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I.RESUMEN. 

La cirrosis hepática es una fibrosis generalizada con formación de nódulos de regeneración, 
como resultado de una necrosis celular persistente, seguida del depósito de tejido conjuntivo, 
principalmente de colágena tipos 1 y 111 . En el tratamiento de la cirrosis hepática se han diseñado 
compuestos que pueden interferir o inhibir selectivamente el metabolismo de estas proteínas. · 

En nuestro laboratorio se inició el estudio del mebendazol como posible agente antifibrosante ya 
que tiene la capacidad de unirse a la tubulina inhibiendo la formación de microtúbulos, que son 
estructuras necesarias para la secreción y depósito de las colágenas. 

El tratamiento de la cirrosis hepática experimental, inducida con CCl4 mostró una disminución 
en la biosíntesis y contenido de colágenas, así corno una mejoría histológica en los hígados de las ratas 
tratadas con mebendazol. El tratamiento de pacientes con cirrosis hepática reveló: una disminución en 
la concentración de colágena en el hígado, mejoría histológica y del funcionamiento hepático en 
general. En cultivos de fibroblastos el tratamiento con rnebendazol provocó una acumulación 
intracelular de colágena, así corno una disminución de la proteína en la matriz extracclular. 

Los hepatocitos son los encargados de la mayor parte de las funciones que realiza el hígado, 
secretan una gran cantidad de proteínas y controlan la concentración de glucosa y lípidos en sangre. 
Con base en lo anterior se planteó corno objetivo estudiar el efecto del rnebendazol sobre la síntesis de 
proteínas (albúmina y transferrina) en cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas norn1ales y 
cirróticas. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que los hepatocitos obtenidos de 
ratas normales sintetizan mayor cantidad de proteínas totales que los hepatocitos obtenidos de ratas 
cirróticas tanto en la rnonocapa corno en el medio y que el rnebendazol no tiene un efecto sobre la 
morfología de los hepatocitos en cultivo ni sobre la síntesis de proteínas totales, de albúmina y de 
transferrina a concentraciones en las que sí se ha observado un efecto sobre fibroblastos y macrófagos. 
Por otro lado la secreción de albúmina y transferrina se incrementa en las células obtenidas a partir de 
hígados de ratas cirróticas. 

11. INTRODUCCIÓN. 

1) GENERALIDADES DE LA CIRROSIS HEPÁTICA. 

La cirrosis hepática es el principal problema de salud pública en muchos países (Martínez
Hernández, 1985), en los Estados Unidos de Norteamérica y otros países se han llevado a cabo estudios 
de mortalidad en los que se muestra que la cirrosis hepática es la 5ª causa de muerte en adultos entre 25 
y 64 afios. La cirrosis asociada con el abuso excesivo de alcohol es la más frecuente, por lo que el 
problema de alcoholismo crónico guarda una estrecha relación con la frecuencia de este tipo de cirrosis 
(Páez y Díaz de León,.1985). 

De manera general la cirrosis hepática es causada por un daño crónico al hígado que provoca 
una muerte celular persistente, lo cual genera un proceso cicatricial en el órgano, por lo que se 
depositan proteínas de la matriz extracelular (MEC) en el tejido hepático. 

Si el daño persiste, las proteínas de la MEC llegan a obstruir el paso de la sangre a través del 
órgano, generando una hipertensión, y la sangre empieza a formar nuevos conductos para mantener su 
flujo, las vías venosas colaterales se forman principalmente en el plexo esofágico, estas vías se 



flujo, las vías venosas colaterales se forman principalmente en el plexo esofágico, estas vías se 
sobrecargan y forman várices que pueden llegar a romperse y causar la muerte (Pácz y Díaz de León, 
1985). 

El aumento en la presión sinusoidal provoca un incremento en la formación de linfa dentro de 
la cavidad abdominal donde se pueden acumular varios litros de este líquido (Páez y Díaz de León, 
1985). 

La cirrosis hepática puede ser clasificada de acuerdo con la apariencia del hígado en 
rn.acronodular, micronodular y mixta. De manera general en la cirrosis macronodular se pueden 
observar nódulos de diferente tarnafio, pero la mayoría tiene más de 3 mm de diámetro y llegan a medir 
varios centímetros, mientras que en la cirrosis micronodular, los nódulos son menores de 3 mm de 
diámetro y son muy uniformes en tamafio. Se dice que hay cirrosis mixta cuando se presentan 
macronódulos y micronódulos con igual frecuencia (Schiff, 1993). 

Otras formas de clasificación de la cirrosis es de acuerdo a sus anomalías a nivel histológico y 
de acuerdo con el agente etiológico (Tabla 1) (Schiff, 1993; Páez y Díaz de León, 1985). 

TABLA t. Clasificación de la cirrosis hepática. 

CRITFR/O TIPO DE CIRROSIS 

HiStológico 

Etiológico 

Macronodular 
· · ·Micronodular 

'Mixta 

Portal 
Postnecrótica 
Posthepatítica 
Obstrucción biliar 
Obstrucción del flujo venoso 

Alcohólica 
Asociada con hemocromatosis 
Cicatrización postnecrótica 
Biliar 
Posthcpatítica 

2) LOS CAMBIOS QUE OCURREN EN EL HÍGADO DURANTE EL DESARROLLO 
DE LA CIRROSIS HEPÁTICA. 

A) El hígado normal. 
El hígado es la glándula mayor del cuerpo humano y está formado por 2 lóbulos principales y 2 

lóbulos secundarios, está cubierto por una delgada capa de tejido conjuntivo que penetra en la glándula 
y lo divide en lóbulos y \obulillos, dicha cápsula se denomina cápsula de Glisson (Leeson et al .• 1987). 

·Este órgano recibe sangre a través de la vena porta, de la cual, un 75 % es venosa y rica en azúcares y 
aminoácidos, pero es pobre en oxígeno, el cual llega al órgano en la sangre arterial por la arteria 
hepática que es un 25 o/o del total (Wheater et al., 1986). 

Las principales funciones del hígado son las siguientes: 
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a) Regula la concentración de glucosa en sangre. la cual puede ser almacenada en el órgano en 
forma de glucógeno el cual llega a constituir hasta un 6 % del volumen del órgano. en condiciones de 
ayuno. cuando las reservas de glucógeno se agotan. el hígado puede formar glucosa a partir de 
metabolitos no carbohidratos como el lactato. el glicerol y los aminoácidos por medio de la 
gluconeogénesis ( Stryer, 1988). 

b) Participa en el metabolismo de los lipidos, secreta la bilis que facilita la absorción y digestión 
de los lípidos, sintetiza ácidos grasos. los csterifica y los secreta en forma de lipoproteínas de muy baja 
densidad, que se encargan de transportar el triacilglicerol a otros tejidos, de manera que desempeña una 
parte integral en el metabolismo de las lipoproteínas plasmáticas (Mendoza et al., 1988). 

e) Participa en la síntesis de proteínas especializadas tales como fibrinógeno, albúmina y 
transferrina (Murray et al.. 1 992). 

d) Participa en la desintoxicación y eliminación de materias extrañas como bacterias. fármacos y 
otras sustancias nocivas (M urray et al.. 1992). 

e) Funciona como almacén de vitaminas y minerales (Murray et al., 1992). 

B) El hígado cirrótico. 
El hígado tiene una alta capacidad de regeneración, ya que si se le somete a un daño agudo o se 

aplica una hepatectomia hasta del 75 % del tejido, éste es capaz de regenerarse completamente y de 
mantener su arquitectura y las proporciones de los distintos componentes normales del órgano, sin 
embargo. es susceptible a ser afectado irreparablemente cuando se le somete a un daño crónico. En tal 
caso, el hígado sufre una acumulación progresiva de componentes de la MEC, a lo que se le conoce 
como fibrosis hepática (Martinez-Hernández et al., 1991 ). Cuando la fibrosis está asociada con una 
desorganización de la arquitectura debido a la formación de nódulos de regeneración con conexiones 
vasculares alteradas~ se le conoce como cirrosis que es generalmente considerado con10 el punto donde 
ya no se revierte la enfermedad crónica del hígado (Biagini y Ballardini, 1989). 

A nivel experin1cntal se han estudiado una serie de con1puestos que son capaces de inducir 
cirrosis hepática en animales, uno de los más usados es el CCl4 , cuyo efecto semeja el estado cirrótico 
de un hígado dañado por etanol en humanos, aunque el desarrollo de la enfermedad es diferente (Bosma 
et al., 1988). Usando este compuesto, Martínez-Hernández clasificó el desarrollo de la cirrosis hepática 
en tres estados de acuerdo con la apariencia morfológica del órgano, estos estados son: metamorfosis 
grasa (de 1 a 5 semanas de tratamiento), fibrosis septal (de 4 a 15 semanas de tratamiento) y cirro~is (de 
1 O a 30 semanas de tratamiento) (Martíncz-Hernández, 1985). 

Otra clasificación de la cirrosis fue propuesta por Greenwel, ésta se basa en el desarrollo 
fisiológico de la enfermedad y consta de 4 etapas, la prin1era llamada "respuesta muy temprana" en la 
que hay daño celular y degradación de la MEC, es probable que estos fenómenos provoquen la 
liberación de las citocinas y los factores de crecimiento que se encuentran en ella induciendo la 
activación de las células de Kupffer y la migración quimiotáctica de las células inflamatorias. En lu 
segunda etapa, llamada de "respuesta temprana", las células de Kupffer y las células inflamatorias 
reclutadas producen factores de crecimiento y citocinas en gran proporción y las células estelares se 
transfbrman en miofibroblastos probablemente en respuesta a la producción del factor de crecimiento 
transformante-13 (TGF-13). del factor de necrosis tumoral (TNF-cx) o del factor derivado de plaquetas 
(PDGF) a los cuales se les ha atribuido un papel en el proceso de transformación de las células estelares. 

En la etapa "de respuesta intenncdia" los rniofibroblastos se encargan de producir activamente 
citocinas y íactores de crecimiento., además de incrementar el depósito de componentes de la MEC., lo 
cual, lleva a la formación de una cicatriz en el hígado. En la última etapa ºde respuesta tardía" se forman 
grandes septos fibrosos de proteínas de la MEC, que carecen de células (Greenwel et al., 1994). 
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En la cirrosis hepática. el depósito excesivo y desorganizado de MEC es directamente 
responsable del desajuste de la función hepática. Entre los principales componentes de la MEC que se 
ven afectados se encuentran las colágenas, que en condiciones normales constituyen el 4 % en el hígado 
humano, y en la cirrosis llegan a constituir hasta un 1 O o/o de la proteína total hepática. mientras que en la 
rata solo 0.5 o/o es colágena en condiciones normales y llega a constituir el 2 o/o del total de proteína en 
la cirrosis experimental. Los tipos de colágena identificados en el hígado comprenden los tipos 1, 111, IV 
, V y Vi , de los cuales, los tipos 1 y lll son los más abundantes y en el hígado cirrótico se depositan 
alrededor de la vena y arteria hepáticas (Martincz -Hernández. 1985). 

A pesar de que el incremento en las colágenas se presenta invariablemente en el desarrollo de la 
cirrosis, no es la única alteración que tiene lugar en el hígado. Se ha observado que hay un aumento en 
la mayoría de las proteínas de la MEC en el espacio de Disse, que empieza con una acumulación inicial 
de fibronectina seguida por un depósito de colágenas tipos 111 y V. Conforme progresa la enfermedad 
hay un aumento de colágena tipo 1 que en los estados más tardíos se asocia con un depósito de 
undulina. elastina, colágena tipo IV , laminina (Burt, 1993) y tenascina (Van-Eyken et al., 1992), las 
cuales terminan por cerrar los espacios de la membrana basal fenestrada formando un verdadero capilar 
a lo largo del sinusoide hepático evitando el intercambio de moléculas entre los hepatocitos y la sangre 
(Martínez-Hernández, 1985). 

El depósito excesivo de colágenas puede deberse a un aumento en su síntesis, a una disminución 
en la degradación de las mismas o a ambos procesos. 

a) Aumento en la síntesis de proteínas de la MEC. 
En esta parte discutiremos las causas del aumento en la síntesis de proteínas de la MEC, las 

cuales podemos agrupar en dos categorías. 
1. Aumento en el número de células especializadas en la producción de proteínas de la MEC. 
2. Aumento en la producción de proteínas de la MEC por célula. 
Para abordar el primer punto es necesario primero hablar de los tipos celulares que se encuentran 

en el hígado y cual es la contribución de cada uno de ellos en la síntesis de la MEC, mientras que en el 
segundo punto se discutirá como se regula la síntesis de proteínas en las principales células productoras 
de colágena y el papel de los tipos celulares que participan de manera indirecta en el depósito de MEC. 

En el tejido hepático normal se encuentran varios tipos celulares, los cuales pueden ser 
clasificados como parenquimatosos, sinusoidales y una fracción menor de otros tipos celulares (Phillips 
et al., 1987). Las células parenquimatosas o hepatocitos que constituyen del 60 a 65 % del total de 
células del hígado y ocupan cerca del 80 o/o del volumen del órgano son los encargados de la 
funcionalidad hepática (Phillips et al., 1987). 

Las células sinusoidales son clasificadas en cuatro tipos: células endoteliales, células de Kupffer, 
células estelares y células Pit. 

La principal función de las células endoteliales es la de filtrar los fluidos que se intercambian 
entre el lumen sinusoidal y el espacio de Disse (Wisse et al., 1989). Las células de Kupffer son 
macrófagos residentes en el hígado y su función principal es la de proteger al órgano y mantenerlo libre 
de células viejas, de desechos celulares, parásitos, bacterias y productos de degradación de la fibrina 
(Wisse et al., 1989). Las células estelares tienen corno funciones principales el almacenamiento y 
metabolismo de la vitamina A, su capacidad biosintética incluye a las colágenas J, 111, IV, larninina y 
fibronectina (Weiner et al., 1990). Las células Pit tienen la capacidad de eliminar células tumorales y 
posiblemente células infectadas con virus (Wissc et al., 1989). 

Entre los otros tipos de células que se encuentran en el hígado tenemos a los fibroblastos, células 
de la sangre, células endoteliales de los vasos sanguíneos y células nerviosas. Es importante mencionar 
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que estos tipos celulares se encuentran en pequefias proporciones (excepto las células de la sangre) y que 
no son específicas del tejido hepático; sin embargo, en condiciones de fibrosis se ha reportado que los 
fibroblastos pueden aumentar y llegar a constituir una población importante en el desarrollo de 
enfermedad (Tuchweber et al., 1996). 

El conocer cual es el origen celular de las proteínas de matriz extracelular en el hígado ha sido un 
punto de gran discusión, ya que todas las células residentes en el hígado han mostrado la capacidad para 
producir uno o más componentes de Ja MEC in vitro o in vivo. Entre las pruebas que han sido más 
utilizadas tenemos las inmunohistoquímicas, las pruebas de marcaje isotópico in vivo o in vitro, los 
estudios metabólicos en cultivos de células residentes en el hígado, los estudios de hibridación in situ, 
etc.(Tabla 2). 

TABLA 2. Actividades biosintéticas de las células del hígado (Biagini y Ballardini, 1991). 

<"'é/11/11\ l1t#/:u1toc:ito~ c·t!111/(I.~ de cél11fa\ ntio/ibro- céluhn. ctH11/a\ tle 
/o'IJ tl11c·tos eslc,./an.~... bh1'/o-., e11dotelial1.'\. /\11pffi."r 

biliar<"\ 

- --- - - --------~ ----- --- -- - -- -- -- ~ . - - ------e v e v e v e 1· e v e v 
CcHágenas 
tipoI ·+ + + + + + + 

·tipoIII + + + + + + + 
tipo IV + + + + + + + + 
tipo V + + + 
tipo VI 

Fibroi1ecti11a + + + + + + 
Laniit1i11a + + + + + + + + 
Proteoglica- + + + + 
llOS 

Elasti11a + 
C- In vitro; V-In vivo 

Dado que los hepatocitos son las células que se encuentran en mayor proporc1on en el 
hígado, muchos estudios se han abocado a detectar cuales son las proteínas de la MEC que 
secreta el hepatocito y si la síntesis de proteínas de éste se ve afectada en la cirrosis hepática. 

A principios de la década de los 80's se asumía que en el hígado como en la mayoría de 
los tejidos, la colágena era sintetizada por fibroblastos exclusivamente o posiblemente por otro 
tipo de células mesenquimatosas, tales como las células estelares, en las que estudios 
morfológicos habían mostrado que contenían intracelularmente componentes de. la MEC. Sin 
embargo, en 1980 se demostró que clonas de células parenquimatosas en cultivo eran capaces de 
producir colágenas de Jos tipos I, III, IV y V que semejaban a las colágenas que anteriormente 
habían sido aisladas de hígado humano (Hata et al., 1980), lo cual sugería que los hepatocitos 
podrían ser importantes productores de colágenas en el hígado normal o en el' estado fibrót_ico. 
Posteriormente Diegelman et al. publicaron un artículo en el que utilizó técnicas 
inrnunohistoqufmicas para probar que los hepatocitos en cultivo primario producían colágenas de 
los tipos I, III y IV y la enzima prolil hidroxilasa (1983). En afias posteriores, se publicaron una 
serie de artículos que demuestran que los hepatocitos son capaces de sintetizar colágenas. Entre 

5 



los estudios irununohistoquímicos destacan los trabajos de Martínez-Hernández (1985), Malizia 
et al. (1987) y Tsutsumi et al. (1988). En el trabajo de Martínez-Hernández. se observó colágena 
tipo 1 y fibronectina en el retículo endoplasmático rugoso en los hepatocitos de rata en muestras 
de tejido, mientras que Malizia et al. mostraron que en biopsias de hígado humano los hepatocitos 
reaccionan intracelularmente con anticuerpos dirigidos contra colágena tipo 1 y Tsutsumi et al 
demostró que hepatocitos en cultivo obtenidos de hígado de rata, reaccionan intracelularmente 
con anticuerpos dirigidos contra prolil hidroxilasa y colágenas de los tipos 1, III y IV, siendo más 
evidente la tinción con el anticuerpo dirigido contra colágena tipo l. Entre los estudios 
bioquímicos destacan los de Hata et al.(1985), los de Chojkier (l 986), Chojkier y Brenner (1988) 
y los de Cerbón et al. (1989). En cultivos de hepatocitos de rata de 8 días con estudios de marcaje 
radiactivo (H3-Pro) y con la técnica de cromatografia de columna se determinó que la proporción 
de colágenas sintetizadas de los tipos 1, 111, IV y V es de 67:7:17:9, respectivamente (Hata et al., 
1985). En los estudios de Chojkier y Cerbón se concluye que los hepatocitos contribuyen al 
depósito de colágenas en el hígado normal hasta con un 80 % de la producción y que en un 
hígado cirrótico aumentan su producción pero contribuyen únicamente en un 50 %. 

En estudios de hibridación in situ se ha observado que solo las células sinusoidales son 
positivas a la presencia de las cadenas de procolágena a.1(1) (Pietrangelo et al, 1994), al(III) y 
a 1 (IV) (Nakatsukasa et al, 1990). Por otra parte, en otros estudios se ha observado que los 
hepatocitos presentan mensajeros para las cadenas a2(1) (Saber et al., 1983), al(l), al(III) 
(Geerts et al., 1993) y a 1 (IV) ( Maher y McGuire, 1990), que no son atribuibles a las células que 
pudieran estar como contaminantes. Sin embargo, en la mayoría de los estudios la presencia de 
mensajeros para los distintos tipos de colágena es muy débil comparada con la señal obtenida en 
las células estelares y no se ha observado un incremento en la presencia de genes para colágena 
en hepatpcitos obtenidos a partir de ratas cirróticas tratadas con CC14 (Milani et al., 1989) o a las 
que se les indujo cirrosis por ligación de los duetos biliares (Maher y McGuire, 1990). 

A pesar de la gran controversia que ha habido en torno a si los hepatocitos sintetizan 
colágena y cuales son los tipos de colágenas que éstos producen, es bien sabido que los 
principales productores de proteínas de la MEC son las células mesenquimatosas, entre las cuales 
están las células estelares, los miofibroblastos y los fibroblastos. Se ha sugerido que las células 
estelares, en el caso de la cirrosis hepática, proliferan ampliamente y se transforman en células 
tipo miofibroblasto, las cuales secretan mayor cantidad de proteínas de la MEC (Mak y Lieber, 
1988). Sin embargo, estudios más recientes han mostrado que las células estelares que mantienen 
su fenotipo también contribuyen al depósito excesivo de proteínas de la MEC en el modelo de 
cirrosis inducida por CC14 (Weiner et al, 1992). Por otro lado, los fibroblastos intersticiales que se 
encuentran en las proximidades de las paredes de las venas centrales, la cápsula de Glisson y los 
tractos portales también proliferan en zonas donde se depositan proteínas de la MEC en 
condiciones de cirrosis inducida por la ligación de los duetos biliares (Tuchweber et al, 1996) y 
por CCl4 (Nakatsukasa et al, 1990) 

b) Disminución en la degradación de las proteínas de la MEC. 
El aumento de la síntesis de proteínas no es suficiente para explicar el desarrollo de la 

enfermedad, ya que la matriz extracelular no es una estructura estática, sino que existe un 
constante recambio de sus componentes. 
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Para que se desarrolle Ja enfermedad, debe de existir un desequilibrio entre síntesis y 
degradación de proteínas de la MEC de manera que una disminución en la degradación de 
proteínas de la MEC es suficiente para explicar el aumento en colágena extracelular. 

Existen dos formas de degradación de las proteínas de Ja MEC. Una de ellas se lleva a 
cabo intracelulannente y participan en ella los lisosomas, el retículo endoplasmático y el aparato 
de Golgi. Se ha observado que más del 15 % de las moléculas de colágena recién sintetizadas 
pueden ser degradadas intracelularn1ente por Jo que Ja interrupción de esta vía podría incrementar 
Ja producción neta de colágena en un 15 % (Chojkier y Brenner, 1988). De esta manera, no se 
puede descartar la disminución de degradación intracelular de las proteínas de la MEC como la 
causa principal de la cirrosis hepática. La otra forma de degradación de proteínas de Ja MEC es 
extracelular y en ella las principales enzimas que participan pueden ser clasificadas en tres 
grupos: a) colagenasas intersticiales, las cuales degradan colágenas de los tipos 1 y 111; b) 
colagenasas tipo IV, las cuales degradan colágena desnaturalizada y colágenas de membrana 
basal ; y c) estromelisirias, las cuales tienen una especificidad más amplia por el substrato (Burt, 
1993). 

TABLA 3. Enzimas capaces de degradar Ja MEC, producidas por los distintos tipos 
celulares residentes del hígado y sus inhibidores (Greenwel et al., 1994). 

CEl,l'LAS ENZI1UAS INHIBIDORES DE 
ENZhlL-IS 

Células estelares 

Células de Kupffer 

Hepatocitos 

. · .. ·~: 

Colagenasa tipo 1 
Colagenasa tipo IV (72 kDa) 
Colagenasa tipo IV (95 kDa) 
Estromelisina 

Colagenasa tipo 
Colagenasa tipo IV (95 kDa) 

Estrornelisina 
Colagenasa tipo 1? 

TIMP-1 
cx2-macroglábulina 

En un hígado normal la colágena tipo I tiene una vida media de 30 días y la colágena tipo 
III de 15 días, en caso de cirrosis experimental inducida por CCl4 , la vida media de ambas 
colágenas decrece al 50 % pero solo se recambian las fibrillas pequeñas más externas que han 
sido depositadas recientemente, mientras que las moléculas de colágena depositadas en el centro 
de una fibra no se degradan debido a la presencia de una gran cantidad de enlaces covalentes intra 
e intercadenas como resultado de la acción de la lisil oxidasa (Greenwel et al., 1994). 

Estas colagenasas c~nforman la Familia de las rnetaloproteinasas de matriz y tienen las 
siguientes características: l) degradan al menos un componente de la MEC, 2) contienen iones de 
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zinc Y son inhibidas por agentes quelantes, 3) son secretadas en forma latente y requieren de 
activación para su actividad proteolítica, 4) son reguladas por Jos inhibidores tisulares de las 
metaloproteinasas (TIMPS) y por a.-2 macroglobulina, 5) contienen distintos dominios que son 
conservados entre varios miembros de la familia (Matrisian, 1990). 

En el hígado se ha observado que tanto los hepatocitos como las células de Ito y las 
células de Kupffer son capaces de sintetizar algún tipo de colagenasa, además de sus inhibidores 
(Tabla3). 

3) RUTAS DE SECRECIÓN DE PROTEÍNAS 

Hasta hace poco tiempo se pensó que la secreción de todas las proteínas se llevaba a cabo 
por la misma ruta, tanto aquellas proteínas que se depositan en el medio extracelular así como las 
que son integrales de membrana, sin embargo, ahora se sabe que existen diferencias en pasos 
individuales en la ruta de secreción de proteínas de un tipo celular a otro y aún dentro de la misma 
célula puede haber distintas rutas de secreción. Se ha clasificado a las células secretorias dentro de 
dos clases que son las llamadas células secretorias constitutivas y las células de secreción 
regulada. · 

Las células de secreción ·constitutiva son probablemente las más comunes e incluyen a los 
hepatocitos, fibroblastos, células musculares entre otras y se caracterizan por liberar sus proteínas 
recién sintetizadas al espacio extracelular en un tiempo relativamente corto y no se almacenan 
intracelularmente; además los productos se secretan en ausencia de un estímulo particular. 

A diferencia de las anteriores, las células de secreción regulada almacenan sus proteínas 
en vesículas secretorias durante días y se liberan de acuerdo con los niveles de mensajeros 
citoplasmáticos, ello sucede generalmente cuando aumentan los niveles de calcio intracelular. 
Una de las características morfológicas de estas vesículas secretorias es que el material dentro de 
la vesícula madura se condensa, para dar lugar a un núcleo denso y opaco a los electrones. 

Si bien se ha clasificado a las células dentro de estos dos tipos, es necesario mencionar 
que ambos tipos de secreción pueden coexistir dentro de la misma célula y se ha planteado un 
modelo en el que se menciona que en la ruta de secreción regulada, las vesículas llevan 
información blanco (targeting information) mientras que las vesículas de secreción constitutiva 
se liberan por medio de un flujo de volumen pasivo que no requiere de un estímulo externo. Esto 
llevó a la especulación acerca de la posible coexistencia de secreción polarizada y no polarizada 
dentro de una misma célula. De hecho, esta última hipótesis ha sido apoyada por varios estudios 
en células polarizadas tales como los hepatocitos, en donde se ha observado que existe una gran 
variedad de rutas de transporte de vesículas, mientras que en otras células tales como los 
fibroblastos no existe evidencia de secreción polarizada (Kelly, 1985). 

Los hepatocitos presentan al menos 3 tipos de superficies: 1) las apicales que se 
encuentran en contacto con el espacio de Disse, 2) las basolaterales que se encuentran en contacto 
con hepatocitos vecinos y 3) las superficies basales que se encuentran en contacto con los 
conductillos biliares, de manera que se encuentran en contacto con la sangre, y con la bilis, por 
ello presentan una gran variedad de rutas de transporte de vesículas (Fig. 1). 

Las proteínas se sintetizan en el retículo endoplasmático ruges:> y se dirigen hacia el 
aparato de Golgi (l); de este organclo, las proteínas de secreción y de membrana se secretan 
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directamente a la membrana sinusoidal (2), mientras que otras como la galactosiltransferasa se 
envían a los lisosomas (3). También, hay proteínas que se excretan a los canalículos biliares a 
partir de los lisosomas (4). Otras moléculas tales como la transferrina y la vasopresina son 
endocitadas (por endocitosis mediada por receptor) en la membrana sinusoidal y después de 
cumplir su función se envían nuevamente al exterior sobre la misma superficie (5). Otra ruta de 
transporte es la transcitosis en la que moléculas del sinusoide hepático. tales como receptores 
unidos a ligando (ejem. IgA) se transportan al canalículo biliar (6) o alternativamente hacia los 
lisosomas (7) (Nathanson y Boyer, 1994) 

s 

o o . o 

© 
...... 

: ... ·.':,· ,,, 

Fig. 1. Rutas de transporte de vesículas en los hepatocitos. RE significa retículo 
endoplasmático; G, aparato de Golgi; S, membrana sinusoidal; L. lisosornas; N. núcleo; BC, 
canalículo.biliar (Nathanson y Boyer, 1994). 

4) SISTEMAS DE CULTIVO DE HEPA TOCITOS. 

Uno de los sucesos más importantes en el desarrollo de la técnica de cultivo de 
hepatocitos fue sin duda el establecimiento de la técnica de aislamiento de hepatocitos intactos a 
partir de hígado de rata, la cual fue publicada por Berry y Friend en 1969, posteriormente Bissell 
publicó un artículo en el que reporta la técnica de cultivo de hepatocitos en rrionocapa no 
proliferante (Bissell et al., 1973). Las principales ventajas de esta técnica es el que se pueden 
realizar estudios de eventos metabólicos en poblaciones definidas de células que se pueden 
mantener en condiciones controladas durante largos períodos. Inicialmente los hepatocitos se 
sembraban sobre el plástico de la caja de cultivo (Bissell et al., 1973 ), sin embargo, dado que los 
hepatocitos in vivo se encuentran en contacto con una serie de moléculas de la MEC se decidió 
estudiar el efecto de estas moléculas sobre Ja capacidad funcional de los hepatocitos en cultivo y 
se observó que éstas son importantes al mantener sus características diferenciadas. Por otro lado, 
dado que los hepatocitos se encuentran en contacto con otras células se ha estudiado la 
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importancia de la interacción célula-célula sobre la capacidad funcional de los hepatocitos en 
cultivo y se ha llegado a la conclusión de que este tipo de interacción es importante para mantener 
a los hepatocitos diferenciados in vilro. Otro factor que ha mostrado ser importante en el 
mantenimiento de la funcionalidad de los hepatocitos en cultivo, es la f'orma de las células. 
Aunque estos factores están íntimrunente relacionados se tratarán a continuación de manera 
separada. 

5) INTERACCIÓN HEPATOCITO-MEC. 

La interacción célula-MEC es de vital importancia para que los hepatocitos mantengan su 
capacidad funcional. Se ha propuesto que la MEC tiene un efecto directo en la regulación génica 
del hepatocito, ya que existe una estrecha relación entre el núcleo de la célula y los componentes 
de la MEC vía receptores transmembranales tales como las integrinas. Los cultivos primarios de 
hepatocitos han sido utilizados para estudiar el efecto de la MEC sobre la difürenciación de las 
células, por lo que se han ensayado una serie de substratos para incrementar la capacidad 
funcional de los hepatocitos en cultivo. Entre los substratos que se utilizan se encuentran en 
primer lugar los componentes de la MEC. Otros substratos que se han utilizado son el matrigel, la 
biomatriz extraída del tumor Engelbreth-Holm-Swarm de ratón (EHS) y la biomatriz extraída 
directamente del hígado de la rata (Ponce y Rojkind, 1995). Cada uno de estos substratos ayuda a 
mantener dif'erenciados a los hepatocitos en mayor o menor grado, lo cual resalta la importancia 
de los receptores de inembrana en la transmisión de señales del medio extracelular al núcleo de la 
célula. 

Originalmente los hepatocitos eran sembrados directamente sobre el plástico de la caja de 
cultivo (Bissel et al., 1973), sin embargo, estos cultivo duraban poco tiempo y los hepatocitos 
eran reemplazados por células mesenquimatosas (Bissel et al., 1973; Tanaka et al., 1978) por lo 
que posteriormente se empezaron a utilizar substratos de proteínas obtenidas de la MEC para 
mantener la capacidad f'uncional de los hepatocitos. Entre las proteínas de la MEC que más se han 
empleado como substrato son la colágena tipo 1 seca o en forma de gel hidratado obtenida de 
fuentes comerciales o a partir de tendón de cola de rata. Estos substratos hasta el momento son 
los más runpliamente utilizados, dado que son relativrunente baratos y a que mejoran por mucho 
la morfología, adhesión y capacidad f'uncional de los hepatocitos en cultivo. Las células se 
extienden sobre estos substratos, restablecen una polaridad, adquieren f'orma poligonal por lo que 
semejan a las células del hígado in silu (Strom y Michalopoulos, 1982) aunque usualmente 
declinan en la transcripción de la mayoría de los mRNAs específicos de hígado pero no de los 
comunes a todas las células, además de que presentan un aumento en la síntesis de proteínas del 
citoesqueleto (Ben-ze'ev et al, 1988). Por ello, se ha estudiado el ef'ecto de substratos 
enriquecidos con proteínas y GAGs de la MEC sobre la capacidad funcional de los hepatocitos 
en cultivo. 

6) INTERACCIÓN CÉLULA-CÉLULA. 

Además del contacto que se establece entre el hepatocito y la MEC in vivo, el hepatocito 
mantiene un estrecho contacto con los hepatocitos vecinos y con otros tipos de células tales como 
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las células estelares, por lo que trunbién se ha aprovechado el sistema de cultivo celular para 
realizar estudios y conocer el e.fccto de las interacciones célula-célula sobre el mantenimiento de 
las características diferenciadas de los hepatocitos. 

Los resultados han mostrado que esta interacción es muy importante ya que se ha 
observado que cultivos de hepatocitos sembrados sobre colágena de cola de rata a bajas 
densidades proliferan en presencia de factores de crecimiento (Takehara et al., 1992) y elevan su 
producción de proteínas de citocsqueleto. al mismo tiempo. que disminuyen la producción de 
proteínas específicas de hepatocitos difCrcncindos. Sin embargo, cuando se cultivan a altas 
densidades donde la interacción célula-célula es muy estrecha. mantienen su producción de 
albúmina (Ben-Zeev et al.. l 988; Takehara et al., 1 992). 

Por otro lado se sabe que la mayoría de las células epiteliales necesitan de la interacción 
con componentes mesenquimatosos para crecer y diferenciarse. incluso se ha sugerido que el 
contacto de estas células con las venas centrales en el hígado dispara la expresión de enzimas 
tales como la gJutan1ino sintetasa y Ja ornitino an1inotransferasa, resultando en una expresión 
heterogénea de estas enzimas dentro del órgano. Dada la importancia de estas interacciones, se ha 
estudiado el efecto del contacto de los fibroblastos y las células estelares con los hepatocitos y se 
ha observado que estas células emiten proyecciones que establecen contacto con los hepatocitos 
en regiones cercanas a centriolos y ricas en microtúbulos (Rojkind et al., 1995), además. se ha 
observado que los cocultivos expresan Z0-1 que es una proteína asociada con uniones estrechas, 
la cual no se detecta en cultivos de hepatocitos solos (Loreal et al., 1993). 

Estos sistemas de cocultivo han mostrado que retienen funciones diferenciadas por largos 
periodos (Rojkind et al., 1995) y en el sistema de cocultivo de hepatocitos sobre una capa 
alimentadora de fibroblastos de la línea 3T3, éstos han mostrado que mantienen la expresión de 
funciones diferenciadas al menos durante 30 días (Kuri-Harcuch y Mendoza-Figueroa., 1989). 
Aunque los resultados descritos sugieren que existe un efecto del contacto célula-célula sobre el 
mantenimiento de las características diferenciadas, no conocemos hasta que grado, ya que los 
productos de secreción de las células trunbíén pueden tener un efecto sobre la diferenciación de 
los hepatocitos. 

7) IMPORTANCIA DE LA FORMA CELULAR 

La morfología de la célula refleja la organización de la estructura del citoesqueleto la cual 
es determinada parcialmente por los contactos con el medio externo. Como ya se mencionó, los 
hepatocitos establecen contacto tanto con la MEC como con las células vecinas, por lo que ambos 
tipos de contacto intervienen en la determinación de la forma celular. De igual manera la 
densidad a la que se siembra a los hepatocitos influye sobre su forma. Cuando los hepatocitos se 
siembran sobre un gel de biomatriz del tumor EHS, aunque éstos se adhieren en menor 
proporción comparados a los que son sembrados sobre colágena seca o en gel~ mantienen sus 
características diferenciadas por más tiempo y esto se debe a que el gel contiene otros 
componentes de la MEC tales como la lruninina, pero además las células se extienden menos y su 
forma es más esférica (Ben-Ze"ev et al., 1988). 

En otro estudio en el que a los cultivos de hepatocitos sembrados sobre colágena seca se 
les agregaron los componentes de bíomatriz de EHS en forma diluida, no se alteró la forma de la 
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célula pero si se indujo la expresión de albúmina por lo que se infiere que el efecto del gel EHS 
sobre los hepalocilos en cultivo es principalmente debido a sus componentes y no es efecto de la 
forma (Caron. 1990). Sin embargo. en otro sistema en el que se cultivó a los hepatocilos sobre un 
gel de colágena y posteriormente se le colocó encima otro gel de colágena, éstos no se aplanan 
tanto y reordenan su citoesqueleto semejando a la situación in vivo por lo menos durante 7 
semanas, además de que secretan albúmina y transferrina (Ezzell et al., 1993 ). 

8) EL PAPEL DEL CITOESQUELETO EN LA SECRECIÓN DE PROTEiNAS. 

El citoesquelelo es una compleja red de lilan~entos proteicos situados en el citoplasma de 
la célula y actúa como una estructura de soporte que interviene en el movimiento y organización 
interna. Entre sus principales componentes, se encuentran los microtúbulos, los filamentos de 
actina y los filamentos intermedios. además de muchas protelnas accesorias que unen a los 
filamentos entre si y con otros componentes celulares tales como la membrana plasmática 
(Alberts et al., 1994 ). 

Los microtúbulos son organelos protéicos presentes en casi todas las células eucariontes, 
se componen de subunidades ensambladas en estructuras tubulares con un diámetro promedio 
exterior de 24 nm y un largo indefinido. Estas estructuras son capaces de cambiar de longitud 
rápidamente ensamblando o desensamblando sus unidades protéicas denominadas tubulinas, son 
sensibles al frlo, a altas presiones hidrostáticas y a algunos agentes qulmicos especlficos tales 
como colchicina, vinblastina y mebendazol. Los microtúbulos pueden construir junto con otras 
protelnas, complejos de ensamble como el uso mitótico, centriolos, cilios, flagelos, axonemas. 
neurotúbulos e intervienen determinando la forma celular, movilidad de la célula, en el transporte 
intracelular, en el mantenimiento de las propiedades de superficie y en la arquitectura 
citoplásmica (Dustin, 1978). 

Como se mencionó, los microtúbulos están formados por tubulina, esta es una protelna 
dimérica, soluble en agua y está formada por la a-tubulina y la P-tubulina. cada una con un peso 
molecular de 50 kDa (Dustin. 1978). 

El papel de los microtúbulos en el transporte de vesículas corno es el caso de la 
endocilosis y de la exocitosis fue sugerida por Lacy et al. (1968), quienes propusieron que éstos 
juegan un papel en la actividad secretoria de las células B de los islotes de Langerhans de 
páncreas, ya que el tratamiento de estas células con agentes que alteran a los microtúbulos, 
inhiben la liberación de insulina. Posteriormente una serie de estudios demostraron que la 
integridad de los microtúbulos es necesaria para las actividades relacionadas con el movimiento 
de las veslculas (Bornsel el al., 1990). 

En varios tipos de fibroblastos se ha observado que los fánnacos que alteran la integridad 
de microtúbulos, tales como la colchicina, la vinblastina y el mebendazol inhiben la 
incorporación de 14C-Pro a las colágenas. Un efecto similar se observó en tendón de embriones 
y hueso craneal de pollo. donde la slntesis y secreción de procolágenas son inhibidas por 
colchicina. En las células de estos tejidos se encontró que estos fármacos provocan una alteración 
en el aparato de Golgi a concentraciones tan bajas como 1 o"" M (Dustin, 1978) . 

La inhibición de la acumulación de colágena por la colchicina, se ha observado también 
en la cirrosis hepática experimental inducida en ratas con telracloruro de carbono. 
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En las células del hígado la colchicina inhibe la secreción de proteínas de plasma tales 
como albúmina, protrombina, fibrinógeno y los factores de coagulación de la sangre V y VII, 
además de las lipoproteínas de muy baja densidad, las cuales quedan retenidas dentro de las 
células en las vesículas secretoras derivadas del aparato de Golgi (Reedman et al., 1975) (Dustin, 
1978). También se encontró que en células de hígado de ratón, la colchicina y la vinblastina 
inhiben la secreción de proteínas sintetizadas recientemente, lo cual hizo sugerir que los 
microtúbulos son necesarios para el transporte y excreción de vesículas, mientras que otros 
estudios mostraron que la lumicolchicina carecía de efecto sobre la secreción de estas células y 
que la colchicina actuaba solo a dosis elevadas (0.5 mg/IOOg de peso del cuerpo), lo cual hizo 
dudar sobre el efecto específico de la colchicina sobre los microtúbulos, (Dustin, 1978). Sin 
embargo, existe evidencia morfológica de que micelas de lipoproteinas que son segregadas del 
aparato de Golgi en vesículas, se encuentran estrechamente unidas a los microtúbulos. Además, 
el tratamiento de las células con colchicina o vinblastina resulta en un incremento de las micelas 
de Jipoproteínas en el aparato de Golgi (Gravela et al., 1977) . 

Otros estudios han n1ostrado que Ja colchicina es capaz de disminuir Ja secreción de 
colágenas en fragmentos de hígado aislados de ratas a las cuales se les indujo previan1ente 
cirrosis con tetracloruro de carbono, a diferencia de la colágena y la albúmina, la síntesis de 
transforrina no fue modificada por el tratamiento. Además de inter.ferir sobre la secreción de 
colágenas , la colchicina es capaz de estimular la producción de colagenasas in vitro (Rojkind y 
Kershenobich, 1975). 

Otros .fármacos con capacidad de inhibir Ja polimerización de microtúbulos son el 
nocodazol y el parbendazol, los cuales inhibieron Ja secreción de proteínas totales y de albúmina, 
así como de triacilglicerol a una concentración de 1 O µM en hepatocitos de rata recién aislados, a 
di.ferencia del mebendazol el cual no tuvo efecto sobre la secreción de proteínas a esa 
concentración (Bírkett et al., 1981 ). 

A pesar de las evidencias mencionadas acerca del papel de los microtúbulos en Ja 
secreción de proteínas.. existen otros estudios que sugieren que Ja secreción de proteínas es 
independiente del citoesqucleto (Virtanen, 1986), (Steward y Kenny, 1984). Inclusive otros 
estudios muestran que el mebendazol no solo no inhibe Ja secreción de proteinas, sino que en Jos 
islotes de páncreas es capaz de aumentar Ja liberación de insulina (Zawalich et al.. 1986). 

Esta serie de evidencias de que el citoesqueleto interviene en Ja secreción de proteínas y 
en el movimiento de organelos dentro de la célula, es apoyado por el descubrimiento de una serie 
de moléculas a las que se les ha dado el nombre de proteínas motor de microtúbulos ya que se ha 
sugerido que éstas pueden ser capaces de n1ovilizar estructuras subceJularcs tales como 
mitocondrias .. Jisoson1as .. retículo endoplásmico y vesículas tanto secretorias como endociticas a 
lo largo de los microtúbulos. 

A estas moléculas se les ha clasificado dentro de 3 tipos: a) las que mueven a los 
organelos hacia el extremo positivo de los microtúbulos (movimiento anterógrado ) b) las que son 
capaces de mover estructuras hacia el extremo negativo (movimiento retrógrado) y c) las que 
provocan que Jos microtúbulos se separen . Del primer tipo tenemos a la cinesina y a una serie de 
moléculas que presentan homología estructural con ésta, mientras que del segundo tipo se conoce 
solamente a la dineína y del tercer tipo se conoce a la dinamina. 
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La cinesina fue descubierta y purificada en 1985 (Vale et al., l 985a, d) a partir del 
axoplasma de calamar y se observó que tenía la propiedad de mover esferas de plástico sobre los 
microtúbulos (Vale et al .• 1985 a, d). 

La cinesina es una proteína de 2 cadenas pesadas de alrededor de 124 kDa y 2 cadenas 
ligeras de aproximadamente 64 kDa. 

Hasta hace poco tiempo se consideró a la cinesina como una proteína única y ampliamente 
distribuida, sin embargo. en los últimos afios se han descubierto una serie de moléculas que 
muestran cierta homología con la cadena pesada de la cinesina y se les ha llegado a colocar 
dentro de una familia donde todos los miembros tienen una región similar con un promedio de 
homología al dominio "motor" de la cinesina de alrededor del 40 %. 

Los miembros de la familia de la cadena pesada de la cinesina se muestran en la Tabla 4. 
De todos estos miembros solo la cinesina y la Eg5 han sido encontradas en vertebrados. mientras 
que solo en KAR3 y ncd se ha mostrado evidencia directa de su unión a microtúbulos. 

La dineína es un polipéptido de alrededor de 150 kDa y es otra proteína generadora de 
fuerza que también ha mostrado la capacidad de mover sustancias inertes. 

Se ha detectado dineína inmunoreactiva asociada a organelos con membrana, además es 
una proteína "motor .. que probablemente interviene en la mitosis, ya que se ha demostrado su 
presencia cerca del cinetocoro de cromosomas mitóticos mediante el uso de anticuerpos 
monoclonales. 

Del tercer tipo de proteínas "motor" de n1icrotúbulos la proteína más conocida es la 
dinamina que es una proteína de alrededor de 100 kDa que tiene la habilidad de provocar que los 
microtúbulos que se encuentran agrupados se separen unos de otros en presencia de GTP ya que 
posee actividad de GTPasa, por lo que se le ha colocado dentro de una familia nueva con 
capacidad de unión a GTP. 

Aunque la función de esta proteína no se conoce del todo, se sugiere que participa en el 
transporte de estructuras con membrana particularmente en neuronas, ya que es abundante en 
tejido neuronal (Bloom. 1992). 

111. ANTECEDENTES. 

Las patologías fibrosantes se caracterizan por un depósito excesivo de colágenas. lo que 
conduce a una alteración de la arquitectura del tejido. En la cirrosis hepática existe una 
desorganización del parénquima hepático por interconexión de fibras cicatriciales, formación de 
nódulos de regeneración y pérdida de la relación en la vascularización normal. 

Se han diseñado y estudiado fármacos que pueden interferir o inhibir selectivamente el 
metabolismo de las colágenas. respecto a su síntesis. secreción, maduración y degradación. Entre 
los fármacos utilizados se encuentran análogos de prolina. colchicina, vinblastina etc. 

Una de las estrategias más interesantes pera el tratamiento de la cirrosis hepática es la 
utilización de fármacos con propiedades antimicrotubulares ya que esta enfermedad es causada 
por el depósito excesivo de colágenas, que se debe en parte a la secreción aumentada de estas 
proteínas, las cuales requieren de un aparato microtubular intacto para su secreción . 

Uno de los primeros fármacos con propiedades antimicrotubulares que se han 
experimentado en el tratamiento de la cirrosis hepática fue la colchicina. la cual demostró su 
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TABLA 4. Propiedades de la cadena pesada de Ja cinesina y las proteínas relacionadas con 
esta proteína. 

PNOTEINA ·.·.· > ESPfiCIES}i'P/}~W;'!fy.~1'*''"-' 'UNIONA PROBABLE FUNC/ON 
~; , )'"":: .'.".~;';tJtf¿ili{Jf >MICROTÚDULOS 
~ ,e ~-- -s{~;t~,F--~~·~;?.{Á~~:~)f ;;sr~ .INVITRO 

CADENA PESADA 
. DELA CINESINA 

Drosophyla melanogaster 
(rnosca) 

si transporte de organelos 

UNC-104 

ncd(ca"<J; 

11od 

KAR3 

i . hirnC 

cut7 

EgS 

Loligopealeíi (calamar) 

Strongylocentrotus 
purpuratus (erizo de mar) 

D. 111elanogaster 

D. 111elanogaster 

D. nielanogaster 

Saccharo1nices ·cereviSiae 
(levadura) 

Aspergi/lus·nidulans 
(hongo)· 

Schizosaccharomyces 
po111be (hongo que se 
reproduce por fisión 

binaria 

Xenopus laevis (sapo) 
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si· 

si 

no detenninado 

'si 

no determinado 

si (in vivo) 

no determinado 

no determinado 

no determinado 

transporte de organelos 

transporte de or~anelos 

transporte de vesículas 
sinápticas 

disyunción en células 
germinales femeninas 

meióticas; mitosis 

como ncd pero solo para no 
intercambiar cromosomas 

fusión nuclear después de la 
cariogamia; mitosis 

formación del huso mitótico 
y su separación hacia los 

pofos 

formación del huso mitótico 
y su separación hacia los 

polos 

desconocida; potencialmente 
migración pronuclear o 

mitosis 



eficacia para mejorar el funcionamiento hepático y disminuir las posibilidades de muerte de 
pacientes tratados con este fármaco. Sin embargo, la colchicina presenta una serie -de efectos 
colaterales que incluyen: nausea, diarrea, dolor abdominal e inclusive alopecia, agranulocitosis, 
anemia aplástica, miopatía, azoospermia entre otros (Kershenobich, 1988). 

En este contexto se inició en nuestro laboratorio el estudio del mebendazol (MBZ) como 
posible agente antifibrosante, dado que tiene la capacidad de unirse a tubulina inhibiendo la 
formación de microtúbulos, se ha reportado inclusive que se une a estas estructuras con mayor 
afinidad que la colchicina (Laclette, 1980). . 

El MBZ es un fármaco que ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de 
enfermedades causadas por parásitos intestinales. Este fármaco no presenta efectos sobre el 
sistema nervioso central, ni efectos analgésicos, hipnóticos o anticonvulsivos (Van den Bossche 
et al., 1982) y se elimina rápidamente por vía fecal y urinaria (Keystone, 1979) 

La administración crónica del compuesto a ratas normales no reveló cambios en la 
biosíntesis y en contenido de colágenas en distintos órganos (Morales y Díaz de León, 1984) 
mientras que el tratamiento de la cirrosis hepática experimental en ratas inducida con CC14 , 

mostró una disminución en la biosíntesis y contenido de colágenas, así como una mejoría· 
histológica en hígado de ratas tratadas con MBZ. Además, la administración simultánea del 
compuesto y el agresor retardó el desarrollo de la cirrosis (Páez y Díaz de León, 1985). 

El tratamiento de pacientes con cirrosis hepática reveló una disminución en la 
concentración de colágena, mejoría histológica y del funcionamiento hepático en general 
(Ocampo y Díaz de León, 1984). 

El estudio del mecanismo de acción del fármaco se realizó sobre cultivos de fibroblastos y 
rnacrófagos. Se observó una acumulación intracelular de colágena tipo 1 y una disminución de 
ésta en la matriz extracelular de fibroblastos sometidos a diferentes concentraciones del 
compuesto (Soto et al., 1996). Los cultivos de fibroblastos incubados con medios condicionados 
de macrófagos expuestos a diferentes concentraciones de mebendazol mostraron un incremento 
de la actividad colagenolítica (Rosas y Díaz de León , 1988). 

Los hepatocitos son los encargados de la funcionalidad hepática, sintetizan una gran 
cantidad de proteínas de suero tales como albúmina y transferrina. constituyen el 90 % de la masa 
hepática aunque solo representan el 60 % del total de células hepáticas, son las únicas células de 
origen endodérmico que se encuentran en contacto con colágena tipo l. Se ha observado que los 
hepatocitos sintetizan distintos tipos de colágenas y se ha propuesto que contribuyen de manera 
significativa en la síntesis de colágenas tanto en condiciones normales corno en condiciones de 
cirrosis (Chojkier y Brenner, 1988). 

Dado que los hepatocitos contribuyen con la mayor proporción de biomasa en el hígado Y 
a que son los encargados de la funcionalidad hepática, sintetizan y secretan una gran cantidad de 

·proteínas tanto de matriz extracelular corno de suero y a que el mebendazol a mostrado ser eficaz 
al evitar la secreción de colágenas en cultivos de fibroblastos, se hizo necesario conocer el efecto 
de este fármaco sobre la síntesis de proteínas en cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de 
ratas normales y cirróticas. 
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IV. HIPÓTESIS. 

Dado que los pacientes mejoran al ser tratados con MBZ y a que los hepatocitos son los 
encargados de la funcionalidad hepática, entonces el MBZ ejerce su efecto inhibiendo la 
secreción de colágenas y activando colagenasas en fibroblastos pero sin afectar a los hepatocitos 
en su viabilidad y síntesis de proteínas tanto en los obtenidos de ratas normales como los de 
cirróticas. 

V. 08.JETIVOS. 

El objetivo principal del presente trabajo fue determinar el efecto del mebendazol sobre la 
síntesis de proteínas (albúmina y transferrina) de hepatocitos obtenidos de ratas normales y 
cirróticas. 

Los objetivos particulares fueron los siguientes: 
a) Realizar un estudio comparativo de la síntesis de proteínas (albúmina y transferrina) en 

cultivos primarios de hepatocitos derivados de hígados de ratas normales y cirróticas. 

b) Determinar el efecto de diferentes concentraciones de mebendazol (10-100 µg/ml) 
sobre la síntesis de proteínas (albúmina y transferrina) de cultivos de hepatocitos obténidos de 
hígados de ratas normales y cirróticas. 

VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

Los reactivos empleados se obtuvieron de fuentes comerciales y del mejor grado disponible. 
siendo en su mayoría de grado analítico. Los reactivos de uso frecuente tales corno sales fueron 
de la marca Merck. mientras que los ácidos y reactivos líquidos en general fueron de la marca 
Baker. El rnebendazol (rnetil N-5 (6) benzoil 1-2 benzirnidazolil-carbamato) fue donado por los 
laboratorios Janssen Pharmaceutic de México; el medio de cultivo Dulbeco's Modified Eagle 
Medium (DMEM) fue preparado a partir de aminoácidos de la marca Sigma. la mezcla de 
antibiótico-antimicótico (penicilina, estreptomicina y aníotericina B) se obtuvo de la misma 
marca, la Leu 3 H y la Pro 14C fueron obtenidas de Amersham. mientras que todos los reactivos 
de electroíoresis se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories. 

Inducción de la cirrosis hepática. 
La inducción de cirrosis hepática se llevó a cabo en ratas de la cepa Wistar de 6 semanas 

de edad como se describió anteriormente (Rojkind y Díaz de León, 1970), para ello se inyectó a 
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las ratas por vía intraperitoneal 0.2 mi de una solución de CCl4 en aceite de olivo en una dilución 
de 1-7. 3 veces por semana hasta lograr 1 O inyecciones. 

Para los cultivos de ratas normales se utilizó la misma cepa de ratas de 9 semanas de edad. 
Inicialmente se trabajó en colaboración con el grupo del Dr. Tomás Mendoza en el Laboratorio de 
Toxicología Hepática del Departamento de Farmacología del CINVESTAV del IPN. quienes 
tienen estandarizado un sistema de cultivo de hepatocitos (método 1) que consiste a grandes 
rasgos en lo siguiente: los hepatocitos se siembran sobre el plástico de cajas de cultivo de la 
marca Falcon a una densidad de 50000 cel/cm2 en presencia de medios DMEM condicionados 
por fibroblastos de la línea 3T3 y con 7 % de suero de ternera. 

Para definir las condiciones de marcaje se probaron dilerentes concentraciones de suero 
en medios normales y condicionados por células 3T3 y se midió la liberación de la 
deshidrogenasa láctica (LDH) acumulada durante 24 hrs. en cultivos de 24 y 48 hrs.(Tabla 5). Los 
resultados mostraron que el medio condicionado mantiene en mejores condiciones a los 
hepatocitos. además de que morlológicamente se observaron en buen estado aún a la menor 
concentración de suero. por lo que se decidió trabajar con medios condicionados con 1 o/o de 
suero. 

Con este sistema de cultivo se midió la incorporación de Leu 3 H a diferentes tiempos de 
cultivo, para lo cual 24 hrs. antes de recoger las muestras. se alimentó con medio que contenía JO 
µCi/ml de Leu 3 H. A estas muestras, de monocapa y de medio, se les determinó incorporación de 
marca radiactiva por precipitación con TCA y se realizaron electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 6 %, los cuales fueron tratados para autorradiografia. Además, se probaron 
diferentes concentraciones de MBZ en cultivos de hcpatocitos de 24 hrs. de sembrados, de cuyas 
muestras se aplicaron las técnicas anteriormente mencionadas, además de la prueba de liberación 
de LDH. 

Dado que los n1edios condicionados contienen fhctores que no conocemos9 decidimos 
estandarizar un sistema de cultivo de hepatocitos en el que pudieramos controlar los componentes 
del medio y evitar la desventaja de utilizar suero en el medio (lo cual no es posible si se utilizan 
medios condicionados por fibroblastos). Para este fin se evaluaron una serie de técnicas de 
aislamiento de hepatocitos hasta lograr una técnica propia. Posteriormente se procedió a 
estandarizar la técnica de cultivo de estas células, para ello, se ensayaron una serie de substratos, 
presencia o ausencia de suero bovino fetal (SBF) en el medio y diferentes densidades de siembra 
de hepatocitos y se midió adhesión celular y duración en cultivo (Acosta y Diaz de León, 1994) 

Cultivos celulares. 
En este punto se describe la técnica final de cultivo que se utilizó para el desarrollo de 

este trabajo. 
Se establecieron cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de hígados de ratas normales 

y cirróticas. 
Para el aislamiento de los hepatocitos se utilizó el método de Berry y Friend (1969 ) 

modificado por Seglen ( 1972) que consiste en lo siguiente: se perfundió el hígado de Ja rata in 
situ con una solución salina (que contenía glucosa 5.5 mM, NaCI 137 mM, KCI SO mM. 
Na2HP04 0.4 mM Tris-HCI 25 mM pH 7.4 y rojo de fenol al O.O! %.) a una velocidad de 10 
ml/rnin. durante 1 O minutos. mientras se retiró el hígado de la rata. Posteriormente. se hicieron 
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recircular a través del órgano una solución de colagenasa (1 mg/ml) disuelta en solución salina a 
una velocidad de 1 O ml/min durante 15 minutos. A continuación se disgregó el hígado en 
solución salina, se filtró y se dejaron sedimentar los hepatocitos durante 5 minutos, después de 
ello se retiró la solución salina y se agregó medio de cultivo en el que se resuspendieron las 
células para posteriormente medir la viabilidad con azul tripán. 

Para el cultivo de hepatocitos se utilizaron muestras con una viabilidad mayor del 80 % . 
Los hepatocitos fueron sembrados en medio de cultivo (DMEM) sobre cajas de cultivo de 60 x 
15 mm de la marca LUX cubiertas 10 µg de colágena tipo 1 por cm2 a una densidad de 50 000 
células por cm2 y en presencia de 1 O % de SBF de la marca HYCLONE, se les permitió adherir 
durante 2 hrs, después de lo cual se les hizo un cambio de medio para retirar las células que no se 
adhirieron. Posteriormente se realizaron cambios de medio cada 24 hrs, hasta el inicio del 
tratamiento. 

Experimentos preliminares. 
Para determinar la concentración adecuada de isótopo se desarrolló una curva de 

incorporación a diferentes concentraciones de los aminoácidos radiactivos en las proteínas de los 
hepatocitos, para lo cual se usaron cultivos de hepatocitos de 24 hrs, se incubaron durante 24 hrs. 
con los isótopos y se determinó incorporación de marca radiactiva por precipitación con TCA; 
p,ara 3H-Leu se utilizaron las concentraciones de I, 3, 5 y 10 µCi/ml de medio, mientras que para 

4 C-Pro se utilizaron las concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5 y 1 µCi/ml de medio. La incorporación 
de la marca aumentó de manera lineal conforme se incrementó su concentración (resultados no 
mostrados), por lo que se decidió utilizar 1 O µCi de 3H-Leu y 1 µCi de 14C-Pro en los 
experimentos posteriores. 

Incorporación de aminoácidos radiactivos en proteínas a diferentes tiempos de 
cultivo. 

Inicialmente se midió la incorporación de 3H-Leu y de 14C-Pro a diferentes tiempos de 
incubación, para lo cual, después de sembrar los hepatocitos, se les permitió la adhesión al 
substrato durante 2 horas en presencia de SBF; posteriormente se retiró el medio con SBF y se 
alimentó con medio sin SBF, media hora después se incubó con 10 µCi de 3 H-Leu/ml de medio, 
y se fueron colectando muestras a 6, 12, 18, 24 y 48 hrs. Se observó que la incorporación 
aumentó de manera lineal hasta las 48 hrs (resultados no mostrados), de manera que se decidió 
utilizar un tiempo de marcaje de 24 hrs. 

Para evaluar el efecto del suero sobre la integridad celular, se alimentaron los cultivos de 
24 hrs. de sembrado con diferentes concentraciones de SBF en el medio. Después de 24 hrs. se 
recogieron muestras de capa y medio y se midió la liberación de la deshidrogenasa láctica (LDH) 
·corno prueba de integridad celular, y se observó que los cultivos en ausencia de SBF liberaron 
menor cantidad de LDH que en presencia de suero (Fig. 9), por lo que se decidió utilizar el medio 
sin suero para llevar a cabo los experimentos de incorporación de marca radiactiva. 
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Síntesis de proteínas a dif'erentes tiempos de cultivo y a dif"crentcs concentraciones de 
MBZ. 

Para hacer un estudio comparativo de la síntesis de proteínas se realizaron experimentos· 
de marcaje con Leu 3 H 1 O µCi/n1l de medio y pro 14C 1 µCi/ml de medio a dif'erentes tiempos de 
cultivo (24, 48, 72 y 96 hrs.); para lo cual 24 hrs. antes de recoger las muestras tanto de capa 
como de medio. los cultivos se lavaron con medio sin suero. Después de ello, se agregó 
nuevamente medio sin suero en el que permanecieron durante 30 minutos, y posteriormente se 
agregó el aminoácido radiactivo en medio sin SBF. Para conocer el ef'ecto del rnebendazol sobre 
la síntesis de proteínas se utilizaron cultivos de 24 hrs; éstos se lavaron y se incubaron en 
ausencia de SBF 30 minutos antes de tratarlos con dif'erentes concentraciones de MBZ (O, 10, 20, 
30, 40, 50, 75 y 100 µg/ml de medio) y Leu 3 H o Pro 14 Ca las concentraciones ya mencionadas. 

Pruebas de integridad celular. 
Las pruebas de integridad celular se llevaron a cabo midiendo exclusión de azul tripán y 

liberación de LDH. 
La prueba de exclusión de azul tripán se aplicó para determinar la viabilidad inicial de los 

hepatocitos recién aislados en los que se mezcló la suspensión de hepatocitos con un volumen 
igual de solución de azul tripán al 0.04 %. A continuación se contaron las células teñidas y las 
que no incorporaron el colorante. También se utilizó para determinar la viabilidad de cultivos ya 
establecidos, para ello se retiró el medio de cultivo y se agregó el colorante a una concentración 
del 0.04 % y se contaron las células tefiidas y las que no incorporaron el colorante y a partir de 
estos datos se determinó el porcentaje de viabilidad. 

Para determinar Ja integridad de Ja membrana de las células se cuantificó la LOH tanto en 
capa como en medio con Ja técnica de Mitchell et al. (1980) que consistió en Jo siguiente: 
primero se preparó la solución amortiguadora de f'osf'atos (Na3 P04 1 M pH 7.4), en la que se 
prepararon las soluciones de NAOH .003 M y Ja de piruvato de sodio 0.011 M; además, se 
preparó una solución de dodecil sulfato de sodio (SOS) al 10 %. Las muestras a determinar (de 
capa y de medio) fueron centrifugadas a 10000 rpm durante 3 min, de éstas se tomaron alícuotas 
de 33.3 µI y se colocaron en tubos de ensayo en bafio de Maria (37 ºC), se les agregó 833.3 µI de. 
solución amortiguadora de f'osfatos y 67 µI de la solución de NAOH 0.003 M, posteriormente a 
cada tubo se le agregó 67 µl de la solución de piruvato de sodio .011 M, y se incubó durante 5 
minutos a 37 ºC. La incubación se terminó por adición de 100 µI de SDS al 10 % y se determinó 
la absorbencia a 340 nm en un espectof'otómetro OUR-65 de la marca BECKMAN siendo el 
blanco de reactivo agua destilada. Para comparar las lecturas se midió la absorbencia de un tubo 
al que se le agregó agua en lugar de Ja muestra (Te) y otro tubo al que se le agregó SOS al 10 % 
antes de agregar el piruvato de sodio (To). Para determinar las unidades de LDH en las muestras 
se les aplicó la siguiente fórmula: 

lJ de LOH =(To-Tro)(J 1)0 0000)0 ! 6) 
mi demedio 5 

En Ja que Tm es la absorbencia de cada muestra. 
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Cuantificación del DNA. 
La cuantificación de DNA se llevó a cabo utilizando el método de Labarca y Paigen 

(1979). El procedimiento es el siguiente: se colocaron 2800 µl de amoniguador de fosfatos (Na3 
P04 0.05 M, NaCI 2.0 M a pH 7.4) y se agregaron 200 µ1 de muestra hasta lograr un volumen de 
3 mi y el reactivo de Hoechst 33258 se utilizó a una concentración de 1 µg/ml. Se preparó el 
blanco de reactivo y contra éste se leyó en un fluorómetro Perkin-Elmer a 360 nm de excitación y 
a 460 nm de emisión. 

Para cuantificar las muestras problema se preparó una curva patrón en la que se utilizaron 
diferentes concentraciones de DNA de timo de ternera (0.1, 0.3, 0.5, 1 y 2 µg/ml) 

Determinación de número de células en los cultivos. 
Para determinar el número de células en los cultivos ya establecidos, las cajas se lavaron 

con verseno y se les agregó 500 µI de una solución de tripsina en verseno al 0.25 o/o y se 
resuspendieron en ésta, finalmente se les agregó 500 µI de medio con 10 % de suero y se contaron 
en un hemocitórnetro. 

Cuantificación de proteínas. 
Para la cuantificación de proteínas se utilizó el método de Bradford (1976) que consiste en 

lo siguiente: se elaboró una curva patrón en la que se colocaron direrentes concentraciones de 
albúmina sérica bovina desde O a 10 µg de albúmina por tubo y se agregó 1 mi de reactivo de 
Bradford a cada tubo, 2 µI de cada una de las diferentes muestras de la capa del cultivo se 
colocaron en tubos de ensaye y se les agregó el reactivo de Bradford y se leyó en un 
espectofotómetro DUR-65 de la marca BECKMAN a una A. de 595 nm. El reactivo de Bradford se 
preparó de la siguiente manera: se disolvieron 100 mg de Azul Brillante de Coomassie 0-250 en 
50 mi de etanol al 95 % y se les agregaron 100 mi de una solución de ácido fosfórico al 85 %; 
finalmente se aforó a 1 litro. 

Incorporación de marca radiactiva. 
Para Ja incorporación de marca radiactiva se utilizó el método de Peterkolsky y 

Diegelmann (1971) para ello primero se colocaron muestras de 100 µlen viales, posteriormente 
se les agregaron 25 µI de albúmina sérica bovina al 4 % , 80 µI de tris O.OS M con CaCl2 5mM a 
pH 7.4 y 115 µI de agua, se agitaron y se les agregaron 80 µI de una solución de ácido 
tricloroacético al 50 % y ácido tánico al 0.75 %, se agitaron nuevamente y se incubaron a 4 ºC 
durante 30 minutos y se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio previamente embebidos en 
solución de TCA al 8 % que contenía Leu 1 mg/ml. Las proteínas retenidas en el filtro se lavaron 
con TCA al 8 %; los filtros se colocaron en viales y se dejaron secar para posteriormente agregar 
2.5 mi de líquido de Bray y finalmente se les determinó la radiactividad incorporada en un 
contador de centelleo modelo LS 1 801 de la marca BECKMAN. 

Autorradiografias. 
Las autorradiografias se realizaron a panir de geles de poliacrilamida, los cuales se 

prepararon al 6 % o al 7.5 % en una cámara Mini-PROTEAN U de la marca BIORAD y fueron 
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teñidos con Azul de Coomasie. Posteriormente se prepararon para autorradiografia, tratándolos 
con mnplificador de la marca AMERSHAM durante media hora y se les secó en papel celofán 
dulce. Los geles se colocaron frente a pellculas Hyperfilm-MP de la marca AMERSHAM durante 
15 o 30 días y a -70 ºC, para marcaje con Pro 14C o Leu 3H, respectivamente. 

lnmunotransferencias. 
Para las inmunotransferencias las muestras se sometieron a electroforesis en gel de: 

poliacrilamida al 7.5 o/o en la cámara Mini-PROTEAN-11 de la marca BlORAD. Posteriormente, 
los geles fueron transferidos a papel de nitrocelulosa, para ello el papel se colocó frente al gel en 
una cámara de transferencia de la marca BIORAD en presencia de amortiguador de transferencia 
y se le aplicó corriente eléctrica a una intensidad de 200 mA durante 140 minutos. 

Al papel de nitrocelulosa se le trató de la siguiente manera: se le cubrió con una solución 
de leche al 3 o/o en PBS y se dejó incubando a 4ºC durante 15 hrs .. Terminado el tiempo se lavó 
con PBS 3 veces, cada una de 10 minutos, después se agregó el anticuerpo primario a una 
dilución de 1 :400 para albúmina o l: 100 para transferrina en una solución de leche al 1 o/o en PBS 
y se incubó 90 minutos a temperatura ambiente con agitación continua, posteriormente se lavó 1 
vez con una solución de PBS-Tween 20 al 0.3 o/o y 3 veces con PBS, cada lavado fue de 10 
minutos y en agitación continua. Luego se agregó el anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo 
acoplado a biotina) a una dilución 1:1000 en una solución de leche al 1 o/o en PBS y se incubó 
durante 90 minutos a temperatura ambiente, a continuación se lavó el papel de man<!ra similar u 
después de agregar el primer anticuerpo. Posteriormente se agregó avidina-peroxidasa a una 
dilución 1-1000 en una solución de leche al 1 o/o en PBS y se incubó durante 40 minutos, después 
de ello se lavó de la manera anteriormente mencionada y se detectaron las bandas 
inrnunoreactivas con una solución de 3,3 diaminobenzidin'I. al 0.05 % y H 2 0 2 al 0.02 %. 

Análisis estadístico. 
Los resultados se expresan como promedios de triplicados y su desviación estándar, 

excepto en las inmunotransferencias. Se aplicó la prueba de significancia de t de Students para 
evaluar las diferencias entre grupos, aceptando p<0.05 como el nivel de significancia. 

Vil. RESULTADOS 

Nosotros utilizamos 2 sistemas de cultivo de hepatocitos para evaluar el comportamiento 
de éstos y el efecto del mebendazol sobre la síntesis de proteínas. Presentamos primero los 
resultados obtenidos en uno de los sistemas de cultivo (el sistema que ya había sido 
cstandari'.l"..;.u .. lc.>). 

Resultados obtenidos con el método 1 
Para establecer las condiciones de marcaje se realizó un experimento en el que se 

comparó el medio normal con el medio condicionado, además de probar el efecto de diferentes 
concentraciones de suero en el medio y se observó tanto a nivel morfológico (no mostrado) como 
al medir la integridad celular (Tabla 5). que en el medio condicionado fue menor la liberación de 
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LDH que en el medio normal. Además, se observó que los cultivos se mantuvieron en buenas 
. condiciones con la mínima concentración de suero en el medio (I %), por ello se decidió utilizar 
medio condicionado para alimentar los cultivos y 1 o/o de suero para agregar el aminoácido 
radiactivo. 

TABLA 5. Actividad de la LDH en medios obtenidos de cultivos de hepatocitos 
sembrados en medios normal y condicionado en presencia de diferentes concentraciones de 
suero. 

,lFEI>IO {D!l#Eft'I) Z-24 HORAS 24-48 /JORAS 
UNIOAD/;;.<;/ml Dt~· UN/DAl>E .. "i/111/ DE 

• 1WEDIO 1HED/O 
NORMAL O% DE SUERO 
NORMAL 1 % DE SUERO 
NORMAL 3 % DE SUERO 
NORllfAL 7 % DE SUERO 

CONDICIONADO 1 % DE SUERO 
CONDICIO,VADO 2 % DE SUERO 
CONDICIONADO 3 % DE SUERO 
CONDICIONADO 7 % DE SUERO 

125±40 
265±52 
297±86 
300±18 
268±90 
330±54 
325±47 
271±39 

161±42 
170±18 
138±27 
136±22 
97±49 
74±10 
51±9 
55±7 

Para determinar el efecto del MBZ sobre la integridad de los cultivos se midió la 
liberación de la LDH en el medio de los cultivos y se observó que a las 48 hrs. la actividad de la 
enzima fue menor que a las 24 hrs. A las 24 hrs, se observó que el MBZ no tenía efecto a 
ninguna de las concentraciones ensayadas, sin embargo, en las concentraciones más altas se 
observó una ligera tendencia a disminuir la actividad de la enzima en el medio, mientras que a 
las 48 hrs. se observó una clara disminución en la actividad de la LDH en el medio conforme se 
aumentó la concentración del MBZ (Fig. 2). 

Para evaluar el comportruniento del cultivo en cuanto a síntesis y secreción de proteínas, 
se decidió incubar a los hepatocitos de diferentes tiempos de cultivo con aminoácidos radiactivos 
(3H-Leu) y se observó que los hepatocitos aumentan su actividad metabólica en cuanto a síntesis 
y secreción de proteínas conforme aumenta el tiempo de cultivo, siendo mayor la incorporación 
del aminoácido en la monocapa· que en el medio en todos los tiempos evaluados. Todos los 
tiempos fueron estadísticamente diferentes con respecto al primer día, tanto en la monocapa 
como en el medio (p< 0.05), en la monocapa se observó un incremento más pronunciado en las 
primeras 48 hrs. En el medio el incremento en la incorporación fue constante (Fig. 3A). En las 
autorradiografias de las muestras mencionadas (Fig. 3B) se observó un patrón electroforético 
que no se modificó a lo largo del tiempo en las muestras de la monocapa, mientras que en las de 
el medio se observó un incremento en la tinción de las bandas. De particular interés son las 
bandas que se observan entre los 65 y 80 kDa ya que éstas son las que corresponden al peso 
molecular de la albúmina y de la transferrina. Ambas bandas aumentaron de intensidad conforme 
incrementó el tiempo de cultivo. 

Para evaluar el efecto del MBZ se· decidió utilizar cultivos de 24 hrs. e incubar en 
presencia del fármaco durante 24 hrs. más, ya que a las 48 hrs de cultivo se observó la menor 
liberación de la LDH. 
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Fig. 2. Efecto del MBZ sobre la liberación de la LDH al medio en cultivos de hepatocitos 
mantenidos en las condiciones mencionadas para el método 1 (los hepatocitos fueron sembrados 
sobre el plástico de la caja de cultivo y alimentados con medios condicionados por células 3T3). 
Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (p<0.05) 

El efecto del MBZ se presenta en la Figura 4, donde se puede C?bservar que el compuesto 
carece de efecto en todas las concentraciones ensayadas y que la incorporación en capa en este 
tiempo es alrededor del doble de lo observado en el medio, lo cual concuerda con los 
experimentos anteriores. El patrón electroforético de las muestras mencionadas (Fig. 5) no 
mostró diferencias claras o alguna tendencia en la monocapa (A) o en el medio (B). 

Validación del sistema de cultivo implementado. 
Dado que los resultados obtenidos con el método 1 tienen el inconveniente de que se 

realizaron en presencia de suero al 1 % (que contiene albúmina y transferrina), además de que 
los medios con los que se alimentaron los cultivos contenían los productos de secreción de los 
fibroblastos, nosotros decidimos estandarizar un sistema de cultivo que no presentara estos 
inconvenientes y fuera más adecuado para alcanzar nuestros objetivos propuestos. 

Los cultivos de hepatocitos obtenidos con el método implementado fueron analizados 
evaluando su morfología, integridad celular, número celular y cantidad de DNA a diferentes 
tiempos de cultivo. Los resultados se presentan en la Figura 6, en la que se puede ver que los 
cultivos mantienen una viabilidad mayor al 95 % en todos los tiempos evaluados, la liberación de 
la LDH al medio fue menor al 20 % con respecto a la cantidad de la enzima en la monocapa , lo 

24 



A 

18 [ 

16 

¡ 1 

1 :: ~ 
! 10 ¡... ., ! 

8 .... - :t ~ o -M 

l u :1 
o 

B 

24 48 72 

TIEMPO (HORAS) 

-
-

1 2 3 4 1 

MOH~APAJ 
MEDIO 

1 
-/ 

96 

·- --- --3 4 

200 

116 
9'7.4 

66.2 

45 

Fig. 3. Incorporación de 3 H-Leu en proteínas de cultivos de hepatoeitos mantenidos en las 
condiciones del método 1 durante diferentes tiempos. Los cultivos se incubaron con el aminoácido 
radiactivo 24 hrs. antes de obtener las muestras. A) Incorporación de 3H-Leu en proteínas 
precipitables con TCA. B) Fluorografias de las muestras ya mencionadas; 1) 24 hrs.; 2) 48 hrs.; 3) 72 
hrs.; 4) 96 hrs. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (p<0.05) 
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Fig. 4. Efecto del MBZ sobre la incorporación de 3 H-Leu en proteínas precipitables con TCA de 
hepatocitos obtenidos de rata normal y cultivados en presencia de diferentes concentraciones de 
MBZ (µg/ml) en las condiciones mencionadas para el método l. 

cual indica que se mantuvieron en buen estado, sin embargo, a las 48 hrs. la cantidad de la LDH 
füe menor comparada con los otros tiempos. El número celular se mantuvo casi constante al 
menos durante 48 hrs. y de manera similar la concentración de DNA también se mantuvo hasta 
las 72 hrs. 

La morfología de los cultivos de hepatocitos normales se puede observar en la Figura 7 y 
la de los hepatocitos obtenidos de hígado cirrótico en la Figura 8,. En estos cultivos los 
hepatocitos presentan la típica morfología poligonal, forman una monocapa continua y se 
encuentran bien extendidos cubriendo el total de la caja de cultivo con escasas zonas que carecen 
de células. 

Los hepatocitos derivados a partir de ratas cirróticas presentan una mayor cantidad de 
gn\nulos dentro del citoplasma que los hepatocitos obtenidos a partir de ratas normales; además, 
se observa mayor cantidad de espacios intercelulares, los cuales son también de mayor tamaño en 
los cultivos obtenidos a partir de ratas cirróticas. 

Slntesis de prote(nas a diferentes tiempos de cultivo. 
Para conocer la capacidad biosintética de los cultivos de hepatocitos, se llevaron a cabo 

experimentos de marcaje con isótopos radiactivos (31-1-Leu y 14C-Pro), de los cuales se dieron 
pulsos de 24 hrs. en cultivos de diferentes tiempos. Los resultados se muestran en la figura 10 en 
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Fig. 5 Autorradiografias de las muestras de monocapa (A) y medio (B) obtenidas de cultivos de 
hepatocitos de rata normal y mantenidos en presencia de diferentes concentraciones de MBZ 
(µg/ml) en las condiciones mencionadas para el método l . 
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Fig. 6. Parámetros de integridad celular a diferentes tiempos de cultivo. A) Porcentaje de 
viabilidad calculada por medio de la técnica de exclusión de azul tripán; B) unidades de la LDH 
calculadas tanto en la monocapa como en el medio de cultivo; C) número de células por caja de 
cultivo; D) cantidad de DNA por caja de cultivo. Los asteriscos indican diferencias significativas 
con respecto al control (p<0.05) 
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Fig. 7. Micrografias de hepatocitos obtenidos a partir de ratas normales, cultivados con la técnica 
implementada y mantenidos durante diferentes tiempos. Los hepatocitos fueron fotografiados 
con una cámara Vivitar modelo M-1 y se muestran amplificados 685 veces. A) 48 hrs.; B) 72 
hrs.; C) 96 hrs. 
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Fig. 8. Micrografías de hepatocitos obtenidos a partir de ratas cirróticas cultivados con la técnica 
implementada y mantenidos durante diferentes tiempos. Los hepatocitos fueron fotografiados 
con una cátnara Vivitar modelo M-1 y se muestran amplificados 549 veces A) 24 hrs.; B) 48 
hrs.; C) 72 hrs.; D) 96 hrs. 
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Fig. 9. Liberación de la LDH en cultivos de hepatocitos de 48 hrs a los que se les cultivó en 
presencia de diferentes concentraciones de SBF, en las condiciones del método implementado. 
Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control (p<0.05) 

las que podemos ver que la incorporación de 3 H-Leu (Fig., IOA) en la monocapa aumenta 
conforme se incrementa el tiempo de cultivo, siendo la mayor incorporación a las 72 hrs. en 
hepatocitos normales, la cual representa un 169 % con respecto al control, mientras que a las 96 
hrs., disminuye ligeramente. En los hepatocitos obtenidos de ratas cirróticas, la incorporación de 
aminoácidos aumenta en la monocapa con el tiempo de cultivo, siendo el mayor a las 96 hrs., lo 
cual corresponde a un 1 04 %. Es necesario mencionar que cada uno de los tiempos fue 
estadísticamente diferente con respecto a los valores obtenidos a las 24 hrs. tanto en hepatocitos 
obtenidos de ratas normales como de ratas cirróticas. La incorporación del aminoácido en el 
medio no se modificó de manera significativa con el tiempo de cultivo. 

En las muestras obtenidas tanto de monocapa como de medio, la incorporación fue mayor 
en cultivos de rata normal, siendo más pronunciada la diferencia en la rnonocapa a las 72 hrs. de 
cultivo, donde la incorporación del aminoácido de las muestras obtenidas de ratas cirróticas 
representan un 63.5 º/o de las obtenidas de rata normal. 

Para evaluar la posible síntesis de prote.ínas colagénicas se utilizó 14C-Pro ya que las 
colágenas tienen un alto contenido de este aminoácido. Los resultados se presentan en la Figura 
JOB, en la que se observa que Jos cultivos cirróticos incorporaron 14C-Pro en mayor proporción 
que los normales, excepto en la monocapa a los ·tiempos de 72 hrs. donde la incor¡)oración fue 
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Fig. 10. Incorporación de 3H-Leu (A) y 14C-Pro (B) en protelnas precipitables con TCA de 
hepatocitos cultivados durante diferentes tiempos e incubados con el aminoácido radiactivo 24 hrs. 
antes de la obtención de las muestras. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al 
control (p<0.05). @· Monocapa y v medio de cultivos de hepatocitos obtenidos a partir de ratas 
normales: e monocapa y Y medio de cultivos de hepatocitos obtenidos a partir de ratas cirróticas. 
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Fig. J J. Autorradiografias de electroforesis cuyos geles fueron cargados con muestras obtenidas 
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14
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horas antes de la obtención de las muestras de monocapa (A) y medio de cultivo (B). Carriles 1) 
24 hrs.; 2) 48 hrs.; 3) 72 hrs.; 4) 96 hrs. 
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Fig. 12. Irununotransferencia de muestras de medio de cultivos de hepatocitos obtenidos de ratas 
normales y cirróticas a las que se les reveló con un anticuerpo antialbúmina (A) y la 
densitometría de la banda más intensa (B). Las muestras fueron obtenidas de cultivos de 
diferentes tiempos. 1) 24 hrs.; 2) 48 hrs.; 3) 72 hrs.; 4) 96 hrs. 
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Fig. 13. lrununotransferencia de muestras de medio de cultivos d= hepatocitos obtenidos de ratas 
normales y cirróticas a los que se les reveló con un anticuerpo anti~sferrina (A) y la densitometria 
de la banda más intensa (B). Las muestras fueron obtenidas de cultiiv-os de diferentes tiempos. 1) 24 
hrs.; 2) 48 hrs.; 3) 72 hrs. y 4) 96 hrs. 
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semejante y a las 96 hrs. en la que los cultivos obtenidos a partir de ratas cirróticas tuvieron una 
menor incorporación. 

En el medio obtenido de ratas normales la incorporación disminuyó un 17 o/o hasta las 72 
hrs .• mientras que a las 96 hrs. la incorporación aumentó ligeramente ( 15 %) con respecto al 
primer día. En la electroforesis del medio obtenido de ratas cirróticas la incorporación disminuyó 
a las 48 y 72 hrs., alcanzando un 29 o/o, y finalmente se recuperó a las 96 hrs., donde alcanzó 
valores un 1 O o/o mayores a los obtenidos en las primeras 24 hrs. El patrón electroforético 
correspondiente a las muestras mencionadas se presenta en la Figura 11, en la que se puede 
observar que en la monocapa (A) se mantuvo el mismo patrón a los distintos tiempos de cultivo, 
y que tampoco cambiaron al comparar entre hepatocitos obtenidos de ratas normales y cirróticas. 
En el medio en la región entre l 70 y 190 kDa se pueden observar dos bandas que disminuyen 
conforme aumenta el tiempo de cultivo , mientras que en la región de más de 200 kDa se observa 
una banda que se incrementa conforme avanza el tiempo de cultivo. De particular interés para 
nuestro estudio, son las bandas que se encuentran en la zona entre 60 y 80 kDa, ya que el peso 
molecular de la albúmina es de 68 kDa mientras que el de la transferrina es de 80 kDa, en esta 
zona se observan 2 bandas muy intensas que posiblemente corresponden a las proteínas antes 
mencionadas. 

Para conocer específicamente la secreción de albúmina y de transferrína se realizaron 
inmunotransf'erencias, las cuales fueron reveladas con anticuerpos antialbúmina (Fig. 12) y 
antitransferrina (Fig. 13 ). 

Fig. 14. Micrografias de hepatocitos obtenidos a partir de ratas normales amplificados 685 veces. A) 
Cultivos de 48 horas; B) cultivos de 48 hrs. tratados con 100 µg de MBZ en las 24 hrs. previas. 
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Fig. 15. Micrografias de hepatocitos obtenidos a partir de ratas cirróticas amplificados 549 
veces. A) cultivos de 48 hrs.; B) cultivos de 48 hrs. tratados con 100 µg de MBZ en las 24 hrs. 
previas. 

Las irununotransferencias antialbúmina y su respectivo análisis densitométrico (Fig 12) 
revelaron que los hepatocitos obtenidos de ratas cirróticas secretan tUJa mayor proporción de 
albúmina inicialmente, sin embargo, conforme avanza el tiempo de cultivo disminuyen 
paulatinamente la secreción de la proteína a niveles menores que Jos hepatocitos nonnaJni, 
alcanzando un decremento del 59 %. A diferencia de Jos hepatocitos cirróticos, l.,. hepatocitos 
normales, mantuvieron de manera constante su secreción de albúmina hasta las 72 hn. 
Posteriormente se observa un incremento del 28 %. 

La secreción de transfenina (Fig. 13) también fue mayor en Jos cultivos derivadOll de 
ratas cirróticas con respecto a las normales, aunque en las primeras 48 hn. disminuyó un 22 % 
alcanzando valores semejantes y posteriormente Ja secreción disminuye ligeramente. En las 
muestras obtenidas de cultivos derivados de ratas nonnales, se observó una mayor secreción a las 
48 hrs de cultivo y disminuyó ligeramente a las 96 hrs. 

Ef'eeto del mebendazol. 
Antes de realizar Jos experimentos de incorporación de marca :radiactiva, se incubó a Jos 

hepatocitos de 24 hrs. en presencia de diferentes concentraciones de MBZ y no se observó efi:cto 
del f&rmaco sobre Ja morfología de Jos cultivos de hepatocitos obtenidos de ratas normales (Fig. 
14) o de cirróticas (Fig. 15). 

Para conocer el efecto del MBZ sobre Ja sfntesis de pn>tcfnas de los bepatocitos. se 
llevaron a cabo experhnentos de incorporación de aminoácidos radiactivos en protdnas totales. 
elcctrof"oresis y las autorradiografias de Jos geles. 
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La incorporación de aminoácidos radiactivos se presenta en la Figura 16, en la que se 
puede observar que la incorporación de 3H-Leu · en hepatocitos normales no se afectó por el 
MBZ ni en la monocapa ni en el medio, siendo la concentración de 50 µg/ml la única 
concentración del fármaco que alcanzó una diferencia significativa, sin embargo, en la 
monocapa., en esta concentración, la incorporación también se incrementó con respecto a los 
demás valores de la monocapa. 

Para conocer si podía determinarse una diferencia en cuanto a síntesis de proteínas en la 
cirrosis hepática, se hizo el mismo experimento con hepatocitos obtenidos de ratas cirróticas y se 
observó una disminución en la incorporación de 3H-Leu del 35 o/o con respecto a los normales 
tanto en la monocapa como en el medio. Por otro lado la incorporación de marca no se modificó 
por el efecto del mebendazol ni en la monocapa ni en el medio. 

Para conocer el efecto del MBZ sobre la síntesis de proteínas que se incrementan en la 
cirrosis hepática, tales como las colágenas, se utilizó 14C-Pro para ver si la incorporación 
selectiva se modifica en caso de cirrosis hepática, y se observó que en ambos cultivos existe un 
comportamiento similar con una tendencia a disminuir la incorporación en proteínas de la 
monocapa conforme aumenta la conce_ntración del fármaco, sin embargo, esta diferencia no fue 
significativa. Por otro lado, los hepatocitos obtenidos de ratas cirróticas mostraron un incremento 
del 7 % en la incorporación de 14C-Pro en la n•onocapa mientras que en el medio se observó un 
aumento del 15 %, lo cual sugiere que existe una mayor producción de colágenas en los 
hepatocitos obtenidos de ratas cirróticas. Para detectar las posibles bandas de colágenas, se 
hicieron autorradiografías de estas n•uestras y se observó que no existen diferencias claras entre 
las diferentes concentraciones de MBZ en las bandas, ya sea en cultivos normales (Fig. 17) o 
cirróticos (Fig. 1 8), tanto en la monocapa (A) como en el medio (B). Sin embargo, al comparar 
las bandas en las autorradiografias de medios de cultivos de hepatocitos obtenidos a aprtir de 
ratas normales normales y cirróticas, no se observaron diferencias claras entre ambas muestras. 
Para determinar el efecto del mebendazol sobre la secreción de las proteínas albúmina y 
transferrina, se hicieron inrnunotransferencias de las muestras ya mencionadas y se revelaron con 
anticuerpos antialbúmina (Figs. 19 y 20) y antitransferrina (Figs. 21 y 22) de muestras obtenidas 
a partir de ratas normales (Figs. 19 y 21) y cirróticas (Figs. 20 y 22). 

En la figura 19 podemos ver el efecto de diferentes concentraciones de MBZ sobre la 
secreción de albúmina en hepatocitos normales. En la inmunotransferencia (A) se observa que no 
existen diferencias a las distintas concentraciones de MBZ ensayadas, esta observación se 
confirmó al realizar un análisis densitométrico (B). Se obtuvieron resultados similares en los 
hepatocitos obtenidos a partir de ratas cirróticas (Fig. 20). 
En la Figura 21 se observa el efecto del MBZ sobre la secreción de transferrina en hepatocitos 
obtenidos a partir de ratas normales y en la Figura 22 en hepatocitos obtenidos a partir de ratas 
cirróticas, en ambas figuras se observa que el MBZ no tuvo ningún de efecto sobre la secreción 
de transferrina. 
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Fig_ 16. Incorporación de 3H-Leu (A y C) y 14C-Pro (By D) en proteínas precipitables con TCA 
obtenidas de cultivos de hepatocitos de ratas normales (A y B) o cirróticas (C y D). Los cultivos 
fueron incubados con el aminoácido radiactivo 24 hrs. antes de obtener las muestras. Los asteriscos 
indican diferencias significativas con respecto al control (p<0.05) 
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Fig. 1 7. Autorradiografias de electroforesis cuyos geles fueron cargados con muestras obtenidas a 
partir de cultivos de hepatocitos de ratas normales. los cuales fueron incubados con diferentes 
concentraciones de MBZ y 14C-Pro. 24 hrs. antes de la obtención de las muestras. A) Monocapa; B) 
medio de cultivo. 
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Fig. 19. lnmunotransferencia (A) de muestras de medio de cultivos de hepatocitos obtenidQs de ratas 
nonnales y tratados con diferentes concentraciones de MBZ. La inmunotransferencia fue revelada con 
un anticuerpo antialbúmina y a la banda de mayor intensidad se realizó análisis densitométrico (B). 
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Fig. 20. Inmunotransforencia (A) de muestras de medio de cultivos de hepatocitos obtenidos de rata 
cirrótica y tratados con dif"erentes concentraciones de MBZ. La inmunotransf"erencia fue revelada con 
un anticuerpo antialbúmina y a la banda de mayor intensidad se le realizó análisis densitométrico (B). 
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Fig. 21. Inrnunotransf"erencia (A) de muestras de medio de cultivos de hepatocitos obtenidos de ratas 
normales y tratados con diferentes concentraciones de MBZ. La inmunotransferencia fue revelada con 
un anticuerpo antitransferrina y a la banda de mayor intensidad se le realizó análisis densitométrico 
(B). 
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Fig. 22. Inmunotransferencia (A) de muestras de medio de cultivos de hepatocitos obtenidos de ratas 
cirróticas y tratados con diíerentes concentraciones de MBZ. La inmunotransferencia f"ue revelada con 
un anticuerpo antitransíerrina. y a la banda de mayor intensidad se le realizó análisis densitométrico 
(B). 
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VIII. DISCUSIÓN. 

Los hepatocitos dentro del hígado mantienen un estrecho contacto tanto con componentes 
de la MEC como con otras células, ya sean hepatocitos u otros tipos celulares residentes en el 
órgano. Se ha propuesto que estos contactos influyen sobre los hepatocitos modulando su 
expresión de proteínas (Kuo, 1991). 

El hepatocito es una célula de tipo epitelial que se encuentra en contacto con la colágena 
1 (Martínez, 1985) y varios estudios han mostrado que se requiere de esta proteína como 
substrato para mantener a los hepatocitos en cultivo en buen estado, al menos durante tiempos 
cortos mejorando por n1ucho la adhesión comparado con el plástico de la caja de cultivo (Acosta 
y Díaz de León, 1994;Strom y Michalopoulos, 1982). Varios estudios han mostrado que otras 
moléculas son importantes para mantener a los hepatocitos en cultivo en buen estado incluso 
durante meses. Entre los substratos más comllnes se encuentran el matrigel (obtenido a partir del 
tumor engelbret-Holm-Swarm), las biomatrices obtenidas a partir de hígados o de páncreas 
(Ponce et al.. 1981) y los cocultivos, donde se siembra a los hepatocitos sobre una monocapa de 
células de tipo n1esenquimatoso principalmente (Loreal et al., 1993; Rojkind et al., 1995). 

En los cultivos sobre matrigel se facilitan los contactos con la MEC, sin embargo, se 
dificultan los contactos célula-célula, ya que se obtiene una adhesión pobre comparada con un 
substrato de colágena. En el sistema de cocultivo se facilitan las interacciones célula-célula 
además de las interacciones célula-MEC (Loreal et al., 1993 y Rojkind et al., 1995), sin embargo, 
se presenta el inconveniente de que las condiciones de cultivo son poco controladas, ya que en la 
caja de cultivo se establece una serie de interacciones tanto fisicas corno biológicas que no 
conocernos aún, además de que al ser utilizados para conocer el efecto de fármacos u otras 
moléculas , el sistema debe responder como un todo. 

Un sistema de cultivo alternativo fue el utilizar las células alimentadoras previamente 
tratadas con mitornicina C (Kuri-Harcuch y Mendoza-Figueroa, 1989) o los n1edios 
condicionados obtenidos de células rnesenquirnatosas para alimentar a los hepatocitos sembrados 
sobre el plástico de la caja de cultivo (Mendoza-Figueroa et al., 1988). 

En este trabajo presentarnos una serie de resultados en los que se utilizó medio 
condicionado por células 3T3 para alimentar a los hepatocitos y observamos que en este sistema 
de cultivo se incrementa la síntesis y secreción de proteínas conforme avanza el tiempo de 
cultivo. El patrón electroforético nos muestra que la mayoría de las bandas se incrementan, entre 
ellas las más prominentes son la detectadas entre 60 y 80 kDa que posiblemente corresponden a 
albúmina y transferrina. Este incremento en síntesis y secreción de proteínas puede deberse al 
efecto de proteínas de la MEC solubles en el medio o a factores de crecimiento secretados por 
las células 3T3, ya que algunos de ellos promueven la síntesis y secreción de proteínas (Andus, 
1991 ). esta razón fue la que nos indujo a estandarizar un sistema de cultivo que no presentara 
este inconveniente. 

El sistema de cultivo de hepatocitos sobre colágena seca fue desarrollado por Tanaka 
(1978) y a partir de este trabajo la colágena, es el substrato más utilizado ya que presenta una 
serie de ventajas sobre los demás substratos, éstas incluyen que es relativamente económico y 
mantiene a los hepatocitos en buen estado al menos durante una semana. 

Antes de evaluar el efecto del MBZ sobre la síntesis de ·proteínas en los hepatocitos, 
nosotros demostramos que implementarnos un sistema de cultivo que mantiene las 
características diferenciadas al menos durante 96 hrs. ya que los diferentes parámetros de 
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integridad celular se mantienen, además de que las proteínas específicas de higado, tales como 
albúmina y transferrina se siguen sintetizando y secretando. 

Varios estudios sugieren que se requiere de la integridad de los microtúbulos para el 
transporte y secreción de proteínas (Redman et al.. 1981; Mizuno y Singer, 1994), mientras que 
otros sugieren que el transporte y secreción de proteínas es independiente de microtúbulos 
(Virtanen. 1986). Por último otros estudios sugieren que la secreción de proteínas es afectada 
selectivamente dependiendo del tipo de proteína (Eilers et al., 1989). 

Estudios previos llevados a cabo en hepatocitos recién aislados obtenidos de ratas 
normales y que fueron tratados con l O µm de MBZ, mostraron que a diferencia de otros 
fármacos con propiedades antimicrotubulares, el MBZ no tuvo efecto sobre la secreción de 
proteínas (Birket et al., 1981 ). Nosotros en nuestro sistema de cultivo probamos el efecto del 
MBZ sobre los hepatocitos en un intervalo de concentraciones más amplio y observamos que 
éste no afecta la secreción de proteínas totales, Estudios previos del efecto del MBZ sobre la 
biosíntesis y secreción de proteínas en cultivos de fibroblastos derivados de piel humana 
demostró que este fármaco afecta tanto la viabilidad como la proliferación , síntesis y secreción 
de proteínas totales, así como de colágenas (Soto et al., 1996). Por. otro lado estudios realizados 
en isletas de páncreas sobre el efecto del MBZ sobre la secreción de insulina mostró que el 
fármaco incrementa la liberación de insulina (Zawalich et al., 1986). De esta manera los distintos 
tipos celulares responden de manera diferente al efecto del MBZ. Es necesario mencionar que si 
bien la ruta básica de secreción es similar en muchos tipos de células, existen pasos individuales 
a lo largo de la ruta que muestran variabilidad entre distintos tipos de células (Kelly, 1985 y 
Rojkind, 1985). 

Se ha sugerido que dentro del mismo tipo de célula y particularn1ente en células 
polarizadas, coexiste la secreción de proteínas que son independientes de microtúbulos y las que 
necesitan de un aparato microtubular para su secreción (Kelly, 1985). 

Estudios realizados en fragmentos de tejido aislado obtenidos de hígados de rata a las que 
se les trató con colchicina no n1ostraron cambios en la secreción de transferrina, lo cual sugiere 
que esta proteína es independiente del aparato microtubular par~ su secreción, a diferencia la 
secreción de albúmina disminuyó en las muestras obtenidas de ratas a las que se les trató con 
colchicina (Kershenobich y Rojkind, 1973) y también se observó una disminución en la 
secreción de albúmina en fragmentos de tejido aislado a los que se les trató con colchicina in 
vitro (Redman et al., 1981 ). 

En nuestro estudio no observarnos can1bios en la secreción de albúmina y transferrina al 
tratar a los hepatocitos con diferentes concentraciones de MBZ, las cuales sobrepasan el triple de 
las concentraciones en las que si se observó efecto sobre fibroblastos de piel humana (Soto et al., 
1996). 

En un estudio anterior en el que se probaron diferentes fármacos con propiedades 
antimicrotubulares en hepatocitos recién aislados se mostró que éstos disminuyeron la secreción 
de proteínas totales, albúmina y triacilglicerol, sin embargo, el MBZ careció de efecto sobre la 
secreción de estas moléculas (Birket et al., 1980). 

Estos resultados sugieren que el hepatocito es una célula que presenta resistencia al efecto 
del MBZ, ya sea por que en estas células el MBZ no se una a microtúbulos con la suficiente 
afinidad o que la secreción de proteínas en hepatocitos sea independiente del los microtúbulos. 
De hecho, los resultados sugieren que la primera opción es la correcta ya que los estudios 
mencionados previamente muestran que otros fármacos que se unen a los rnicrotúbulos 
disminuyen la secreción de proteínas y a que se sabe que el MBZ presenta mayor o menor 
afinidad por los microtúbulos dependiendo del tipo celular (Friedman y Platzer, 1980 ). 
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La cirrosis hepática es una enfermedad que se caracteriza por una disminución de la 
funcionalidad hepática que incluye la disminución de la síntesis de proteínas tales como la 
albúmina y la transferrina, así como un incremento en la concentración de proteínas colagénicas 
dentro del órgano. 

Un estudio anterior mostró que la síntesis de transferrina permanece constante en 
fragmentos de tejido aislados obtenidos de hígados de ratas ya sea normales o cirróticas, por ello, 
se clasificó a esta proteína como una molécula que se secreta de manera constitutiva que no se 
afecta con la enfermedad, sin embargo, aunque los valores obtenidos no fueron 
significativamente diferentes, estos resultaron mayores en las muestras obtenidas de hígado 
cirrótico, a diferencia, los valores obtenidos para albúmina, fueron mayores y estadísticamente 
significativos en muestras obtenidas de hígado cirrótico (Rojkind y Kershenobich, 1975). 

En nuestro estudio observamos que en muestras obtenidas de hígado cirrótico se observa 
un incremento en la secreción tanto de albúmina como de transferrina, siendo más pronunciada la 
diferencia en la secreción de albúmina, tal como se observó en el estudio previamente 
mencionado. Además, es conveniente mencionar que en fragmentos de tejido aislado de hígado 
de rata cirrótica es mucho menor la cantidad de hepatocitos que los que se encuentran en los 
fragmentos de tejido aislados de una rata normal, ya que en los primeros existe mayor cantidad 
de proteínas de la MEC, células estelares, miofibroblastos, etc por lo que la síntesis de proteínas 
por hepatocito debe estar incrementada en las muestras obtenidas de hígado cirrótico. 

La aparente discrepancia que existe al observar bajos niveles de albúmina en suero y la 
elevada secreción de albúmina que se observa en los hepatocitos obtenidos de hígados de rata 
cirrótica puede explicarse, por que la población de hepatocitos se disminuya substancialmente 
con el desarrollo de la enfermedad y a que la albúmina sintetizada no llegue a la sangre con la 
misma eficacia debido a que los sinusoides hepáticos se transforman en verdaderos capilares y 
evitan el intercambio de moléculas entre el parénquima hepático y la sangre. 

El MBZ es un fármaco que ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de las 
enfermedades parasitarias, además se ha utilizado de manera experimental en el tratamiento de la 
cirrosis hepática en la que se han realizado estudios tal"lto in vivo como in vitro. 

En sisten~as de cultivo, el MBZ provocó que fibroblastos de piel humana alimentados con 
medios condicionados por células de Kupf1er, secretaran una mayor actividad colagenolítica 
(Rosas y Díaz de León, 1988). 

Por otro lado el MBZ causa una acumulación intracelular de colágenas, así corno una 
disminución de la proteína extracelular (Soto et al , 1996). Nuestros resultados muestran que el 
fármaco no causa alteraciones en la secreción de proteínas totales ni de las proteínas marcadoras 
de la diferenciación hepática, además carece de erecto sobre la viabilidad, morfología e 
integridad de los hepatocitos a concentraciones 3 veces mayores de las que si causan efecto sobre 
fibroblastos y macrófagos. Por lo anterior nuestros resultados refuerzan el planteamiento de que 
el MBZ puede ser utilizado en el tratamiento de la cirrosis hepática, esperando que los 
fibroblastos, los miofibroblastos y las células estelares respondan de manera similar a los 
fibroblastos de piel humana al ser tratados con MBZ, mientras que los hepatocitos no se afecten 
en su metabolismo y estado diferenciado. 
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IX. RESUMEN DE RESULTADOS. 

J.- Los hepatocitos en el sistema de cultivo implementado mantienen sus parámetros de 
integridad al menos durante 96 hrs. 

2.- Los hepatocitos cultivados por cualquiera de los métodos muestran el mismo 
cornportaritiento biosintético en cuanto a la incorporación de marca radiactiva en la rnonocapa. 

3.- Los hepatocitos cultivados con el método 1 secretan mayor proporción de proteínas 
conforme pasa el tiempo de cultivo, a dilerencia de los hepatocitos cultivados con el método 
implementado, los cuales mantienen constante su secreción a lo largo del tiempo. 

4.- El MBZ no mostró ningún efecto sobre la morfología y viabilidad de los hepatocitos 
5.- El MBZ no tuvo efecto sobre la síntesis y secreción de proteínas totales, ni sobre la 

secreción de albúmina y de transferrina. 
6.- Los cultivos derivados de ratas cirróticas mostraron un incremento en la secreción de 

albúmina y trans:ferrina comparados con los obtenidos a partir de ratas normales. 

X. CONCLUSIÓN. 

El MBZ no a:fectó la viabilidad de los hepatocitos ni la secrec1on de proteínas en los 
cultivos obtenidos a partir de ratas normales o cirróticas por lo que la hipótesis se cumplió. 

XI. PERSPECTIVAS. 

Las perspectivas que se derivan de este trabajo se pueden clasificar dentro de 3 grandes 
grupos: 

J.- Las que se derivan del establecimiento de cultivos primarios de hepatocitos. 
A) E:fecto de :fármacos sobre el metabolismo de Jos hepatocitos. 
B) E:fecto de diferentes substratos sobre el n1etabolismo de los hepatocitos. 
C) Estudio del metabolismo de células obtenidas a partir de hígados con diversas 

patologías. 

2.- Las que se derivan del estudio del electo del MBZ corno inhibidor de la polimerización de 
rnicrotúbulos. 

A) Estudios para determinar si el MBZ desestabiliza citoesqueleto o si los hepatocitos son 
resistentes a su e:fecto. 

B) Estudios para determinar qué componentes del citoesqueleto de los hepatocitos son 
importantes para la secreción de proteínas. 

3.- Las que se derivan del estudio del e:fecto del MBZ como fármaco en el tratamiento de la 
cirrosis hepática. 

A) Estudios del electo del MBZ sobre Ja sintesis de proteínas (colágenas y colagenasas) 
en los distintos tipos celulares del hígado ( hepatocitos, células estelares y miofibroblastos). 

B) Estudios del efecto del MBZ sobre la secreción de factores de crecimiento y 
colagenasas en las diferentes células residentes del hígado. 
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