución progresiva y casi completa de la fibrosis hepática 

después de 30 días post-HP70%, que no sucede en los animales con operación falsa. Esta es la 

primera descripción de los cambios matriciales durante la regeneración hepática en este modelo, 

puesto que no existían antecedentes al respecto. Dichos cambios parecen ser particulares de este 

tipo de fibrosis hepática, ya que otros modelos, por ejemplo el de cirrosis inducida con CCl4 en 

ratas, muestran una reducción variable del tejido fibrótico tras la HP70%, existiendo una relación 

indirecta entre el grado de fibrosis y la magnitud de reversión fibrótica post-HP70% (80,81,89).  

Esta diferencia probablemente se deba a que otros agentes hepatotóxicos inducen un daño tisular 

más intenso, con mayor fibrosis, distorsión de la arquitectura y cambios necro-inflamatorios, donde 

el reajuste en la remodelación matricial sea insuficiente (118,119). 

De acuerdo con el segundo objetivo, se determinó la colágena depositada en el hígado fibrótico 

post-HP70%. Tanto el contenido de colágena estimado bioquímicamente, como la proteína 

detectada por inmunoblot, mostraron una reducción de casi un tercio del valor inicial de la 

colágena, después de 30 días post-HP70% (5.9 ± 0.7 tiempo cero vs 2.1±0.3 mg colágena/g de 

hígado; p<0.001). Los mecanismos responsables de este efecto no son muy claros. Se ha 

propuesto que el incremento de la masa de hepatocitos en proliferación, sin una modificación 

verdadera del mesenquima, podrían explicar la reducción relativa de la MEC mediante una 

modificación “pasiva” o “efecto de dilución” (16).  Para probar si esta teoría podía explicar los 

cambios observados en este modelo, se realizó el análisis morfométrico en laminillas teñidas con 

tricrómico de Masson. Se encontró que las variaciones tempranas del parénquima (25±0.3, 23±0.4 

y 24±0.5, en los tres primeros días post-HP70%, respectivamente) no se asociaron a modificación 

del área del mesénquima (4.9±0.22, 4.8±0.23 y 4.7±0.33, a los mismos días post-HP70%); además 

de que la reducción matricial progresiva no se limitaba exclusivamente a las áreas donde 

predominaban las figuras mitóticas.  Es decir, a las áreas de proliferación del parénquima; y la 

reducción del contenido de colágena hepática determinada bioquímicamente, se conservó aún 

después de normalizar los resultados con los marcadores de proliferación. Lo anterior sugiere que 

la HP70% provocó una disminución real y progresiva del depósito de MEC en este modelo de 

fibrosis hepática.  
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El siguiente objetivo fue el estudio del recambio matricial, para investigar si los procesos de síntesis 

y/o degradación son capaces de explicar la remodelación de la MEC fibrótica post-HP70%. 

Sabiendo que el recambio matricial se regula por la síntesis de colágena y la actividad del sistema 

fibrinolítico, a través de proteínas como urocinasa, plasmina, MMPs y TIMPs (34,71,72,74,120), 

nuestro estudio se orientó hacia el metabolismo de la colágena después de la HP70%, como reflejo 

del recambio de la MEC (13,121-123). 

 

Para evaluar la síntesis de la colágena se determinaron 1) los niveles RNAm del gen de colágena 

tipo I, 2) la posa hepática de prolina y su oxidación, así como 3) la tasa de incorporación de este 

aminoácido a la proteína colágénica. El hígado fibrótico mostró un estímulo fibrogénico sostenido, 

que parece regularse a diferentes niveles de la síntesis proteica.  Éste, se caracterizó por la escasa 

oxidación de prolina y el aumento en la incorporación de prolina a colágena, a pesar de la 

disminución temprana del RNAm de colágena I. Por otro lado, la HP70% indujo un estímulo 

fibrogénico completo, tanto en el hígado sano como en el fibrótico. Dicho estímulo se caracterizó 

por el aumento del RNAm de colágena I y la incorporación de prolina, así como el aumento de la 

posa de prolina y también de su oxidación. A pesar de esta tendencia fibrogénica, la HP70% no  

condicionó un estado fibrosante, pero sí se asoció a la regeneración del órgano. Este último efecto 

ha sido poco estudiado, debido a la consideración que un estímulo fibrogénico, en el hígado adulto, 

acompaña por lo general a un estado pro-fibrótico. Inclusive, se ha sugerido que la regeneración 

del hígado cirrótico es mejor si la síntesis colagénica está inhibida (94,124).  El contraste de 

nuestros resultados sugiere que un estímulo fibrogénico puede ser realmente pro-fibrótico 

dependiendo de factores como el grado de daño hepático, la progresión fibrótica, el tipo de 

estímulo fibrogénico y el equilibrio general al considerar la degradación (125,126). 

Adicionalmente, el estudio de la biodisponibilidad tisular de la prolina permitió hacer otras 

interpretaciones. La escasa oxidación hepática de prolina en el hígado fibrótico se restauró tras la 

HP70%. Esto llama la atención debido a que la oxidación de la prolina es un reflejo de la actividad 

mitocondrial, por lo que se infiere que este modelo conserva la función mitocondrial y es posible su 

estimulación mediante la HP70%, como ocurre en el animal sano. Esto concuerda con otros 

trabajos en el modelo de cirrosis hepática inducida por CCl4, que sugieren el papel de la actividad 

mitocondrial y el estado redox NAD/NADH como reguladores de la síntesis y de la degradación de 

la colágena (55).  
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Tal efecto podría estar mediado a través de: 1) las enzimas limitantes de la oxidación de la prolina, 

2) la regulación de la expresión y la actividad de MMPs y TIMPs, o bien 3) la comunicación 

intercelular y el estímulo de la apoptosis de CEH (55,127,126).  

Para evaluar la degradación de la colágena, el primer abordaje fue determinar la actividad de 

colagenasa total.  Se observó que la HP70% estimuló la actividad de colagenasa tanto en el hígado 

sano como en el hígado fibrótico, pero en este último la respuesta colagenolítica fue discretamente 

menor. Esto sugiere que la degradación de la MEC fibrótica en el hígado es susceptible de 

estimulación, aunque la respuesta pueda ser limitada.  El siguiente paso fue caracterizar dicha 

actividad de colagenasa a través de la expresión de MMPs y TIMPs, ya que tanto el(los) tipo(s) de 

MMPs y TIMPs involucrado(s), como su equilibrio particular, parecen tener un papel importante en 

el recambio matricial, la remodelación de la fibrosis y la regeneración hepática (34,40,94-96).          

La actividad colagenolítica que mostró el hígado fibrótico durante la regeneración se asoció a la 

expresión temprana de gelatinasas, particularmente pro-MMP-9 y MMP-2, que precedió a un 

estímulo en la expresión de colagenasa (MMP-13) y a la disminución en la expresión de TIMP-1 y 

TIMP-2; mientras que la reversión espontánea en el hígado fibrótico se asoció al incremento lento y 

progresivo en la expresión de MMP-2 junto a la escasa expresión MMP-13 y TIMPs. La dinámica 

de MMPs y TIMPs que mostró el hígado fibrótico post-HP70% concuerda con el incremento en la 

expresión tanto de MMP-2 (gelatinasa) como de MMP-14 (colagenasa) observada en modelos de 

resolución de la fibrosis hepática; además de que ambas enzimas pueden ser activadas por el 

sistema plasminógeno-plasmina, presente durante la regeneración hepática (72,129,130).  Por otro 

lado, la expresión de los TIMPs, y de la MMP-2 durante la reversión espontánea de la fibrosis está 

de aucerdo con otros trabajos, y sugiere la participación de las células de Kupffer bajo el estímulo 

de citocinas como TGFβ1 (54,129,131).  El incremento aislado de esta gelatinasa se acompañó de 

la degradación lenta de la MEC fibrótica, sugiriendo que probablemente se requiere la acción 

secuencial de las gelatinasas y las colagenasas para una degradación matricial más eficiente, 

estable y prolongada, dado que las proenzimas de las gelatinasas y las colagenasas forman un 

complejo proenzimático que estabiliza su unión a la colágena (130,132). 

 

Finalmente, el patrón de expresión de MMPs inducido en el hígado fibrótico tras la HP70% se 

caracterizó por el aumento de actividad de pro-MMP-9, sin mucha variación de MMP-2, sugiriendo 

la participación predominante de un tipo celular. De acuerdo con los modelos de resolución de 

fibrosis hepática, se ha sugerido que la MMP-9 es producida principalmente por las CEH, mientras 

que la expresión de MMP-2 sugiere la participación de las células de Kupffer (133), por lo que 

evaluamos la presencia de las CEH activadas en este modelo.  
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Se observó el aumento de las CEH activadas al final del periodo de inducción de la fibosis 

hepática, y persistieron activadas durante el periodo post-HP70%, sugiriendo su papel tanto en la 

progresión fibrótica como en la regeneración hepática en este modelo. Cabe señalar que, la 

presencia de las CEH activadas que acompañan a una regeneración hepática donde se observa la 

reducción de la MEC fibrótica, no concuerda con el papel predominantemente fibrogénico que se le 

ha atribuido a estas células.  Esto podría deberse al reemplazo de clonas de CEH activadas menos 

fibrogénicas (134,135), o a la participación de otras poblaciones celulares. En esta última 

consideración, los hepatocitos, las células de Kupffer y las células endoteliales sinusoidales, 

pueden jugar un papel clave ya que también sintetizan las MMPs y los TIMPs requeridos para la 

remodelación de la MEC fibrótica (66,67), y su contribución no se evaluó en el presente trabajo. 

Particularmente los hepatocitos cuentan con un gran potencial de degradación matricial (10,66), lo 

cual se ha confirmado en varios trabajos (136,137).  Además, su población celular y su potencial 

proliferativo sugieren una participación potencial en la remodelación de la MEC fibrótica durante el 

daño hepático crónico y la regeneración hepática (138). 

  

Cada vez existe más información de interacciones y procesos poco reconocidos para los 

hepatocitos, las CEH, las células de Kupffer, las células endoteliales sinusoidales e inclusive 

algunas células extrahepáticas con influencia hepática. Una explicación atractiva para los hallazgos 

en este modelo es la interacción entre los hepatocitos y las CEH a través de sistema de regulación 

de NGF y su receptor p75NTR. NGF es una neurotrofina producida por los hepatocitos en 

regeneración, cuyo receptor p75NTR se expresa en las CEH. Dicha interacción molecular es 

dinámica y se regula en función del exceso de la MEC y la regeneración hepática, habiendo una 

modulación recíproca entre la proliferación de hepatocitos y la activación de CEH, su potencial 

fibrogénico y apoptosis (68,69,139,). Finalmente, es posible que algunas citocinas como HGF, 

TGFβ1, VEGF, trombopoyetina y enzimas como la heparanasa puedan participar en este modelo, 

dado su efecto regulador de la remodelación de la MEC cirrótica y al mismo tiempo de la 

regeneración hepática (140-142). 

 

Con base en los resultados obtenidos, el presente estudio sugiere que el hígado fibrótico posee un 

metabolismo matricial dinámico y adaptativo. Esto se hace más evidente ante un estímulo 

regenerativo como la HP70%, donde se induce un nuevo equilibrio entre síntesis y degradación de 

los componentes matriciales, siendo posiblemente un mecanismo clave para la reorganización de 

la MEC fibrótica. En el modelo estudiado parece que las CEH activadas y una función mitocondrial 

preservada juegan un papel regulador principal, aunque no se puede excluir la participación de 

otras células y procesos con potencial de remodelación de la MEC fibrótica. 

Neevia docConverter 5.1



 52

XI.  CONCLUSIONES 
 
 
 

• La HP70% induce la regeneración del hígado con fibrosis de tipo inmunológico en la rata, 

pero su capacidad regenerativa es limitada en comparación con la del hígado sano. 

 

• La regeneración del hígado fibrótico, inducida por la HP70%, se acompañó de la reducción 

significativa de la MEC fibrótica, estimada a través del contenido de colágena y la 

determinación morfométrica del área de fibrosis.  

 

• El hígado fibrótico en regeneración mostró una fibrogénesis estimulada, que se caracterizó 

por el aumento de: 1) el RNAm de colágena tipo I, 2) la poza de prolina libre y 3) su 

incorporación a la proteína colagénica. 

 

• La HP70% indujo al mismo tiempo la estimulación de la actividad degradativa matricial, que 

se asoció a la expresión de MMP-2, proMMP-9, MMP-13 y a la reducción de los niveles de 

TIMP-1 y TIMP-2 en el hígado fibrótico. 
 

• Se sugiere que la HP70% indujo un equilibrio particular entre la síntesis y la degradación 

matricial, que condicionó un estimulo fibrogénico “no fibrosante”, que incluso favoreció la 

reducción de la MEC fibrótica.  
 

• Aunque la evidencia es indirecta, los datos sugieren la participación de una función 

mitocondrial conservada en el recambio metabólico de la colágena, así como el papel de las 

CEH activadas, tanto en la progresión fibrótica como en la proliferación hepatocelular, aunque 

el papel de otras poblaciones celulares no se puede excluir.  
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XIII.  PERSPECTIVAS 
 
 
 
 
 
Los resultados del presente trabajo contribuyen al mejor entendimiento de la remodelación de la 

MEC fibrótica ante un estímulo regenerativo. Sin embargo, las características cualitativas de la 

MEC o su influencia en el equilibrio tisular del hígado no se conocen bien.  

El estímulo fibrogénico “no fibrosante”, como resultado del equilibrio particular entre la síntesis y la 

degradación matricial, merece su estudio a través de otras estrategias de estimulación hepática, 

tanto en el hígado fibrótico como en el cirrótico. Esto permitiría establecer la participación de la 

función mitocondrial, el equilibrio de MMPs / TIMPs, las citocinas reguladoras y las principales 

poblaciones celulares implicadas, así como su interacción, en la remodelación de la MEC fibrótica y 

cirrótica.  Aunado al estudio de la regeneración hepática, dichos elementos de estudio encontrarían 

una aplicación potencial en procesos como la progresión fibrótica secundaria a daño hepático 

crónico, la carcinogénesis - metástasis hepáticas y la lesión por isquemia-reperfusión en el 

transplante de hígado. 
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