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RESUMEN 
 

Las enfermedades hepáticas se caracterizan por la aparición descontrolada de fibras de 

colágeno en el parénquima hepático, situación que conduce a insuficiencia hepática y 

cirrosis. Se ha demostrado que las células inmunes poseen receptores de arginina vasopresina 

(AVP) y que esta hormona posee efectos inmunestimulantes, y que su deficiencia induce 

reversión de la fibrosis. En esta tesis, se propone que el bloqueo específico de los receptores 

de AVP puede mejorar las funciones de los órganos y reducir la fibrosis en un modelo animal 

de enfermedad hepática crónica (anastomosis portocava). Para investigar esta hipótesis, ratas 

Wistar macho se dividieron en los siguientes grupos: 1) Control, 2) Anastomosis portocava 

(APC), 3) lobectomía hipofisiaria neurointermedia (LNI), 4) APC+LNI, 5) APC+conivaptán 

(APC+CV) (antagonista de los receptores V1a-V2 de AVP). Los grupos 2, 4 y 5 fueron 

sometidos a APC al inicio del experimento y sacrificados 16 semanas después. El grupo 3 

fue sometido a LNI al inicio del experimento y sacrificado a la semana 8. A la semana 8, los 

grupos APC+LNI y APC+CV iniciaron el respectivo tratamiento. Al sacrificio, se realizaron 

los siguientes análisis: pruebas de funcionamiento hepático en suero, contenido de glucógeno 

hepático, histopatología hepática (incluyendo cantidad de colágeno y áreas de fibrosis), 

determinación de la expresión de alfa-actina de músculo liso (α-SMA) por 

inmunohistoquímica e inmunofluorescencia y la expresión de marcadores de fibrosis 

hepática por qPCR. Los resultados mostraron que en los grupos APC+LNI y APC+CV 

disminuyeron los niveles séricos de AST y bilirrubina, se restablecieron los niveles de 

albúmina sérica y el contenido de glucógeno hepático, hubo reversión de las alteraciones 

histológicas con disminución en los tabiques fibrosos y contenido de colágeno. El análisis 

molecular e inmunohistológico demostró que, en comparación con el grupo APC, los 

tratamientos disminuyeron la expresión génica de TGF-β y α-SMA. En conclusión, los 

resultados sugieren que la deficiencia de vasopresina o el bloqueo de los receptores V1a-V2 

de AVP por el conivaptán juegan un papel importante en la reversión del daño hepático en la 

APC. Estos resultados también abren la posibilidad real de que el conivaptán pueda ser 

utilizado para el tratamiento de pacientes con fibrosis/cirrosis hepática crónica. 
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ABSTRACT 

Liver diseases are characterized by the uncontrolled appearance of collagen fibers in the 

hepatic parenchyma, a situation that leads to liver failure and cirrhosis. It has been 

demonstrated that immune cells possess arginine vasopressin (AVP) receptors, and this 

hormone has immunostimulating effects, with its deficiency inducing fibrosis reversal. In 

this thesis, it is proposed that specific blockade of AVP receptors can improve liver function 

and reduce fibrosis in an animal model of chronic liver disease (portocaval anastomosis). To 

investigate this hypothesis, male Wistar rats were divided into the following groups: 1) 

Control, 2) Portocaval anastomosis (PCA), 3) neurointermediate lobectomy (NIL),  4) 

PCA+NIL and 5) PCA+conivaptan (PCA+CV) (V1a-V2 AVP receptor antagonist). Groups 

2, 4, and 5 were subjected to PCA at the beginning of the experiment and sacrificed 16 weeks 

later. Group 3 was subjected to NIL at the beginning of the experiment and sacrificed 8 weeks 

later. At week 8, the PCA+NIL and PCA+CV groups initiated their respective treatments. At 

sacrifice, the following analyses were performed: serum liver function tests, hepatic glycogen 

content, hepatic histopathology including collagen amount and fibrosis areas. Smooth muscle 

alpha-actin (α-SMA) expression was determined by immunohistochemistry and 

immunofluorescence, and hepatic fibrosis markers were determined by qPCR. The results 

showed that serum AST and bilirubin levels decreased in the PCA+NIL and PCA+CV 

groups, with serum albumin levels and hepatic glycogen content being restored. There was a 

reversal of histological alterations with decreased fibrous septa and collagen content. 

Molecular and immunohistological analyses demonstrated that, compared to the PCA group, 

the treatments decreased TGF-β and α-SMA gene expression. In conclusion, the results 

suggest that vasopressin deficiency or blockade of V1a-V2 AVP receptors by conivaptan 

play an important role in reversing hepatic damage in PCA. These results also open the real 

possibility that conivaptan can be used for the treatment of patients with chronic hepatic 

fibrosis/cirrhosis. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. CARACTERÍSTICAS DE LA HORMONA ARGININA VASOPRESINA 

La arginina vasopresina (AVP), también conocida como hormona antidiurética (ADH), es un 

nonapéptido sintetizado en las neuronas magnocelulares y parvocelulares en los núcleos 

supraópticos y paraventriculares en el hipotálamo. A través del tracto hipotalámico-

neurohipofisiario, la AVP es transportada axonalmente hacia la neurohipófisis donde se 

almacena y se libera a la circulación sistémica en respuesta a diversos estímulos, como la 

interleucina 6 (IL-6). 

 

 

Figura 1. Fisiología de la Arginina Vasopresina y sus receptores en el organismo. A. Efectos del bloqueo de 

los receptores en enfermedades fibróticas y la regulación del sistema inmune. B. Efectos pleiotrópicos de la 

vasopresina en el organismo. C. Funciones de los receptores de vasopresina y sus segundos mensajeros. 

AVP. Arginina vasopresina; EH: enfermedad hepática; ER: Enfermedad renal; R: respuesta; IP3: Inositol 

trifosfato; Ca: calcio; AMPc: Adenosín monofosfato cíclico; ANF: péptido natriurético auricular; ACTH: 
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hormona adrenocorticótropa. (Quintanar-Stephano, et al. 2004, Zetter, M. et al. 2019, Viñuela-Berni, V. et 

al. 2020, Zeynalov, E., et al. 2015, Muñoz-Ortega, M., et al. 2021). 

 

La AVP es una hormona pleiotrópica cuyas acciones en el organismo son mediadas por tres 

tipos de receptores: V1a, V1b y V2. Entre sus efectos fisiológicos mejor conocidos se 

encuentra su acción antidiurética al actuar sobre los receptores V2 localizados en los túbulos 

contorneados distales y colectores del riñón, siendo responsable de la regulación de la 

osmolaridad plasmática. Otro efecto bien conocido de la AVP es su acción vasopresora al 

actuar sobre los receptores V1a del músculo liso vascular, lo que aumenta la resistencia 

vascular periférica y la presión arterial sistémica (Pelletier et al., 2014; Laycock, 2010). Más 

recientemente se ha sugerido que la AVP podría formar parte de las respuestas inmunes ya 

que se ha observado un incremento de su secreción en respuesta a la IL-6. 

Además, se ha observado que la AVP también aumenta sus niveles séricos en procesos en 

los que el sistema inmunológico es activado, siendo la interleucina 6 (IL-6) la principal 

citocina implicada en este proceso (Palin et al., 2009; Jankord et al., 2010).  

Por otro lado, diversos estudios indican que la AVP desempeña un papel importante en los 

procesos regenerativos del hígado, al actuar como regulador in vivo del flujo biliar cuando 

se reduce la masa funcional de los hepatocitos (Nicou et al., 2003; Muñoz-Ortega et al., 

2021). Además, se ha observado que esta hormona provoca señales de calcio elaboradas en 

el hígado, las cuales pueden propagarse en placas de hepatocitos (Valerie et al., 2001).  

Receptores de AVP 

Los receptores de AVP son proteínas transmembranales acopladas al sistema de proteínas G 

y a la fecha se han identificado tres subtipos que median las diferentes acciones de la 

hormona: V1a, V1b y V2 (Guillon et al., 1980; Rudnay et al., 2012). Tanto el receptor V1a 

como el V1b son proteínas compuestas por 428 y 424 aminoácidos, respectivamente (Bankir 

et al., 2017; Saad et al., 2017). Ambos están acoplados a la proteína Gq, que se une a la 

fosfolipasa C y a la vía de señalización del fosfoinositol, la cual tiene al calcio intracelular 
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(Ca+2) como segundo mensajero (Figura 2). Los receptores V1a se encuentran ampliamente 

distribuidos en el organismo y se localizan en diferentes tipos celulares, como células 

musculares lisas de los vasos sanguíneos, miocardio, hepatocitos, plaquetas, cerebro, útero y 

células de la glándula suprarrenal. Estos receptores son responsables de diversas acciones 

fisiológicas, incluyendo la vasoconstricción, la mitogénesis, la glucogenólisis hepática y la 

agregación plaquetaria. En contraste, los receptores V1b están predominantemente presentes 

en la hipófisis anterior, donde median la liberación de la hormona adrenocorticotrópica 

(ACTH) en conjunto con la corticoliberina (CRH). También se encuentran en la médula 

suprarrenal y en el páncreas, donde participan en la liberación de insulina. 

 

  

 

 

 

Figura 2. Vías de señalización de los receptores V1 y V2 de vasopresina. A. Vía de señalización del receptor 

V2 de vasopresina. B. vía de señalización del receptor V1 de vasopresina. DAG, diacilglicerol; GTP, guanosil 

trifosfato; PIP2, fosfatidilinositol (4,5) bisfosfato; PKC, proteína quinasa C; PLC, fosfolipasa Cβ; V1, 

receptor de vasopresina V1 (Francis-Laycock, 2010). 

 

A B 
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Funciones de los receptores de vasopresina en el organismo 

Desde la década de 1920, las investigaciones han demostrado que la AVP tiene efectos 

cardiovasculares y renales (Laycock J. 2010). A medida que pasaron los años, se 

descubrieron otros efectos fisiológicos, como el control de la glucemia en la diabetes a 

través de los receptores V1b en el páncreas, la regulación del metabolismo de lípidos a 

través de la secreción de insulina y glucagón, y el aumento de los niveles de ACTH y 

cortisol en el síndrome metabólico, lo que se relaciona con la resistencia a la insulina y la 

diabetes (Tanoue A. 2009).  Además, se ha sugerido que los niveles elevados de AVP pueden 

estar relacionados con la disminución de la función cognitiva y la tasa de filtración 

glomerular en la enfermedad renal crónica (Mavari, et al., 2015, Bankir, L., et al., 2017). En 

resumen, la AVP es una hormona pleiotrópica que regula una amplia variedad de funciones 

metabólicas en el organismo. Además, algunos estudios han demostrado que la deficiencia 

de AVP puede mejorar el cuadro clínico de ciertas enfermedades, como la fibrosis 

hepática, a través de la regulación de los receptores V1 presentes en las células hepáticas 

(Asfar, P. et al., 2010). 

Antagonista selectivo de los receptores de vasopresina (CONIVAPTÁN) 

El conivaptán es un fármaco que a la fecha se utilizado en el tratamiento de la hiponatremia 

y la insuficiencia cardíaca congestiva crónica, ya que es un inhibidor no peptídico de los 

receptores de vasopresina, especialmente los receptores V1a y V2. Su alta afinidad y 

capacidad competitiva y reversible para unirse a estos receptores permite mejorar el perfil 

hemodinámico al reducir la resistencia vascular y disminuir los efectos de la contracción 

inducida por la AVP del músculo liso vascular. Además, algunos estudios han demostrado 

que el conivaptán también puede bloquear la agregación plaquetaria, sin generar efectos 

adversos significativos (Verbalis JG., et al. 2005). 

Es importante destacar que este fármaco se une en un 99% a proteínas plasmáticas y es 

metabolizado por el hígado, específicamente por la enzima CYP3A4 del citocromo P450. 

Por lo tanto, debe utilizarse con precaución en pacientes con disfunción hepática y en 
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combinación con otros medicamentos que puedan afectar su metabolismo (Sulemanjee, N. 

Z., 2006, Ali, F., 2004). 

2. CARACTERÍSTICAS FUNCIONES Y MORFOLÓGICAS DEL 

HÍGADO 

El hígado es un órgano vital para el mantenimiento de la homeostasis, caracterizado por su 

complejidad estructural y dinámica funcional. La "zonación metabólica" es una división 

espacial de diferentes vías metabólicas a lo largo de los sinusoides hepáticos que separa los 

miles de lobulillos hepáticos del tejido en zonas según sus necesidades nutricionales y 

funciones: la zona porta, la zona mediozonal y la zona centrilobulillar. Cada zona tiene una 

función y morfología únicas, y la distribución de enzimas y proteínas, así como los patrones 

de expresión génica, pueden cambiar en respuesta a factores como la dieta, las hormonas, los 

medicamentos y los factores liberados en el torrente sanguíneo. Esto hace que la zonación 

hepática sea dinámica. (Soto et al., 2017; Jungermann et al., 1987; Gebhardt et al., 2014; 

Kietzmann, 2017; Mak et al., 2020). 

Células implicadas en las funciones del hígado 

El hígado esta conformados por diversos tipos de células que llevan a cabo todas esas 

funciones que catalogan como un órgano importante en la actividad metabólica del 

organismo. 

Hepatocitos 

Son las células más abundantes e importantes del hígado, comprenden más del 80% de la 

población total. Su importancia radica en las funciones que desempeñan, ya que están 

encargados de la síntesis y almacenamiento de proteínas (como la albúmina y el fibrinógeno) 

e hidratos de carbono (como el glucógeno), la formación de bilis, el metabolismo de 

xenobióticos (como el CYT P450), entre otros (Trefts, E., et al. 2017; Ben et al. 2019). 

Estas funciones no solo dependen de su ubicación en el lobulillo hepático, sino también de 

sus características morfológicas. Estas células cuentan con una polaridad única que separa al 
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sinusoide del canalículo biliar. Así, funcionan como un filtro selectivo que aprovecha los 

nutrientes provenientes del torrente sanguíneo y libera los productos de desecho al sistema 

ductal biliar (Keplinger et al. 2014; Müsch A. 2014; Gissen P., et al. 2015). 

Dado que el hígado procesa la sangre, la filtra y distribuye nutrientes en el organismo, los 

hepatocitos son las principales células afectadas en muchos procesos patológicos. Su pérdida 

lleva a la distorsión paulatina de la arquitectura y función natural del hígado, acompañada de 

complicaciones como la hipertensión portal, la ascitis, sangrados esofágicos y deficiencia 

inmunológica, entre otras (Kim Young, M. 2017; Gracia-Sancho, J. et al. 2019). 
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Expresión de carbamoil-

fosfato sintasa I 

 

 

 

 

 

  

Figura 3. Representación esquemática de la zonación metabólica del hígado. A. Microarquitectura hepática: 

VP: vena porta; CB: conducto biliar; CEH: células estelares hepáticas; AH: Arteria hepática; CE: células 

endoteliales; CK: Células de kupffer, se pueden distinguir tres zonas: 1, la zona periportal (zona 1); la zona 

intermedia (zona 2); la zona perivenosa (zona 3). B. zonación metabólica del hígado. La zona periportal a 

diferencia de la zona perivenosa lleva a cabo predominantemente reacciones metabólicas dependientes de 

oxígeno (Soto et al., 2017, Ben et al., 2019; Ko et al., 2019; Santos, A., et al., 2023). 

 

Células estelares hepáticas (CEH) 

Uno de los eventos más importantes que ocurren durante el daño del hígado es la activación 

de las células estelares hepáticas, las cuales se encuentran localizadas en el espacio de Disse 

(ver Figura 3A). Durante el estado de equilibrio homeostático, estas células almacenan 

retinoides en su citoplasma (ver Figura 4), lo que hace del hígado una de las principales 

fuentes de vitamina A del organismo (Jophlin et al., 2018; Kamm, D. R., & McCommis, K. 

S. 2022). Además, tienen un papel en el control del flujo portal (Thomsen et al., 2018; 

Iwakiri, Y., & Trebicka, J. 2021) y participan en vías que regulan la homeostasis de 

carbohidratos, mitocondrias y lípidos (Trivedi, P., 2021). Las CEH también son responsables 

de la comunicación celular a través de la liberación de citocinas y factores de crecimiento 
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que mantienen el equilibrio homeostático.

 

Figura 4. Procesos Implicados en la activación de las Células Estelares Hepáticas (CEH). PDGF: Factor de 

crecimiento derivado de plaquetas; ET-1: Endotelina 1; TGF-β1: Factor de crecimiento transformante beta1; 

MMP-2: Metaloproteasa 2; MCP-1: Proteínaquimio atrayente de monocitos 1. 

El proceso de activación de las células estelares hepáticas (CEH) se produce en condiciones 

de daño hepático continuo y pérdida de la homeostasis hepática. La respuesta inflamatoria 

persistente, la lesión en las células epiteliales y la matriz extracelular alterada son factores 

que promueven la activación de las CEH a miofibroblastos. Durante esta activación, las CEH 

adquieren propiedades proinflamatorias y fibrogénicas, así como la capacidad de sintetizar 

matriz extracelular (MEC) formada principalmente por colágena, fibronectina, elastina, 

laminina y ácido hialurónico. 

Este proceso de activación se divide en dos fases: la fase de iniciación o preinflamatoria, en 

la que se producen cambios rápidos en la expresión génica y fenotipo de las células, y la fase 

de perpetuación, en la que las células adquieren un fenotipo activado. Durante la activación, 

las CEH expresan marcadores específicos en su membrana plasmática, como la α-actina de 
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músculo liso (αSMA), la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), la desmina y la integrina αvβ3, 

entre otros. 

En resumen, la activación de las células estelares hepáticas es un proceso complejo que se 

produce en respuesta al daño hepático continuo y que resulta en la producción de MEC y la 

adquisición de un fenotipo activado y proinflamatorio. 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos involucrados en la activación de las CEH. (ROS: especies reactivas de oxígeno; NADPH: 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido; Cit P450: citocromo p 450; HGF: Factor de crecimiento 

de hepatocitos; TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa; TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta; 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular; PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas; AT II: 

Angiotensina II; ET-1: Endotelina I; AVP: Arginina Vasopresina; α-SMA: alfa actina de musculo liso; NO: 

Óxido Nítrico; IL: interleucina; FAS: Primera señal de apoptosis; MHC II: Complejo mayor de 



Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Depto. De Fisiología y farmacología 

Tesis Doctoral 

 

pág. 22 
 

histocompatibilidad II; LPS: Lipopolisacáridos; TLR: Receptor tipo Toll; SR: Receptor scavenger; LR: 

Receptor de complemento). 

Células de Kupffer 

Tienen un papel importante en la regulación de la inflamación hepática. En situaciones de 

daño hepático crónico, las células de Kupffer pueden activarse de manera persistente, lo que 

lleva a la producción continua de citocinas proinflamatorias y a la generación de radicales 

libres de oxígeno, lo que puede desencadenar la apoptosis de las células hepáticas y la 

progresión de la fibrosis hepática (Gao, et al., 2018), y estudios recientes han sugerido que 

las células de Kupffer podrían estar involucradas en la comunicación con las células estelares 

hepáticas durante su activación (Zhan, S. S., et al., 2020). Además, las células de Kupffer 

también están involucradas en la regulación de la respuesta inmune adaptativa y en la 

tolerancia periférica, lo que puede prevenir la aparición de enfermedades autoinmunitarias 

del hígado (Wu, et al., 2020). En resumen, las células de Kupffer tienen un papel crucial en 

la respuesta inmune del hígado y en la regulación de la homeostasis hepática. 

Células endoteliales hepáticas 

Las células endoteliales hepáticas son un componente importante del hígado y tienen un papel 

crucial en la homeostasis hepática y la función metabólica. En la enfermedad hepática pueden 

cambiar su fenotipo y su función, estas células experimentan una activación y disfunción 

proinflamatoria, lo que contribuye a la acumulación de células inflamatorias y fibrosis en el 

hígado (Gracia-Sancho, 2014). Además, pueden secretar proteínas inflamatorias y factores 

de crecimiento, lo que puede promover la proliferación de las CEH y la deposición de MEC, 

lo que conduce a la fibrosis hepática. Además, tienen un papel en la regulación del flujo 

sanguíneo y perfusión hepática, y su disfunción puede contribuir a la hipertensión portal, una 

complicación común de la cirrosis hepática (Fernández-Iglesias, A., 2014). 
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3. PROCESO DE INICIO DEL DAÑO EN LAS DIVERSAS 

ENFERMEDADES HEPÁTICA. 

La inflamación crónica, la muerte celular, la activación de las CEH y un sistema inmune 

alterado son factores que pueden producir un estado de cirrosis hepática y cáncer 

hepatocelular. Por lo tanto, para mantener el estado de salud, es esencial que los diversos 

mecanismos de regulación del hígado, sea capaz de tolerar moléculas inofensivas y 

permanecer alerta ante posibles agentes infecciosos, células malignas o daño tisular. Cuando 

estos mecanismos de regulación se alteran, se activan una serie de cambios que impulsan la 

fibrogénesis y la producción de matriz extracelular por parte de las CEH. Así, diversas 

citoquinas como el factor de crecimiento transformante beta (TGFβ), el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la 

interleucina 6 (IL-6) participan en la activación de las CEH y la angiogénesis en el 

parénquima hepático lesionado. La IL-6 también participa en la regulación de la inmunidad 

adaptativa y la autoinmunidad, y se ha demostrado que tiene un efecto mitogénico sobre los 

hepatocitos, lo que puede causar carcinoma hepatocelular con la activación de NLRP3 que 

desencadena una cascada inflamatoria que incluye la producción de esta citosina. A pesar de 

esto, la IL-6 también puede tener un impacto beneficioso dentro de las enfermedades 

hepáticas, promoviendo la proliferación, angiogénesis, regulación negativa de la apoptosis y 

el estrés oxidativo (Jiang, R., 2018, Liu, X., 2020). 

Por otro lado, la capilarización de los sinusoides por las células endoteliales sinusoidales 

hepáticas (Poisson, et al., 2017) se traduce como la pérdida temprana de la fenestración 

(inicio de la fibrosis). Estas células activadas expresan TGF-beta, PDGF-BB y colágeno I 

que induce también la activación de las CEH. Una vez activas durante la lesión hepática el 

sistema inmunológico ejerce funciones que dan progresión a la enfermedad. 

La célula más representativa del proceso inmune en el daño hepático es la célula de Kupffer, 

este tipo de células puede llegar a promover el carcinoma hepatocelular a través de la 

activación de ROS (especies reactivas de oxígeno) (Ringelhan, et al., 2018), seguido del 

sobrecrecimiento colangiocelular y la transformación maligna de células biliares (Llovet, et 
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al., 2016). Por un lado, expresan una variedad de receptores scavenger, receptores Toll-like 

(TRL) (Boege, et al., 2017), receptores de complemento y anticuerpo que permiten la 

internalización de patógenos y su activación. Además, este tipo celular llega a inducir 

tolerancia a producir citocinas proinflamatorias en respuesta a endotoxinas (Heymann, et al., 

2015). 

Las células de Kupffer pueden producir TGF-β y, en respuesta a la activación por diversas 

señales, también pueden secretar citocinas inflamatorias, como TNF-α, IL-1β e IL-6, que 

pueden desempeñar un papel en la progresión de la fibrosis hepática y la patogénesis de 

diversas enfermedades hepáticas (Heymann et al., 2015; Seki et al., 2012). 

 

4. PAPEL DEL TGF- Β EN LA FIBROGÉNESIS HEPÁTICA. 

La citosina TGF-β1 juega un papel fundamental en diversos procesos, como la fibrosis 

hepática, la inflamación, el crecimiento celular, la apoptosis (Meng, 2019; Xu, et al., 2016) 

y la diferenciación de células ovales, que son las principales responsables de la repoblación 

hepática (Biernacka, et al., 2011). Su capacidad para activar la señalización de Notch y 

promover la transición epitelio-mesénquima de las células hepáticas estrelladas (CEH) (Yi, 

et al., 2017; Ming-Ming, et al., 2018) es esencial para su acción fibrogénica, en la que 

intervienen mediadores críticos de la fibrogénesis, como la inducción del transporte y 

organización del aparato de Golgi, y las proteínas SMAD (Maiers, et al., 2017). Estas últimas, 

en particular Smad2 y Smad3, forman complejos oligoméricos con Smad4 y se translocan al 

núcleo, donde participan en la regulación transcripcional durante el proceso de regeneración 

hepática (Zhang, et al., 2015; Jiyuan, et al., 2014; Yang & Shi, 2012). 

Además, el TGF-β tiene la capacidad de activar la señalización de Notch, involucrada en 

muchos procesos patológicos como la fibrosis hepática (Garcia & Baladron, 2016), ya que 

está implicada en la proliferación, supervivencia, apoptosis y diferenciación celular (Bray, 

2016), además de mediar selectivamente las propiedades fibrogénicas del TGF-β1 (esencial 

para la formación de MEC) (Zhang, et al., 2015); un estudio en rata demostró que su 

silenciamiento disminuye la expresión de marcadores de miofibroblastos (Xie, et al., 2013) 



Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Depto. De Fisiología y farmacología 

Tesis Doctoral 

 

pág. 25 
 

y bloquea la acción de α-SMA y colágena I inducida por TGF-β1 (Chen, et al., 2012, Zhang, 

et al., 2015). 

También se ha demostrado que el TGF-β promueve la apoptosis de las células hepáticas y la 

producción de citocinas proinflamatorias. Además, TGF-β puede afectar la inmunidad 

adaptativa y contribuir a la regulación negativa de la función de los linfocitos T y B mediante 

la inducción de células T reguladoras y la inhibición de su proliferación, respectivamente (Li, 

M. O., 2008).         

5. MODELO DE ANASTOMOSIS PORTO CAVA 

La anastomosis porto-cava (APC) en la rata es un procedimiento quirúrgico que consiste en 

desviar la circulación de la sangre portal de las vísceras abdominales a la vena cava inferior 

evitando su paso por el hígado. La técnica, descrita inicialmente por Sun Lee en 1961, ha 

sido de gran utilidad ya que permite reproducir una serie de cambios patológicos estructurales 

y funcionales característicos de algunas enfermedades hepáticas (Kyu, M., 1970; Oria, M., 

2006; Zaitoun, et al., 2006; Aller, M. A., 2008; Vázquez-Martínez., 2019; Muñoz-Ortega, 

M., 2021). Se ha observado que, en este modelo animal se producen alteraciones importantes 

en la microcirculación hepática, que contribuyen aún más a la pérdida de las células hepáticas 

(Lemberg et al., 2009). Además, algunos otros parámetros séricos están relacionados con el 

grado de daño que los cambios en la microcirculación desencadenan, como altos niveles de 

amonio en sangre, deterioro de los hepatocitos por la carencia de nutrientes y la hipoxia 

debido a la supresión de la circulación portal, lo que causa alteraciones en el metabolismo 

intracelular y las funciones enzimáticas (Aller, M. A., 2008; Vázquez-Martínez., 2019; 

Muñoz-Ortega, M., 2021).  

Los cambios histopatológicos en los hígados de los animales con APC, incluyen el desarrollo 

de un proceso inflamatorio, con edema e infiltración de neutrófilos, lo que provoca una 

significativa alteración en la microcirculación hepática. Algunos autores han observado un 

pico máximo dentro de las primeras horas, mientras que otros han descrito la presencia de 

edema celular, vacuolización, disrupción de células endoteliales e infiltración de 

polimorfonucleares (PMN) (Srinivas et al., 2017). A más largo plazo la APC induce la 
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formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis o neovascularización) como una 

manera de compensar la falta de nutrientes (Diemer et al., 1977; Mazziotti et al., 1981; Bhatt 

et al., 2018). 

La hiperamonemia es una complicación común de la APC. En modelos animales, se ha 

observado que después de la cirugía, los niveles séricos de amonio aumentan 

significativamente. El amonio es un compuesto tóxico que proviene de la descomposición de 

los aminoácidos durante la digestión de proteínas, un 90% de ese amonio es metabolizado en 

el hígado al entrar al ciclo de la urea, el 10% restante puede ser producto del metabolismo en 

riñón, intestinos y musculo (Weiner, I. D., & Verlander, J. W. 2013; Adeyomoye, O. I., 

2022). 

Algunos autores han establecido una relación directa entre los niveles de amonio y la 

severidad de la enfermedad en la APC. En modelos animales, la disminución de peso y el 

aumento en los niveles séricos de amonio aceleran la progresión de la enfermedad (Aller, M. 

A., 2008; Vázquez-Martínez., 2019; Muñoz-Ortega, M., 2021). En humanos, la 

hiperamonemia puede desencadenar problemas neurológicos, trastornos del sueño y un 

aumento en las especies reactivas de oxígeno, lo que afecta la producción de O2 mitocondrial 

y puede provocar cambios en las células nerviosas y en las células del sistema inmune 

(Kosenko, et al., 2017; Diemer, et al., 1977; Mangas, et al., 2018). 

En particular, los pacientes con cirrosis y encefalopatía hepáticas presentan alteraciones tanto 

en la inmunidad innata como adaptativa. Mangas et al. (2018) demostraron esto mediante el 

análisis de inmunofenotipo por citometría de flujo y perfil de citocinas. La principal 

alteración asociada a la encefalopatía hepática es el aumento en la activación de 

subpoblaciones de linfocitos TCD4 y CD69, TCD4+CD28. 

Debido a la naturaleza inflamatoria y fibrótica de este modelo se ha usado para el estudio de 

las enfermedades hepáticas, con buenos resultados en la reproducción de la patología de la 

fibrosis. 



Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Depto. De Fisiología y farmacología 

Tesis Doctoral 

 

pág. 27 
 

6. MODELO DE LOBECTOMIA NEUROINTERMEDIA 

HIPOFISIARIA (LNI) EN LA RATA 

La LNI es un modelo quirúrgico que consiste en la extirpación de los lóbulos intermedio y 

neural de la glándula pituitaria, también conocida como lobectomía neuroitermedia. Este 

modelo animal se ha utilizado en investigación desde la década de 1940 para explorar la 

función de la neurohipófisis y el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal. En humanos, la técnica se 

ha utilizado en casos muy específicos de enfermedades endocrinas, como la acromegalia y la 

enfermedad de Cushing, (Liu Y., et al 2019). 

Efectos de la LNI en la rata 

Experimentos anteriores realizados en nuestro laboratorio demostraron que la LNI induce 

diabetes insípida persistente; disminución de las respuestas inmunes humorales, aumento del 

peso de las glándulas suprarrenales (alrededor de 20% por encima de los niveles de control), 

disminuciones de peso corporal y timo (20 y 30% por debajo de los valores de control, 

respectivamente) y leves reducciones en el peso del bazo (Quintanar et al., 2004, 2012). 

7. PAPEL DEL SISTEMA NEUROINMUNOENDOCRINO EN LA 

ENFERMEDAD HEPÁTICA 

Durante muchos años se creyó que los sistemas nervioso, inmunológico y endocrino 

operaban de forma independiente entre sí. Sin embargo, investigaciones clínicas y estudios 

recientes han demostrado una estrecha interconexión entre estos sistemas, lo que implica que 

la disfunción en uno de ellos puede afectar el funcionamiento de los otros. 

En la cirrosis hepática, el sistema nervioso puede ser afectado por la acumulación de toxinas 

en el cerebro debido a la disfunción y la encefalopatía hepáticas. La disfunción hepática 

también puede alterar el equilibrio de neurotransmisores y hormonas, lo que puede afectar la 

función cerebral y el comportamiento y diversos sistemas endocrinos. El sistema 

inmunológico también puede ser afectado y contribuir a la inflamación crónica del hígado y 

la progresión de la enfermedad. Se ha demostrado que los pacientes con cirrosis tienen un 
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aumento en la actividad de ciertas células inmunológicas, como los macrófagos hepáticos y 

los linfocitos T, y una disminución en la actividad de otras células inmunológicas, como los 

linfocitos B. 

El sistema endocrino especialmente en pacientes con ascitis y otros trastornos metabólicos 

asociados con la enfermedad hepática. La disfunción del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal y 

la resistencia a la insulina son comunes en la cirrosis y pueden contribuir a la disfunción 

metabólica y la progresión de la enfermedad (Fernández-Rodríguez, C. M., 2014, García-

Compeán, D., 2018). 

Además, los pacientes presentan una caída progresiva de la testosterona, la hormona 

luteinizante y la triyodotironina y un aumento del estradiol (Bandyopadhyay, S. K., 2009), se 

ha visto que la disminución en la síntesis del factor de crecimiento similar a la insulina I (IGF-

I) está estrechamente asociada con la progresión de la esteatosis hepática, lo que sugiere un 

papel fisiológico de estas hormonas para el mantenimiento del hígado (Takahashi Y. 2017). 

8.  MARCADORES BIOQUÍMICOS Y MOLECULARES DE DAÑO 

HEPÁTICO 

En la actualidad la evaluación clínica (pruebas de funcionamiento hepático), las pruebas de 

imagen (Doppler hepático) y la biopsia hepática siguen siendo las principales herramientas 

para el diagnóstico de las enfermedades hepáticas. 

Estas herramientas que orientan sobre el estado metabólico y la etapa de la enfermedad:  

Marcadores séricos 

Un panel de marcadores séricos (Fibrotest) incluye el ácido hialurónico (AH), la alfa-2-

macroglobulina, la gamma-glutamiltransferasa (GGT), la bilirrubina y la apolipoproteína A1. 

Es una prueba con alta sensibilidad y especificidad para la detección de daño hepático y 

cirrosis. 

Actualmente se utilizan marcadores bioquímicos que están estrechamente relacionados con 

los procesos de fibrinólisis y fibrogénesis; la gamma glutamiltransferasa (GGT), bilirrubina 
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total, α-2 macroglobulina, apolipoproteína A1, haptoglobina. Existen además otros 

marcadores más complejos como la proteína de unión a Mac-2 glutinina positiva para 

wisteria floribunda (WAF+ -M2BP) que ha sido catalogado como un marcador novedoso 

para evaluar la fibrosis hepática (Waragai, et al., 2016), la YKL-40 (CHI3L1) un biomarcador 

de inflamación emergente que se relaciona con la etapa inicial de la fibrosis hepática, el 

propéptido N-terminal del procolágeno del tipo III (PIIINP), este marcador presenta altos 

niveles en pacientes con un cuadro clínico agudo de cirrosis hepática alcohólica (Nojgaard, 

et al., 2003). 

Marcadores moleculares 

Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs) son enzimas que se encargan de la 

degradación y remodelación de la matriz extracelular. En la cirrosis hepática, las MMPs 

pueden estar involucradas en la alteración de la estructura de la matriz extracelular y en la 

formación de nódulos de regeneración. Además, se ha demostrado que las MMPs pueden 

contribuir a la resistencia vascular al degradar las proteínas de la matriz extracelular que 

actúan como barreras para el flujo sanguíneo (Arthur MJ, 2004; Roeb E, et al., 2004). 

Se ha demostrado que la expresión de las MMP-2, MMP-9 y MMP-13 están aumentadas en 

los tejidos fibrosos de la cirrosis hepática, lo que sugiere que estas enzimas pueden estar 

involucradas en la degradación y remodelación de la matriz extracelular y contribuir a la 

resistencia vascular y la hipertensión portal de la cirrosis hepática. Además, se ha sugerido 

que la expresión de las MMP-2 y MMP-9 pueden estar reguladas por el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), que es una citoquina que se ha implicado en la fibrosis hepática 

y la hipertensión portal (Benyon RC, 1996; Sun W, et al., 2013). 

Por otro lado, los inhibidores de las metaloproteinasas de la matriz (TIMP) son proteínas que regulan 

la actividad de las MMPs. En la cirrosis hepática, se ha demostrado que la expresión de TIMP-1 está 

aumentada en el tejido hepático fibroso y que esto contribuye a la acumulación de colágeno en la 

MEC. También pueden estar involucrados en la angiogénesis patológica en la cirrosis hepática, ya 

que estas proteínas pueden regular la actividad de factores de crecimiento como el VEGF y el TGF-



Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Depto. De Fisiología y farmacología 

Tesis Doctoral 

 

pág. 30 
 

β, que son importantes para el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos en el hígado (Yoshiji, H., et 

al. 2000, Elpek, G.Ö. 2014). 

 

 

  



Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Depto. De Fisiología y farmacología 

Tesis Doctoral 

 

pág. 31 
 

I. ANTECEDENTES 

El modelo de derivación porto-cava en la rata, desarrollado por Lee y Fisher en 1961, se ha 

establecido como una herramienta fiable y reproducible para inducir daño hepático y fibrosis. 

En ratas Sprague-Dawley resultó en una pérdida transitoria de peso corporal y una atrofia 

específica en el hígado debido a la disminución del flujo sanguíneo hepático parcial. El daño 

hepático fue evaluado mediante esplenoportograma a los 5 y 7 meses después de la cirugía, 

lo que reveló un llenado retrógrado de las venas hepáticas en las ratas con derivación. 

Además, los niveles de amonio en sangre aumentaron tres veces más en comparación con las 

ratas control en los 60 y 90 días posteriores a la anastomosis. La composición hepática 

también mostró cambios significativos en el porcentaje de glucógeno, proteínas y peso 

húmedo del tejido hepático durante el período de 5 a 144 días (Lee, S. H., & Fisher, B. 1961). 

Bataller y colaboradores (1997) demostraron la presencia de receptores V1 de AVP en células 

estelares hepáticas (CEH) en cultivo, así como su capacidad de promover efectos similares a 

los observados en células de músculo liso vascular (VSMCs): proliferación de las CEH, 

aumento en la concentración de calcio [Ca2+] intracelular, la contracción y la contracción 

celular. La medición individual de la concentración de [Ca2+], utilizando fura-2, mostró 

valores muy similares a los observados en las VSMCs. Además, el porcentaje de CEH que 

respondió a la presencia de AVP aumentó proporcionalmente con su concentración, llegando 

hasta un 90% de respuesta máxima en la [Ca2+]. En este estudio también se observaron dos 

patrones de respuesta: el primero fue un rápido aumento seguido de una disminución de la 

[Ca2+] a niveles basales, mientras que el segundo fue una respuesta oscilante en las células 

expuestas a altas concentraciones de AVP durante varios minutos. Este comportamiento 

también se observó en la medición de los niveles de contracción celular, donde se observó 

un incremento en el porcentaje de contracción celular dependiente de la dosis (más del 50%), 

y los cambios en la longitud de las CEH se compararon con las observadas en las células 

tratadas con el potente estimulador de la contracción vascular endotelina 1 (ET-1). 

En un modelo experimental de insuficiencia hepática crónica inducida mediante APC, Aller 

et al. (2012) investigaron el papel de los mastocitos en la regeneración del hígado tras el 
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daño, así como su presencia en los ganglios linfáticos mesentéricos e intestino delgado. El 

grado de daño hepático fue evaluado mediante la determinación de enzimas y proteínas que 

reflejan la funcionalidad hepática. Un mes después de la intervención quirúrgica, se observó 

atrofia del hígado y de los testículos, pérdida de peso corporal y aumento en el tamaño del 

riñón. El grupo con APC mostró un aumento de las enzimas de daño hepático, aumento en la 

concentración de amonio, así como un incremento significativo en los parámetros 

considerados como marcadores de lesión hepatobiliar. Histológicamente, se observó necrosis 

en gran parte del tejido, infiltrado inflamatorio, esteatosis y aumento en el porcentaje de 

colágena tipo I en el área periportal principalmente (Aller et al., 2012). 

Los resultados también revelaron una importante disminución de los mastocitos de tejido 

conectivo y en el tejido hepático de los grupos con APC, lo que sugiere que la disminución 

de estas células puede estar relacionada con la atrofia hepática. Además, se observó un 

aumento de mastocitos de tejido conectivo en el íleon, lo que sugiere que la alteración del eje 

hepatointestinal después de la APC puede inhibir la respuesta natural del hígado a la 

reparación adecuada. (Aller el al., 2012). 

En un estudio en hámster llevado a cabo por Quintanar-Stephano et al. en 2017, se demostró 

que la deficiencia de AVP (inducida por la LNI) indujo un efecto regenerativo en hígados 

cirróticos inducidos con CCl4. En este estudio, los animales se dividieron en cuatro grupos: 

cirrótico, cirrótico con LNI, cirrótico con reversión y cirrótico con reversión y LNI. Los 

resultados mostraron que los hígados cirróticos con reversión + LNI mostraron una 

significativa mejoría en la histopatología hepática: disminución y discontinuidad de los 

septos fibrosos vistos en Rojo sirio, donde predomina la colágena del tipo III y IV y una 

disminución de la colágena del tipo I. Además, se observó un restablecimiento de los 

cordones de hepatocitos, lo que mejoró la apariencia de la estructura parenquimatosa. Esta 

disminución de los septos fibrosos se relacionó con la sobreexpresión del gen que codifica 

para MMP-13, así como la disminución de TIMP2, lo que propició el aumento en el diámetro 

de los nódulos regenerativos y la mejora de la vascularización, lo cual es de vital importancia 

para la recuperación del daño hepático. 
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En contraste, los grupos cirróticos e incluso el cirrótico con reversión presentaron hepatocitos 

con cariorrexis, esteatosis microvesicular, infiltrado inflamatorio, áreas necróticas y un 

aumento de la expresión de TIMP2 y disminución de MMP-13, en congruencia con el tamaño 

de las fibras de colágena del tipo I en la zona porta vista en Rojo sirio. Por lo tanto, el grupo 

cirrótico con ausencia de AVP presentó un mayor índice de regeneración, indicando que la 

deficiencia de AVP juega un papel determinante en la reabsorción del tejido fibroso 

cicatricial. 

En otro estudio publicado por Muñoz-Ortega et al., en 2021, se demostró que la deficiencia 

de la hormona AVP, inducida por la LNI, tiene un importante efecto antifibrótico y 

regenerador del hígado después del daño inducido por APC. En este experimento, ratas 

Wistar macho se dividieron en los siguientes grupos: Control intacto (CI), LNI, PCA y 

APC+LNI. Se compararon las pruebas de funcionamiento hepático, expresiones relativas de 

algunos genes hepáticos (IL-1, IL-10, TGF-β, COLL-I, MMP-9 y MMP-13) y análisis 

histopatológicos del hígado. Los resultados mostraron que en comparación con los grupos CI 

y PCA, los niveles de bilirrubinas y proteínas séricas, así como el glucógeno hepático se 

restablecieron a la normalidad en el grupo APC+LNI, además, en éste mismo grupo se 

redujeron significativamente los niveles de expresión génica de la IL-1 y COLL-I, mientras 

que aumentaron los de IL-10, TGF-β y MMP-13. La histopatología hepática del grupo 

APC+LNI, también mostró una disminución significativa de los signos de daño hepático: 

menor cantidad de los depósitos de colágeno y menor fibrosis. En conjunto, estos resultados 

sugieren que a diferencia de los animales solo con APC, en el grupo APC+LNI, los bajos 

niveles séricos de AVP inducidos por la LNI no fueron suficientes para alcanzar a activar de 

manera efectiva a los receptores de AVP de las CEH, y a las células inmunes asociadas a la 

respuesta proinflamatoria-profibrótica, mientras que simultáneamente, la deficiencia de AVP 

parece activar vías de señalización molecular celular asociadas a un estado antiinflamatorio-

antifibrótico, lo que explicaría la reversión parcial del daño hepático y la fibrosis observadas 

en este experimento. En resumen, este estudio apoya el importante papel que la AVP  juega 

en los procesos inflamatorio-fibróticos y en el mantenimiento de la competencia inmunitaria. 
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En conjunto, estos resultados apoyan el concepto de que el uso de antagonistas de los 

receptores de AVP pueden ser terapéuticamente útiles para tratar las enfermedades 

inflamatorias-fibróticas del hígado. 

En un estudio realizado por Vázquez-Martínez et al. (2021), en ratas Wistar con APC de 13 

semanas de evolución, encontraron una disminución en la peroxidación lipídica de fracciones 

subcelulares de hepatocitos. Además de este efecto, estos investigadores describieron que la 

APC también indujo un estado hipometabólico acompañado de un estado de inflamación 

hepática permanente característica de la enfermedad hepática crónica como disminución del 

peso corporal, atrofia hepática, alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepático: 

hiperamonemia, hipoglucemia, incremento de la ALT y disminución de la AST, disminución 

de la glutamino sintetasa, de la glutamato deshidrogenasa y aumento de las caspasas. En 

resumen, este trabajo mostró que la APC induce en el hígado una respuesta hipometabólica 

asociada a una menor reacción prooxidante, y corrobora los efectos nocivos de la APC sobre 

las pruebas de funcionamiento hepático y la estructura histopatológica del hígado 

característicos de daño hepático crónico. 
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II. JUSTIFICACIÓN 

Las enfermedades hepáticas se encuentran entre las principales causas de muerte en la 

población, y se caracterizan por la acumulación de matriz extracelular en el parénquima 

hepático, lo que induce el desarrollo de insuficiencia hepática y fibrosis. Actualmente, no 

existe un tratamiento efectivo que pueda revertir el proceso fibrótico ni restablecer las 

funciones del órgano, por lo que es importante investigar nuevas alternativas de tratamiento 

para controlar la cirrosis-fibrosis y restablecer las funciones hepáticas en las enfermedades 

hepáticas crónicas. Dado que en nuestro laboratorio se ha demostrado que la deficiencia de 

AVP juega un papel importante en el restablecimiento y reversión del daño hepático en 

modelos de ratas con cirrosis hepática y APC, pensamos que el tratamiento con conivaptán 

(CV) un antagonista de los receptores V1a-V2 de AVP, puede ser una alternativa terapéutica 

para el tratamiento de daño hepático crónico en el modelo de APC. 
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IV. HIPÓTESIS 

La deficiencia de AVP inducida por la lobectomía neurointermedia hipofisiaria (LNI) o el 

tratamiento con el antagonista de los receptores V1a-V2 de AVP (CV), disminuirán el daño 

hepático de las ratas con APC crónica. 
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V. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar los efectos de la deficiencia de AVP y los efectos del Conivaptán (CV) sobre 

el daño hepático en el modelo de APC crónica en la rata.  

Objetivos específicos 

• Caracterizar en la rata el modelo de APC a través de sus efectos sobre: 

• Cantidad de glucógeno hepático. 

• Las pruebas de funcionamiento hepático. 

• La histopatología hepática. 

• Analizar mediante inmunohistoquimica e inmunofluorescencia la activación de las 

células implicadas en el proceso de fibrosis (CEH) 

• Analizar por qPCR algunos marcadores moleculares de fibrosis en el hígado. 
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VI. MATERIALES Y METODOS: 

Animales 

Se utilizaron ratas macho Wistar (12-14 semanas) suministradas por la Universidad 

Autónoma de Aguascalientes. Los animales fueron mantenidos en un ambiente con ciclos de 

luz/oscuridad de 12h:12h, con las luces encendidas a las 7:00 am y una temperatura de 

22±1°C. Se les proporcionó alimento (purina rat chow) y agua ad libitum. Todos los 

procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo con las Normas Institucionales 

de Bienestar Normativo de la Universidad Autónoma de Aguascalientes y las normas 

oficiales mexicanas (NOM-062-ZOO-1999), y fueron aprobados por el Comité de Bioética 

Institucional. Las ratas se dividieron en cinco grupos y se sometieron a las siguientes 

condiciones experimentales: Control, APC, APC+LNI, APC+CV y LNI. La Figura 6 muestra 

el cronograma experimental. 

 

Figura 6. Diseño experimental 
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Anastomosis porto-cava (APC) 

La APC se llevó a cabo utilizando un microscopio estereoscópico (Zeiss; OPMI 19-FC con 

un aumento de 6X). La técnica utilizada fue una adaptación de varios estudios previos [Aller 

et al., 2012; Padilla-Sánchez, 2013; Muñoz-Ortega et al., 2021).  

Descripción de la técnica. 

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina al 80% y xilazina al 20% (1 µl/gr 

µL/g de peso corporal/i.p.). Se afeitó el abdomen de las ratas y se colocaron en posición de 

decúbito dorsal sobre un colchón térmico. La horquilla incisiva superior se utilizó para fijar 

la cabeza de la rata a la mesa, mientras que las patas traseras se sujetaron con hilos a las 

rondanas laterales de la mesa. 

Después de realizar la asepsia de la piel con yodo al 2%, se llevó a cabo una incisión en la 

línea media abdominal de aproximadamente 5 a 6 cm, desde el apéndice xifoides hacia abajo. 

Las vísceras abdominales se exteriorizaron hacia el lado izquierdo del animal, se colocaron 

sobre una gasa humedecida con solución salina (0.9%) caliente y se cubrieron con otra para 

evitar la desecación de los tejidos. Se identificaron la vena porta y la vena gastroduodenal en 

su unión con la vena porta, se colocaron dos ligaduras en la vena gastroduodenal y se cortó 

el vaso entre ambas. Se procedió a la disección de la vena porta desde el hilio hepático hasta 

su unión con la vena esplénica, con cuidado se separó la arteria hepática de la vena porta 

(estrechamente unidas por tejido conectivo). A nivel del hilio hepático, en la vena porta se 

colocó una ligadura sin apretar, que sería anudado y la vena seccionada en una etapa posterior 

del procedimiento. A continuación se procedió a aislar la vena cava inferior procediendo de 

la siguiente manera: 1) se disecó la vena renal derecha cerca de la vena cava y se coloca una 

ligadura, sin apretar para no interrumpir el flujo sanguíneo renal; 2) se disecó un segmento 

de la vena cava desde inmediatamente por arriba de la vena renal izquierda por abajo y se 

colocó una ligadura sin apretar, y hacia arriba hasta donde la vena cava queda oculta por el 

borde inferior del lóbulo hepático y se coloca una ligadura sin apretar (la vena renal derecha 

queda entre estos dos extremos); 3) tres ligaduras temporales se estiran suavemente de sus 

extremos hasta interrumpir el flujo sanguíneo por la vena cava y se enredan en las rondanas 
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laterales de la mesa de operaciones. En este punto, la vea cava forma un triángulo por donde 

no fluye la sangre; 5) se procede a hacer una venotomía elíptica de 3 × 2 mm en la pared 

anterolateral izquierda de la vena cava; 6) se elimina la sangre remanente de la vena cava con 

una solución heparinizada (5%); 7) a continuación se procede a cortar la vena porta de la 

siguiente manera; se colocó una pinza hemostática en la vena porta a nivel de la vena 

esplénica para bloquear la circulación sanguínea; 8) se cierra el nudo previamente preparado 

en la vena porta a nivel del hilio hepático y se cota en bisel. La sangre remanente en la vena 

se lavó con la solución heparinizada; 9) para la anastomosis porto-cava, se utilizó una sutura 

de 8 ceros: se colocó primero un punto de sutura uniendo el extremo posterior de la abertura 

anterolateral de la vena cava al extremo posterior de la vena porta, para enseguida colocar 

otro en el extremo anterior de la abertura de la vena cava con el extremo anterior de la vena 

porta; 10) a continuación, con puntos seguidos, se procedió a unir la pared posterior de la 

vena porta con la pared posterior de la vena cava, al llegar al extremo inferior se procede a 

unir los bordes anteriores de los vasos hasta regresar al punto inicial; 11) para restablecer el 

flujo sanguíneo en la anastomosis, se retiraron las ligaduras temporales, comenzando por la 

ligadura anterior, luego la renal y la posterior, y finalmente se retira la pinza de la vena porta; 

12) se revisa la sutura y con hisopos de algodón se controla cualquier fuga de sangre hasta 

que deje de sangrar; 13) se suturó la pared abdominal en dos planos. El tiempo medio para el 

procedimiento de supresión del flujo sanguíneo fue de 15 a 20 minutos. Para el manejo 

postoperatorio, los animales fueron inyectados con 5 ml de SS/s.c. a 38 °C en cada flanco, y 

colocados en una jaula de cuidados intensivos (con colchón térmico y oxígeno clínico). Se 

administró metamizol sódico (10 mg/kg/i.m./3 días) como analgésico. Para prevenir la 

infección se administró penprocilina (6.000 UI/i.m./24 h/3 días). Una vez recuperados de la 

anestesia, los animales fueron trasladados a sus jaulas con libre acceso a alimento y agua de 

bebida glucosada al 5% (durante 3 días).  

Lobectomía neurointermedia pituitaria (LNI) 

La LNI se realizó en base al procedimiento descrito previamente por Quintanar-Stephano et 

al., 2005, con modificaciones menores. La escisión del lóbulo neurointermedio de la hipófisis 

se realizó bajo un microscopio de disección (Zeiss: OPMI-19-FC con un aumento de 6X) 
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utilizando el abordaje parafaríngeo y la aspiración suave del lóbulo neurointermedio con una 

aguja doblada después de lograr una vista sin perturbaciones. En resumen, las ratas se 

anestesiaron con una mezcla de ketamina al 80 % (n.º de catálogo Q-0449-265) y xilazina 

(Nº de catálogo Q-7833-099) 20 % (1 µl/gramo de peso corporal/i.p.). Quince minutos antes 

de la anestesia, se inyectó atropina (0,06 mg/s.c.) para evitar la secreción excesiva de las vías 

respiratorias. Se afeitó el cuello y se colocó al animal en decúbito dorsal sobre la mesa de 

operaciones. Con la horquilla incisiva superior se fijaba la cabeza a la mesa, mientras que las 

patas se sujetaban con hilos a los bordes laterales de la mesa. Se canuló la tráquea a través 

del hocico. 

El abordaje quirúrgico de la glándula pituitaria incluyó los siguientes pasos: 1) asepsia y corte 

de la piel en la cara anterior del cuello; 2) identificación del músculos digástrico y pterigoideo 

izquierdos; 3) separación roma del tendón central del músculo digástrico y pterigoideo; 4) 

colocación de retractores para tener una visión amplia de la parte más profunda de la abertura; 

5) identificación del extremo distal de la apófisis pterigoidea izquierdo y los músculos largos 

de la cabeza; 6) identificación y limpieza de los huesos basioccipital y basiesfenoides; 7) 

identificación de la articulación occipito-esfenoidal; 8) con una broca de bola del número 8, 

se trepanó el cráneo en el centro de la articulación occipito-esfenoidal hasta lograr una visión 

clara de la cápsula pituitaria; 9) con una aguja se seccionó la cápsula pituitaria en su extremo 

más posterior; 10) elevación del lóbulo adenohipofisario e identificación visual de los lóbulos 

intermedio y neural (lóbulo neurointermedio) de la hipófisis; y 11) aspiración suave del 

lóbulo neurointermedio con aguja doblada en un ángulo de 45º. La cirugía no excedió los 15 

min y la recuperación total de los animales ocurrió dentro de los 30 a 60 min. Después de la 

cirugía, a los animales se les inyectó penicilina (6000 UI, i.m. durante 3 días). Se utilizó 

metamizol (10 mg/kg/i. m./2 días) como analgésico. 

Eutanasia 

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico (40 mg/kg/i.p.) y se sangraron de la 

aorta abdominal. Se prepararon alícuotas de suero y se congelaron a -20 °C hasta la 

evaluación de las variables químicas correspondientes (pruebas de funcionamiento hepático). 
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También se tomaron alícuotas de sangre total con EDTA, las cuales fueron procesadas 

inmediatamente para la determinación del amonio. Los hígados se pesaron y muestras de 

tejido hepático se congelaron inmediatamente y se almacenaron a -20 °C hasta que se evaluó 

el contenido de glucógeno. Otras muestras de tejido hepático fresco fueron fijadas en formol 

neutro al 10% y procesadas para su estudio histopatológico e inmunohistoquímico. Otras 

muestras de tejido hepático, se colocaron en RNAlater y se almacenaron a -80 °C hasta que 

se realizaron los análisis de expresión génica por qPCR.  

Pruebas de funcionamiento hepático en suero 

Se midieron los niveles séricos de ALT, AST, glucosa y bilirrubinas utilizando el equipo 

SPINLAB 0615 (Spinreact, Girona, España) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Además, la concentración de amonio en sangre se midió utilizando el equipo FUJI DRI-

CHEM 4000i (Fujifilm España). 
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Tabla 1. Reactivos y métodos para la determinación de pruebas de función hepática 

Nombre Técnica Casa comercial Nº catálogo 

AST (TGO) NADH, cinético UV. IFCC 

rec. 

SPINREACT BEIS09-E 

UREA-LQ Ureasa-GLDH. Cinético. 

Líquido. 

SPINREACT BSIS47-E 

ALT (GTP) Con/sin piridoxal-5-fosfato DIASYS 65558 

ALBÚMINA Verde bromocresol. 

Colorimétrico 

SPINREACT 1001020 

PROTEÍNAS 

TOTALES 

Biuret. Colorimetrico SPINREACT 1001292 

GLUCOSA Trinder. GOD-POD SPINREACT 10011191 

BILIRRUBINAS 

T&D 

DMSO. Colorimétrico SPINREACT 10011044 

AMONIO  FUJI DRI-CHEM FIJIFILM GS1-12B 

 

Glucógeno hepático total 

Se procedió a tomar una muestra congelada de tejido hepático de 0,25 gramos, la cual se 

colocó en 1,5 ml de tampón de citrato de fosfato con una concentración de 0,1 M a un pH de 

5,2 y se homogeneizó mediante el uso del Polytron. Posteriormente el homogeneizado se 

mezcló con amiloglucosidasa (sigma) de Aspergillus niger a una velocidad de 150 rpm 

durante 2,5 horas. A continuación, se tomó el sobrenadante y se determinó la concentración 

de glucosa a través de espectrofotometría. Finalmente, el valor obtenido se multiplicó por el 
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peso total del hígado con el fin de estimar la concentración total de glucosa presente en todo 

el tejido (véase anexo C). 

 

Tinciones histológicas 
 

Se tomaron dos piezas de tejido hepático fresco de 0,125 cm3, las cuales fueron fijadas en 

formalina neutra al 10%. Posteriormente, se incluyeron en parafina, se cortaron en rebanadas 

de 5 µm de espesor, se montaron en portaobjetos de vidrio y se tiñeron con las técnicas de 

Hematoxilina y Eosina (HE), Tricrómica de Masson y de rojo Sirio. También se prepararon 

portaobjetos para inmunohistoquímica e inmunofluorescencia para alfa actina de músculo 

liso (α-SMA). Para los estudios de histopatología las laminillas teñidas con HE y Masson se 

tomaron fotografías representativas de cada grupo experimental utilizando un microscopio 

óptico Nikon (Optiphot-2) con aumentos de 20X y 40X. Las laminillas histológicas teñidas 

con rojo sirio se fotografiaron bajo luz polarizada para evaluar el área y la distribución de los 

diferentes tipos de colágena, la cual se expresaron en píxeles/µm2. Para este estudio, se 

tomaron cinco fotografías por laminilla de las áreas de Rappaport utilizando un microscopio 

Carl Zeiss Axioscop 40, acoplado a una cámara Cool Snap-Pro Color (Media Cybernetics, 

Rockville, MD, EE. UU.) y las imágenes se analizaron con el software Image-Pro V4.5.1. 

(ampliación 40X). 

Inmunohistoquímica e Inmunofluorescencia de α-SMA 

Se desparafinaron las laminillas con xilol hasta llevarlas a etanol absoluto. Para rehidratarlas 

se utilizaron concentraciones decrecientes de etanol-agua hasta agua destilada y solución de 

PBS. Posteriormente, se pusieron en buffer de citratos con pH6 en olla a presión a una 

temperatura de 120-110°C durante 15 minutos, se lavaron los tejidos 3 veces con PBS 

durante 5 minutos c/u. Para inhibir la peroxidasa endógena, la actividad enzimática se 

bloqueó con peróxido de hidrógeno al 1% durante 12 minutos y se lavaron con PBS. Se 

procedió a la permeabilización con Triton 1X durante 25 minutos. Para inhibir la unión no 

específica de los anticuerpos, se utilizó albúmina sérica bovina (BSA). Se diluyó el 

anticuerpo policlonal primario contra la α-MSA (GTX100034) de conejo en una proporción 
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de 1:200 y se incubó a temperatura ambiente durante toda la noche. Luego, se agregó el 

anticuerpo secundario HRP anti-conejo Mach2 (Biocare Medical) y se incubó durante una 

hora a temperatura ambiente. Para obtener la reacción cromógena, se utilizó el kit de 

diaminobencidina (DAB) (Biocare Medical) y se lavaron los portaobjetos con agua después 

de contra-teñirlos con hematoxilina durante un minuto. Como tejido control positivo para la 

α-SMA, se utilizó una laminilla de fibroma uterino, mientras que, como control negativo, se 

reemplazó el anticuerpo primario con  solo PBS. Los cortes se observaron en un microscopio 

invertido Axiovert 40 CFL de Zeiss. 

La reacción de inmunofluorescencia se obtuvo utilizando el anticuerpo primario contra la α-

SMA (GTX100034), diluido a una proporción de 1:600 durante toda la noche a temperatura 

ambiente. Después, se lavó tres veces con PBS. El anticuerpo secundario utilizado fue anti-

conejo de cabra Alexa Fluor® 488 (Invitrogen Thermo Fisher Scientific) y se incubó a la 

misma temperatura durante 2 horas. Para teñir los ácidos nucleicos, se utilizó Hoechst 33258 

(Sigma-Aldrich, Inc) durante 10 minutos. Los portaobjetos se montaron utilizando el medio 

de montaje acuoso Fluoromount™ (Sigma-Aldrich, Inc). Los cortes teñidos fueron 

analizados con el microscopio de laser confocal Zeiss LSM 700. Las imágenes obtenidas se 

procesaron utilizando el software FIJI ImageJ2. 

 

Administración del Conivaptán 
 

El conivaptán (CV) (Número de catálogo BCP07817, Biochempartner, China) se administró 

a razón de 1 mg/kg de peso corporal. La preparación de la dosis se realizó de la siguiente 

manera: se disolvieron 30 mg de CV en 1 ml de dimetilsulfóxido al 99,9 % (número de 

catálogo 276855, Sigma-Aldrich, Alemania). Para obtener la solución de trabajo, se 

disolvieron 100 µL de esta solución madre en 900 µL de agua destilada. Cada animal fue 

inyectado con 100 µL (0,3 mg/dosis) de la solución de trabajo cada 24 horas/i.m/ 8 semanas.  
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Aislamiento del ARN y expresión génica mediante qPCR en tiempo real 

 

Se procedió al aislamiento del ARN total a partir de 100 mg de cada muestra de hígado, 

utilizando el sistema de aislamiento Jena Bioscience (Jena Bioscience, Jena, Alemania), 

siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante. La cantidad de ARN total se determinó 

mediante el espectrofotómetro NanoDrop-2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. 

UU.). La transcripción inversa se llevó a cabo utilizando 1 µg de ARN total y el sistema de 

transcripción inversa GoScript (Promega) para la realización de la PCR cuantitativa en 

tiempo real (qPCR), utilizando el qPCR GreenMaster con UNG-clear (Jena Bioscience, Jena, 

Alemania) en una Máquina StepOne (Applied Biosystems). El protocolo de qPCR fue el 

siguiente: 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 3 minutos, 40 ciclos de 95 °C durante 45 

segundos y 60 °C durante 45 segundos. Se diseñaron oligonucleótidos específicos para 

COLL I, MMP-13, metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9), factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), interleucina 6 (IL-6), inhibidor tisular de metaloproteinasa-1 

(TIMP-1) e inhibidor tisular de metaloproteinasa-2 (TIMP-2), V1aR y β-actina (Tabla 1). La 

expresión relativa se normalizó utilizando β-actina como gen de referencia y las diferencias 

se determinaron utilizando el método 2-ΔΔCt. 

Tabla 2. Secuencias de los Oligonucleotidos 

Gen Oligonucleotide-F Oligonucleotide-R 

 

IL-6 5’-CCTGGAGTTTGTGAAGAACAACT-3´ 5’-GGAAGTTGGGGTAGGAAGGA-3’ 

TIMP-2 5’-GCATCACCCAGAAGAAGAGC-3’ 5’-GGGTCCTCGATGTCAAGAAA-3’ 

TIMP-1 5’-CATGGAGAGCCTCTGTGGAT-3’ 5’-ATGGCTGAACAGGGAAACAC-3’ 

TGF-β 5’-GACTCTCCACCTGCAAGACCA-3’ 5’-CGGGTGACTTCTTTGGCGTA-3’ 

COLL-1 5’- TTGACCCTAACCAAGGATGC-3’ 5’-CACCCCTTCTGCGTTGTATT-3’ 

MMP-9 5’-CAGAAGCCCAAGGAAGAGTG-3’ 5’-AGACCCACAGGAAACCACAG-3’ 

MMP-13 5’-ATCCCAGCTTAGGGCTCAAT-3’ 5’- GGGAAAACAGCTACGCTGAG-3’ 

V1Ar  5´-GTGGTCGTCTTGGGTACATGC-3´ 5´-CTTCACAGTGCGGATCTTGGC-3´ 

β-ACTIN 5’-GTCGTACCACTGGCATTGTG-3’ 5’-GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA-3’ 
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Análisis estadístico 

Los resultados se presentan como la media ± desviación estándar de la media (DE). Para el 

análisis estadístico se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de una 

prueba post-hoc de Tukey. Se consideraron diferencias estadísticamente significativas 

cuando los valores de p fueron inferiores a 0,05. Los análisis estadísticos se realizó con el 

software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).  
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VII. RESULTADOS 

En el estudio se empleó el modelo de APC en la rata para generar daño hepático crónico 

debido a que el flujo sanguíneo de la vena porta es desviado por medio de la anastomosis a 

la vena cava inferior, lo que suprime el flujo sanguíneo portal hacia el hígado. La vena porta 

suministra entre el 70-80% del oxígeno y nutrientes al hígado, por lo que en los animales con 

APC solo el 20-30% de los requerimientos metabólicos del hígado son parcialmente 

cubiertos por la sangre de la arteria hepática, lo que genera insuficiencia hepática y daño 

estructural del hígado. Así, los animales APC constituyen un modelo de gran utilidad para 

estudiar la fisiopatología del daño hepático y para la evaluación de los efectos de diferentes 

tratamientos sobre las enfermedades hepáticas crónicas, como se demuestra a continuación.  

La LNI hipofisiaria es un modelo experimental que consiste en la extirpación quirúrgica de 

los lóbulos intermedio y neural de la hipófisis lo que da como resultado una disminución 

permanente de los niveles circulantes de AVP (80%) y oxitocina (90%) respectivamente. Los 

efectos fisiológicos más conspicuos de la LNI son el desarrollo de un cuadro pasajero en el 

incremento en la producción de orina e incremento de la ingesta de agua (diabetes insípida) 

con duración promedio de 3 semanas, hipotensión sanguínea permanente en el 75 % de los 

animales (Marcela Rodríguez Villanueva et al., FASEB), disminución de la inmunidad 

innata, y adaptativa (Quintanar-Stephano et al., 2016), disminución de la fibrosis renal 

(Bernardo Beiza et al., FASEB) y disminución de la fibrosis con regeneración hepática 

(Quintanar-Stephano et añ., 2017; Miñoz-Ortga et al., 2021). Así, la LNI experimental ha 

abierto un amplio campo de investigación al hacer evidentes efectos de la deficiencia de 

AVP, que en condiciones normales no son aparentes. Los resultados que se presentan en este 

trabajo, indican que el bloqueo de los receptores V1a-V2 de AVP, al igual que la deficiencia 

de AVP (animales LNI), protegen contra los efectos patológicos hepáticos inducidos por la 

APC, como se demuestra a continuación.   
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Figura 7. Estandarización de la APC y la LNI en rata 

  

Proceso de estandarización del modelo quirúrgico APC.  

A. Imagen de la anastomosis (punta de flecha) entre la vena porta (VP) y la vena cava inferior (VC). B. 

Hallazgos macroscópicos a las 16 semanas post cirugía, se observa un aumento del calibre de la vena cava 

(asterisco amarillo), se muestra el sitio de anastomosis (punta de flecha). 

 
 

Proceso de estandarización del modelo quirurgico LNI 

A. Cirugía lobectomía Neurointermedia Hipofisiaria (Punta de flecha), Extirpación de la adenohipófisis (líneas 

punteadas). B. Hallazgos 8 semanas post cirugía la punta de flecha señala el espacio vacío correspondiente a 

la neurohipófisis y las líneas punteadas el espacio de extirpación. 

 

Efectos de la APC, LNI, APC+LNI y APC+CV sobre el peso corporal y peso hepático 

1) Peso corporal 

La figura 8 muestra las medias ± DE de los pesos corporales semanales de los diferentes 

grupos experimentales. Se graficaron los porcentajes de cambios de peso con respecto al peso 

VP 

VC 

 

A B 

A B 
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inicial (semana 0). En comparación con el grupo Control, la APC, la LNI, la APC+NIL y la 

APC+CV, indujeron una disminución significativa y permanente de los pesos corporales a 

lo largo del periodo experimental, sin embargo, la comparación de los pesos entre los grupos 

APC y APV+CV, mostró que el tratamiento con CV indujo un incremento paulatino y 

significativos del peso corporal al final del experimento (**p<0,01: APC vs APC+CV, y 

*p<0,05: APC+LNI  vs APC+CV, respectivamente). 
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Figura 8. Efectos de la APC, LNI, APC+LNI y APC+CV sobre el peso corporal semanal. El grupo Control 

intacto sirvió como referencia. Los valores se expresan como la media ± DE del porcentaje de cambio de peso 

respecto al valor inicial (semana 0 = 100%). Observe como la administración del CV a partir de la semana 8 

post cirugía indujo un incremento paulatino y significativo de la curva de peso al final del experimento (** 

p<0.01). n = 8–10 animales/grupo. CV, conivaptán; LNI, lobectomía pituitaria neurointermedia; APC, 

anastomosis porto-cava; DE, desviación estándar. 
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Tabla 3. Análisis morfométrico de los diferentes grupos experimentales al final del 

experimento. 

 CONTROL APC LNI APC+LNI APC+CV 

% de cambio +50 -29 -22 -29 -23 

Peso inicial (g) 239 314 355 342 272 

Media del peso 

corporal (g) 

311+2 286+2 319+3 310+2 263+2 

Peso del hígado 

(gr de peso 

húmedo) 

11.32+1.4 6.15+1.3 

*** 

11.08+1.7 10.07+0. 8  

# 

8.18+0.8 

Se determinaron los pesos corporales y del hígado en ratas 16 semanas después de la cirugía. El porcentaje 

de cambios negativos corresponde al peso corporal perdido durante el protocolo. ***Diferencia significativas 

vs grupo Control. #Diferencias significativa en comparación con el APC. Los valores se expresan como 

media±SD. n = 8-10 animales/grupo. Abreviaturas: CV, conivaptán; LNI, lobectomía pituitaria 

neurointermedia; APC, anastomosis porto-cava. 

 

2. Pruebas de funcionamiento hepático  

Tras el sacrificio de los animales, se tomaron muestras sanguíneas para determinar los 

niveles séricos de marcadores de funcionamiento hepático. El daño de los hepatocitos se 

evaluó mediante la medición de las enzimas ALT y AST. Los resultados mostraron que en 

comparación con el grupo Control, ambas enzimas se incrementaron significativamente en 

los grupos APC y LNI (***p<0,001) respectivamente (Figs. 9-A y 9-B). Observe en la figura 

9-A, como los niveles de la ALT regresaron a los nivele normales en los grupos APC+LNI 

y APC+CV (NS: Control vs APC+LNI y APC+CV). En cuanto a la AST, observe en la figura 

9-B, que, aunque esta enzima disminuyó en los APC+NIL y APC+CV, solo en el grupo 

tratado con CV los niveles de la enzima regresaron a los niveles normales. 
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Figura 9. Efectos comparativos entre los grupos Control, APC, LNI, APC+LNI y APC+CV sobre las pruebas 

bioquímicas séricas y sanguíneas de funcionamiento hepático: ALT (A), AST (B), bilirrubina total (C) y 

bilirrubina no conjugada (D), albúmina (E), glucemia (G), amonio (H) y urea (I) y contenido de glucógeno 

hepático (F). *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001 y ****p<0,0001 entre los diferentes grupos. Los valores se 

expresan como la media±DE. n = 8-10 animales/grupo. Abreviaturas: CV, conivaptán; LNI, lobectomía 

neurointermedia hipofisiaria; APC, anastomosis porto-cava. 

 

 Los niveles séricos de las bilirrubinas totales y bilirrubina no conjugadas de los 

diferentes grupos, se muestran en las figuras 9-C y 9-D respectivamente. En comparación 

con el grupo Control, ambas bilirrubinas se incrementaron en el grupo APC (**p<0,01 y 

***p<0,001: Control vs APC respectivamente). En estas mismas figuras, observe como en 

los grupos LNI, la deficiencia de AVP no afectó los niveles séricos de ambas bilirrubinas, 

mientras que en los grupos APC+LNI y APC+CV la deficiencia de AVP y el tratamiento con 
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CV respectivamente, indujeron una disminución en los niveles de ambas bilirrubinas a 

niveles normales (NS: Control vs APC+NIL y APC+CV respectivamente). 

La capacidad de síntesis y secreción de las proteínas hepáticas, fueron evaluadas midiendo 

los niveles séricos de las proteínas totales y la albúmina en los diferentes grupos. Los 

resultados indicaron que mientras no se afectaron los niveles séricos de las proteínas totales 

en ninguno de los grupos (resultados no mostrados), los niveles de albúmina disminuyeron 

un 25% en el grupo APC, sin embargo, la disminución no fue estadísticamente significativa 

(NS: Control vs APC, LNI y APC+LNI) (Fig. 9-E). Por otro lado, en esta misma figura, 

observe cómo en el grupo APC+CV, el tratamiento con CV indujo un incremento 

significativo en los niveles de la albúmina con respecto a los grupos Control y APC (*p<0,05 

y ***p<0,001: Control y APC vs APC+CV respectivamente). La misma figura 9-E, muestra 

que la LNI y la APC+LNI no afectaron significativamente los niveles de albúmina.   

Glucógeno hepático. Se sabe que el hígado juega un papel crucial en la homeostasis 

de la glucosa y que, en momentos de necesidad, por medio de la glucogenólisis, el glucógeno 

puede ser movilizado al torrente sanguíneo en forma de glucosa. En la figura 9-F se muestra 

el contenido de glucógeno hepático en los diferentes grupos. Observe que, en comparación 

con los demás grupos, la APC indujo una disminución significativa en el contenido de 

glucógeno (***p<0,001: Control, LNI, PCA+LNI y PCA+CV vs PCA). Por otro lado, 

mientras que LNI sola no afectó el contenido de glucógeno, la comparación del grupo APC 

con los grupos APC+LNI y APC+CV, muestra que tanto la LNI como el tratamiento con 

CV, indujeron un incremento significativo en el contenido de glucógeno hepático 

(***p<0,001: APC vs APC+LNI y APC+CV respectivamente). Aunque estos incrementos 

no alcanzaron los niveles normales la comparación entre estos grupos con el Control, no 

mostró diferencias significativas (NS: Control vs APC+NIL y APC+CV) (Fig. 9-F).  

Glucemia. En comparación con el grupo Control, la APC indujo una hipoglucemia 

significativa (***p<0,001: Control vs APC) (Fig. 9-G). En comparación con el grupo 

Control, en los grupos LNI y APC+LNI, las glucemias disminuyeron 50% y 30% 

respectivamente, sin embargo, estos valores no fueron estadísticamente significativas (NS: 
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Control vs APC y APC+LNI). Observe en la misma figura 9-E, que en comparación con los 

grupos Control y APC, en el grupo APC tratado con CV, este indujo una hipoglucemia severa 

(34.44±7.9 mg/dL). Esta hipoglucemia contrasta con el incremento en el peso del hígado y 

en el contenido de glucógeno hepático observados en este mismo grupo APC+CV (Tabla 3 

y figura 9-F).  

Amonio y urea. Otra importante función del hígado es la regulación del metabolismo del 

amoniaco y la urea, y cambios en las concentraciones sanguíneas, constituyen dos 

marcadores importantes de daño hepático. Los resultados obtenidos en los diferentes grupos 

experimentales se muestran en la figura 9-H. Observe que, en comparación con el Grupo 

Control, la APC indujo un incremento significativo en los niveles de amonio (267%; 

***p<0,001: Control vs APC). Esta misma figura muestra que en el grupo solo LNI, la 

deficiencia de AVP causó una disminución de los niveles de amonio en un 65%; aunque esta 

disminución no fue estadísticamente significativa (NS: Control vs LNI). Por otro lado, 

observe que en comparación con los grupos Control y APC, en el grupo APC+LNI, la LNI 

indujo una disminución del amonio a niveles normales (NS: Control vs APC+NIL y 

**p<0.01: APC vs APC+NIL) (Fig. 9-H). Por último, en contraste con el restablecimiento a 

la normalidad de los valores de amonio encontrados con en el grupo APC+NIL, la 

administración de CV al grupo PCA+CV, no afectó los elevados niveles de amonio causaos 

por la sola APC (NS: APC vs APC+CV) (Fig. 9-H). 

Urea. La figura 9-I muestra que en comparación con los niveles del grupo Control, la APC 

indujo una disminución significativa de la urea circulante (****p<0,0001: Control vs PCA), 

mientras que la LNI indujo un incremento del 58% en los niveles de urea, este no fue 

estadísticamente significativo (NS: Control vs LNI). Por otro lado, la LNI a los animales 

APC (grupo APC+LNI), impidió que los niveles de urea disminuyeran a los niveles 

observados en el grupo APC (*p<0,05: PCA vs APC+NIL) (Fig. 9-I). Finalmente, el 

tratamiento con CV al grupo APC+CV, indujo un restablecimiento parcial (50%) aunque no 

significativo de los niveles de urea (NS: APC vs. APC+CV). 
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3. Análisis histopatológico 

 Tinción de Hematoxilina-Eosina 

Se tomaron fotografías microscópicas de diversas áreas de tejido hepático de cada grupo, 

teñidos con H-E, para ilustran los hallazgos histopatológicos más representativos de cada 

condición experimental. La figura 10-A corresponde a un hígado de un animal Control. En 

este, se pueden apreciar la disposición y características normales de los elementos más 

importantes que forman la triada hepática (conducto biliar [CB], arteria hepática [AH] y vena 

porta [VP]) localizada en la zona periportal, rodeados de una delgada capa de tejido 

conectivo. Aunque los cambios histopatológicos inducidos por las diferentes condiciones 

experimentales ocurren en todo el hígado, los cambios más evidentes en respuesta a los 

diferentes tratamientos ocurrieron en las áreas periportales de los lóbulos hepáticos. Así, la 

figura 10-B, muestra las características histopatológicas de un hígado de rata sometida a APC 

a las 16 semanas post-cirugía. Observe que, en comparación con el Control, en el grupo APC 

(Fig. 10-B), ocurrieron cambios notables en la histología hepática, caracterizada por la 

presencia de discretos infiltrados inflamatorios distribuidos en las diferentes áreas del hígado, 

principalmente en las áreas periportales que rodean a los vasos de la triada (triaditis), 

presencia de una cubierta gruesa de tejido fibroso alrededor de la triada (línea interrumpida, 

leve pleomorfismo nuclear, binucleación ocasional de hepatocitos y una disminución leve 

del contenido de glucógeno. Otro hallazgo significativo es la presencia de colestasis focal 

con desarrollo de un mayor número de conducto biliares (Fig. 10-B flechas amarillas).  

La comparación de los diferentes componentes periportales de la triada entre el grupo Control 

(Fig.10-A) y el grupo LNI (Fig. 10-C), no mostró diferencias significativas, mientras que la 

comparación de estas estructuras de los grupos Control y APC con las del grupo APC+LNI 

(Fig. 10-D), mostró menores cambios estructurales de la triada (menor cantidad de tejido 

fibroso rodeando los vasos de la triada), menor número de conductos biliares, menor 

colestasis focal y menor número de infiltrados inflamatorios (puntas de flecha negra). La 

comparación entre los grupos Control, APC, APC+LNI con el grupo APC+CV (Fig. 10-E) 

muestra una mayor cantidad de infiltrados inflamatorios en el área periportal (puntas de 
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flecha negras), mientras que la cantidad de tejido fibroso disminuyó significativamente, 

mostrando así, una apariencia semejante a lo observado en los grupos Control y APC+LNI. 

Observe también que en comparación con el grupo solo APC, la cantidad de tejido fibroso 

periportal, los conductos biliares son de menor diámetro y menos desarrollados. En conjunto, 

estos resultados indican que tanto la deficiencia de AVP como el tratamiento con CV en los 

animales con APC y protegen contra el daño hepático inducido por la APC.  

 

Figura 10. Comparación de los efectos de la APC (B), LNI (C), APC+LNI (D) y APC+CV (E) sobre la 

histopatología hepática. El grupo Control (A) se incluyó como referencia. Tinción H-E. Las fotografías se 

tomaron a 400X. Infiltrados inflamatorios; punta de flecha negra, Área de fibrosis en el grupo APC (B) (líneas 

segmentadas), Conducto biliar; CB, Conivaptán; CV, Arteria hepática; HA, Vena porta; VP. Lobectomía 

pituitaria neurointermedia; LNI, Anastomosis portocava; APC. 

Tinción tricrómica de Masson 

La tinción histológica tricrómica de Masson es una técnica que se utiliza para visualizar y 

diferenciar los tejidos conectivos, musculares y fibras elásticas en laminillas de diferentes 
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tejidos. Esta tinción tiñe de azul a las fibras de colágena, principalmente de tipo I, que es el 

principal componente del tejido fibroso cicatricial. 

El estudio de las laminillas de hígado teñidas con esta técnica, mostró que mientras que en el 

grupo Control (Fig. 11-A), las fibras de colágena son delgadas y alargadas y están  dispuestas 

de tal manera forman una discreta y delgada capa de tejido conectivo que rodea a los vasos 

de la triada hepática (CB, AH y VP). Por otro lado, en los hígados del grupo APC (Fig. 11-

B), la colágena es mucho abundantes y forma haces gruesos de fibras que rodean a los vasos 

de la triada (CB, HE y VP) e invadiendo a las áreas circunvecinas del parénquima hepático.                               

En el grupo LNI, la distribución y características de las fibras de colágena fueron muy 

semejantes a las descritas en grupo Control, es decir no se encontraron diferencias 

significativas (Figuras 11-A y 11-B). La comparación entre los grupos APC y APC+NIL 

(Figs. 10-B y 10-D), mostró que la deficiencia de AVP inducida por la LNI, indujo una 

disminución significativa en la cantidad de tejido fibroso periportal y de las áreas 

parenquimatosas circunvecinas lo que sugiere que la deficiencia de AVP juega un papel 

importante en la involución de la fibrosis hepática. Finalmente, observe que en el grupo 

APC+CV (Fig. 11-E), el tratamiento con CV también indujo una disminución significativa 

en la cantidad y distribución de tejido fibroso, semejante a lo ocurrido en al grupo APC+LNI 

(Fig. 11-D), mientras que en comparación con el grupo solo APC (Fig-10-B), en el grupo 

APC+CV (Fig. 10-E), se observó una disminución significativa en el número y grosor de las 

fibras de colágeno, así como un menor número de puentes fibrosos. 
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Figura 11. Comparación de los efectos de la APC (B), LNI (C), APC+LNI (D) y APC+CV (E) sobre la 

fibrosis hepática periportal (color azul), en laminillas teñidas con la técnica tricrómica de Masson.  El grupo 

Control (A) se incluyó como referencia. Las microfotografías se tomaron a un aumento de 200X. Conducto 

biliar; CB, Conivaptán; CV, Arteria hepática; HA, Vena porta; VP. Lobectomía neurointermedia pituitaria; 

LNI, Anastomosis portocava; APC. Excepto el grupo LNI, que fue sacrificado a las 8 semanas post cirugía 

los demás grupos se sacrificaron a las 16 semanas post PCA. 

Tinción de rojo sirio 

La tinción de rojo sirio se utiliza por su capacidad de teñir diferencialmente la colágena 

tipo I y colágena tipo III, cuando se observan bajo luz polarizada. En los tejidos normales 

predomina la colágena tipo III, compuesta de fibras de colágena delgadas que se tiñen de 

color verde, mientras que las fibras de colágena tipo I se observan de color rojo y amarillo-

naranja claro, y es la más abundante en el tejido fibroso cicatricial. Además, la proporción 

de cada tipo de colágena permite determinar el grado de fibrosis, así como evaluar los 

cambios en respuesta a los tratamientos antifibróticos. En el presente estudio, el análisis 

morfométrico de los cambios en las áreas de fibrósis se hizo en fotografías de hígado de 
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cada grupo experimental utilizando el programa de análisis de imágenes ImageJ en un área 

de 1,5202 píxeles/μm.  

En las fotografías de la figura 12 A, B, C y D, se muestra la distribución de la fibrosis y 

tipo de colágena predominante en las áreas priportales de cada grupo, mientras que en la 

gráfica de la Fig. 12-F, se muestra la media ± DE del área de fibrosis de cada grupo. Los 

resultados indican que la deficiencia de AVP y el tratamiento con CV en las ratas con APC, 

indujeron una disminución significativa en el porcentaje de fibrosis, así como una 

reversión en la proporción de colágena Tipo I y un incremento en la colágena tipo III 

(Fig.12-F).  

 

 

 

Figura 12. Fotografías de laminillas de hígado teñidas con rojo sirio tomadas bajo luz polarizada de las áreas 

periportales de todos los grupos: Control (A), APC (B), LNI (C), APC+NIL (D) y APC+CV (E).  La figura 12-

A, muestra la dosposición normal y el predominio de las fibras de colágena tipo III (verde) rodeando a los 

componentes de la triada: conducto biliar (CB), arteria hepática (AH) y vena porta (VP). La figura 12-B de un 

animal APC, muestra un importante incremento en el grosor de las fibras de colágena formando tabiques de 
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mayor espesor que envuelven a la triada e invaden la zona parenquimatosa circundante; observe además, el 

predominio de la colágena tipo I (rojo-amarillo-naranja). La figura 12-C muestra un predominio de colágena 

tipo I, sin embargo sus fibras aunque ligeramente más gruesas la cantidad y distribución de la colágea en la 

matriz extracelular no fue diferente a la del grupo Control. La fotografía 12-D, muestra que comparada con el 

Control (12-C), contiene menor cantidad de tejido fibroso y una mayor mezcla de ambos tipos de colágena, con 

un ligero predominio de colagena tipo III. En la figura 12-D, muestra que el CV indujo reversión de la fibrosis 

y una mayor mezcla de ambos tipos de colágena. Las fotografías se tomaron con un aumento de 10X. 

La Tabla 4 resume los principales cambios histopatológicos y citológicos de los hígados 

de los diferentes grupos experimentales 

 

Tabla 4. Principales cambios histopatológicos estromales y celulares en hígados de los 

diferentes grupos experimentales. (-) ausente, (+) poco abundantes, (++) más abundantes.   

 

Inmunohistoquímica e Inmunofluorescencia  

 

Estas tinciones histológicas permiten identificar de manera específica la presencia de 

antígenos específicos mediante el uso anticuerpos dirigidos a un antígeno de interés. En el 

caso de la técnica de inmunohistoquímica (IHQ), un resultado positivo se visualiza como una 

tinción marrón delimitada al área del conjugado enzimático, mientras que en la 

inmunofluorescencia (IF), se observa la fluorescencia del marcaje localizado en el tejido 

debido a la utilización de fluoróforos (Fig. 13). 

La α-SMA es parte de la estructura protéica de las fibras de colágena, y su visualización 

permite evaluar en los tejidos el grado de fibrosis tanto en condiciones normales como 
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patológicas. En el presente trabajo se utilizaron ambas técnicas para evaluar la expresión de 

α-SMA en el tejido hepático de los diferentes grupos experimentales. Se sabe que los 

estímulos nocivos al hígado, se activan las células estelares y diferencian en miofibroblastos 

los cuales expresan a la proteína α-MSA, uno de los componentes fundamentales de las fibras 

de colágena, lo que incrementa el depósito de la matriz extracelular, dando lugar a la fibrosis. 

Así, a medida que aumenta la expresión de α-SMA el resultado será un aumento de tejido 

cicatricial en el hígado, tal como se observa en el grupo APC. Por tal motivo, la utilización 

de ambas técnicas permite reforzar los hallazgos obtenidos en las tinciones histológicas de 

tricrómica de Masson y de rojo sirio. Los resultados indican claramente que la deficiencia de 

AVP y el bloqueo de los receptores de AVP por el CV indujeron una disminución 

significativa en el grado de fibrosis hepática, y sugieren fuertemente que el conivaptan puede 

ser utilizado en el tratamiento contra la fibrosis hepática. 

 

 

Figura 13. Fotografías de las áreas periportales de hígado teñidas para α-SMA con las técnicas de 

inmunohistoquímica (A, B, C, D y E) e inmunofluorescencia (F, G, H, I y J) respectivamente. Control, 

Anastomosis portocava (APS), Lobectomía neurointermedia hipofisiai (LNI), APC+LNI y APC+CV. El control 

positivo de α-SMA (M) (mioma uterino). Control negativo (L) (mioma uterino sin el anticuerpo primario). 

aumento 20X. Las barras representan 50 µm. La gráfica R, de esta misma figura 13, muestra el porcentaje de 

células positivas para la α-MSA de cada grupo evaluadas con el programa ImageJ. Conivaptán (CV). *p<0.05, 

**p<0.01. 
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9. Expresión génica de marcadores fibrogénicos (qPCR). 

Con el objeto de profundizar en los mecanismos moleculares y celulares que median el 

proceso inflamatorio y la fibrosis hepática en los diferentes grupos experimentales, se analizó 

por PCR cuantitativa (qPCR) la expresión de algunos genes clave en estos procesos como el 

TGF-β, colágena tipo I (COLL-I), inhibidores de la metaloprotesas tisulares 1 y 2 (TIMP-1 y 

TIMP-2) y las metaloproteasas de la matriz extracelular  9 (MMP-9) y 13 (MMP-13). Se sabe 

que TGF-β, juega un papel profibrogénico importante en la inducción del depósito de 

colágena I (COLL-I). Los presentes resultados mostraron un aumento significativo en la 

expresión de TGF-β en el grupo APC (11 veces más que el grupo control, ****p<0,0001: 

APC vs Control) (Fig.14-A). Por otro lado, en comparación con el grupo APC, los grupos 

APC+LNI y APC+CV, mostraron una disminución del 40% en la expresión del TGF-β, 

aunque estas disminuciones no fueron estadísticamente significativas (NS: APC vs 

APC+LNI y APC+CV. Fig. 14-A). No obstante, observe que la disminución de la expresión 

de TGF-β en estos grupos (Fig. 14-A), correlaciona con la disminución en la expresión de la 

COLL-I (Fig. 14-B).Así, estas observaciones apoyan el concepto de que el TGF-β participa 

en la regulación de la expresión de COLL-I, y que los incrementos en la expresión de TGF-

ß y COLL-I  son parcialmente inhibidas por la deficiencia de AVP (LNI) y el bloqueo de los 

receptores V1a-V2 de AVP por el CV (Figs. 14-A y 14-B. Por otro lado, se sabe que durante 

el daño hepático se altera el equilibrio entre los procesos síntesis-degradación de la matriz 

extracelular (MEC) y que en estos procesos participan los TIMPs 1 y 2 y las MMPs 9 y 13, 

de tal manera que si predomina la presencia de TIMP-2 favorece el desarrollo de la fibrosis, 

mientras que si predomina la presencia de la MMPs-13, se incrementa el mecanismo de 

degradación. La Fig. 14-C muestran que en comparación con el grupo Control, la expresión 

de TIMP-1 aunque más expresada en los grupos PCA, PCA+NIL y PCA+CV, las diferencias 

entre ellos no fueron significativas. Por otro lado, la expresión del TIMP-2 (Fig. 14-D) en los 

diferentes grupos experimentales, mostró que en comparación con el grupo PCA, solo el 

grupo APC+CV, experimentó un incremento significativo en la expresión de este inhibidor 

de metaloproteasas (*p<0.05: PCA vs APV+CV. Fig. 14-D). :…ras que no ocurrieron 

diferencias significativas  en la expresión de TIMP-1 entre el APC vs APC+LNI,   al 
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comparar el grupo APC con , en comparación con el grupo APC, la expresión de los TIMP-

1 y TIMP-2, en el grupo APC+LNI no mostró cambios significativos, mientras que en 

comparación con el grupo APC+CV, la expresión de TIMP-1, no fue afectada, la expresión 

de TIMP-2 aumentó significativamente indicando que CV indujo una disminución  (. 

Además, como se muestra en la Figura 14, también fue evidente una disminución relativa en 

la expresión de TGF-β y COLL-I en el grupo APC+CV. 

 

Figura 14. Expresión de marcadores reguladores de ECM en rata. El análisis cuantitativo por qPCR muestra los 

niveles relativos de expresión (eje Y) para cada marcador (TGF-β, Colágeno-1, MMP-13, MMP-9, TIMP-1, 

TIMP-2, V1aR e IL-6), estos se evaluaron con un ANOVA de dos vías y una prueba de Tukey post hoc. ∗p < 

0,05; ∗∗p < 0,01; ∗∗∗p < 0,001 de los grupos de tratamiento con relación al control. Grupos (n=3). Abreviaturas: 

ECM, matriz extracelular; IL, interleucina; MMP, metaloproteinasa de matriz; qPCR: reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa; TGF-β, factor de crecimiento transformante-beta; TIMP, inhibidor tisular de 

metaloproteinasas; V1AR, receptor de arginina vasopresina V1a. 
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VIII. DISCUSION 

Los resultados del presente proyecto confirman que la APC es un modelo experimental que 

reproduce la enfermedad hepática crónica, caracterizada por desarrollo progresivo de 

fibrosis, alteraciones metabólicas, fisiopatológicas y morfológicas del hígado, como atrofia 

hepática, disminución del contenido de glucógeno, aumento de los niveles séricos de ALT y 

AST, hiperbilirrubinemia (total y no conjugada), bajos niveles séricos de urea y glucosa, 

hiperamonemia, insuficiencia hepática, alteraciones histológicas, alteraciones  

hemodinámicas y fibrosis (8,9,23,29). Así, los efectos de la APC sobre las diversas funciones 

hepáticas, nos permitieron comparar con un alto grado de certeza los efectos de la deficiencia 

de AVP y el tratamiento con CV sobre las funciones hepáticas de los grupos APC+LNI y 

APC+CV.  

 

Se sabe que la AVP es una hormona inmunoestimulante la cual, actuando directamente sobre 

diversas células del sistema inmune, estimula la respuesta inflamatoria [20-23]. Sin embargo, 

los mecanismos celulares y moleculares a través de los cuales la AVP o la deficiencia de 

AVP (inducida por la LNI), regula las funciones hepáticas y la respuesta inflamatoria del 

hígado durante el daño hepático están empezando a ser estudiadas (Bataller et al., 1997; 

Quintanar-Stephano et al., 2017; Muñoz-Ortega et al. 2021; Villabona. 2010; Koshimizu et 

al., 2012). En este sentido, Quintanar-Stephano et al., 2017, describieron que la deficiencia 

de AVP (inducida por la LNI) en hámster con cirrosis (inducida por CCl4), causó 

disminución en los niveles de fosfatasa alcalina en suero y la expresión de colágena tipo I y 

TIMP-2, mientras que aumentó los depósitos de colágena tipo III, sí como de la expresión de 

MMP-13 y el tamaño de los nódulos de regeneración. Así, estos autores demostraron que la 

deficiencia de AVP participa de manera importante en la regeneración hepática a través de:1) 

inhibir la actividad de los fibroblastos productores de colágena tipo I y favorecer la actividad 

de los fibroblastos productores de Colágena tipo III, 2) regular a la baja la actividad de la 

fosfatasa alcalina del epitelio de los conductos biliares, y 3) inhibir la expresión de TIMP-2 

mientras incrementa la producción de la MMP-13. Así, en conjunto, la deficiencia de AVP 

estaría favoreciendo la regeneración de las funciones hepáticas y la disminución de la fibrosis 
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del hígado. En un segundo artículo estos mismos autores utilizando como modelo de daño 

hepático la APC en la rata, confirmaron los resultados de los efectos regeneradores de la LNI 

sobre el daño hepático y la disminución de la fibrosis en el hámster cirrótico. En este segundo 

trabajo, los autores compararon las pruebas de funcionamiento hepático, la expresión de 

genes relacionados con el proceso inflamatorio (IL-1, IL-10, TGF-β, colágena 1 (COLL-I), 

MMP-9 y MMP-13) y cambios histopatológicos en grupos de ratas Control Intacto (CI), NIL, 

APC, y APC+NIL. Los resultados mostraron que en comparación con los grupos CI y APC, 

en el grupo APC+LNI, las bilirrubinas, las proteínas séricas y glucógeno hepático se 

recuperaron en un 100%, se redujo la expresión de genes relacionados con procesos 

inflamatorios (IL-1 y COLL-I), mientras se incrementó la expresión de los genes de IL-10 y 

MMP-13, relacionados con los procesos antiinflamatorios antifibróticos respectivamente. 

Así mismo, en comparación con el grupo CI y APC, en el grupo APC+NIL, el estudio 

histopatológico mostró una disminución significativa de los signos de daño hepático; menor 

cantidad de fibrosis periportal. Estos investigadores sugirieron que un posible mecanismo 

por el cual la deficiencia de AVP media los efectos observados, se podría deber, a que los 

bajos niveles séricos de AVP no fueron suficientes para activar de manera eficiente a los 

receptores de AVP, lo que estaría dando lugar a una menor activación de las vías de 

señalización celular asociadas al proceso inflamatorio y la fibrosis, mientras que se estarían 

activando otras vías de señalización celular asociadas a una respuesta antiinflamatoria-

antifibrótica. Estos resultados apoyan el concepto de que la AVP juega un papel crucial en 

los procesos inflamatorios-profibróticos y el mantenimiento de la competencia inmunitaria.  

 

Los resultados del presente proyecto confirmaron, por un lado, el efecto benéfico de la 

deficiencia de AVP sobre el daño hepático, mientras que el efecto de bloquear los receptores 

de AVP con el CV, los resultados fueron parcialmente semejantes a los de la deficiencia de 

AVP. Así, la comparación de los efectos de la LNI versus los del CV, mostraron las siguientes 

diferencias. La deficiencia de AVP en los animales APC+NIL, revertió a valores normales 

el peso del hígado, la glucemia, la ALT (pero no la AST), la bilirrubina total y no conjugada, 

la albúmina, la urea y el amonio, mientras que el contenido de glucógeno hepático lo 

restableció solo parcialmente (Tabla 3 y Fig. 9). Por otro lado, la administración de CV a los 
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animales con APC, indujo reversión a la normalidad del peso hepático, la ALT y las 

bilirrubinas, mientras que el glucógeno hepático, la AST y la urea, solo se revirtieron 

parcialmente. En este mismo grupo, los niveles de amonio persistieron elevados, así como la 

albúmina, mientras que la glucemia cayo a niveles hipoglucemiantes (37 mg/dl). (Tabla 3 y 

Fig. 9).  

La comparación de los cambios histopatológicos entre los grupos APC versus los APC+LNI 

y APC+CV, mostró que tanto la deficiencia de AVP como el tratamiento con CV indujeron 

una reversión significativa del daño hepático, principalmente en las áreas periportales y de la 

triada hepática, en las que se observó una significativa disminución de las áreas de fibrosis 

(Figs. 10, 11 y 12). Comparativamente, la disminución de la fibrosis fue más evidente en el 

grupo tratado con CV (Fig. 11). En este sentido, el grupo APC+CV mostró una mayor 

disminución de la cantidad de células positivas a la α-SMA (Fig. 13), sugiriendo que el CV 

indujo disminución significativa de la activación de los fibroblastos productores de fibrosis. 

El efecto antifibrótico del CV sobre la fibrosis hepática también se aprecia en la Figs. 11 y 

13. Estos resultados sugieren que el uso de antagonistas de los receptores de AVP podrían 

ser utilizados como una alternativa terapéutica en el tratamiento de enfermedades hepáticas 

que cursen con daño hepático crónico.     

La mayoría de las células del hígado poseen receptores de AVP, lo que sugiere que los efectos 

de la deficiencia de AVP o el tratamiento con CV afectan muchas de las funciones 

metabólicas de los hepatocitos, de las células epiteliales de los conductos biliares, las células 

del sistema inmune, las células estelares hepáticas, miofibroblastos, fibroblastos, células de 

Kupffer, macrófagos, células endoteliales y epiteliales vasculares, células musculares lisas 

vasculares (22, 30), las cuales son activadas por los factores proinflamatorios causantes del 

daño, dando lugar al desarrollo de la insuficiencia hepática y fibrosis. Así, los mecanismos a 

través de los cuales la deficiencia de AVP o el CV revierten los efectos de la APC, pueden 

ser parcialmente explicados por las acciones conocidas de la AVP sobre los diferentes tipos 

celulares que componen al hígado. Los receptores de AVP más abundantes en el hígado son 

los receptores V1a, los cuales, al ser estimulados por la AVP, activan un gran número de vías 

de señalización celular que participan en las diferentes vías metabólicas de carbohidratos, 

proteínas y grasas, así como de las respuestas inmunes a nivel del hígado (11).   
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Dado que la deficiencia de AVP indujo la recuperación de prácticamente todas las variables 

fisiológicas del hígado en los animales con APC+LNI, los presentes resultados sugieren 

fuertemente que en condiciones normales la AVP participa de manera importante en la 

regulación de todas las vías del metabolismo hepático y de la respuesta inflamatoria. Esta 

consideración, da lugar al planteamiento de la siguiente pregunta; ¿Por qué la deficiencia de 

AVP restablece las funciones hepáticas de los animales con APC? Una posible respuesta a 

esta pregunta puede ser que la AVP funcione como una hormona reguladora del metabolismo 

celular, en donde la deficiencia de AVP estaría activando vías de señalización que 

desencadenan la replicación de nuevos hepatocitos, mientras que activan las vías de 

señalización que inducen la expresión de factores anti fibróticos, como la IL-10 (Muñoz 

Ortega et al., 2021), la MMP-13 y el TIMP-2, así como la inhibición de factores 

proinflamatorios como el TGF-ß y la IL-1 (Muñoz-Ortega et Al., 2021. Esta suposición es 

apoyada por nuestros hallazgos previos, en los que la deficiencia de AVP en los hámsteres 

cirróticos, incrementaron la expresión de la MMP-13, disminución del TIMP-2 y de las áreas 

de fibrosis (Quintanar et al, 2017).   
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IX. CONCLUSIONES 

Con los resultados de esta tesis podemos concluir lo siguiente: 

1) La AVP juega un importante papel en la fisiopatología de la enfermedad hepática crónica 

y los mecanismos que median estos efectos son puestos en evidencia a través de investigar 

los efectos de la deficiencia de AVP por la lobectomía neurointermedia hipofisiaria. 

2) La deficiencia de AVP activa diferentes vías de señalización celular que favorecen la 

regeneración del hígado e inhibe el proceso inflamatorio a pesar de daño hepático persistente. 

3) Los efectos del conivaptán, el antagonista de los receptores V1a-V2 de AVP, son mediados 

por los mismos mecanismos celulares y moleculares que median los efectos de la deficiencia 

de AVP, sin embargo, queda pendiente de investigar si las variables de las funciones 

hepáticas que no fueron afectadas por el conivaptán (la hiperamonemia y la hipoglucemia), 

se debieron a la dosis farmacológica utilizada o a la participan de otros mecanismos celulares 

que interfieren con los efectos del conivaptán. Se requieren más experimentos encaminados 

a investigar estas posibilidades. 

4) Al parecer, la importancia del papel de la AVP en la fisiopatología del daño hepático, está 

relacionada con que la mayoría de las células que conforman al hígado, incluyendo las células 

del sistema inmune, los fibroblastos y otras células profibrogénicas son activadas AVP, la 

cual favorece el desarrollo del daño hepático activo. 

5) Basado en los presentes resultados los hallazgos de los efectos del conivaptán, sugieren 

que los bloqueadores de los receptores de AVP, pueden ser utilizados como terapia 

alternativa para pacientes con insuficiencia hepática y fibrosis. Sin embargo, se requieren 

más estudios para confirmar esta hipótesis. 

  



Universidad Autónoma de Aguascalientes 

Depto. De Fisiología y farmacología 

Tesis Doctoral 

 

pág. 70 
 

XI. GLOSARIO 

1. ACTH: La hormona adrenocorticotropa, corticotropina o corticotrofina es una 

hormona polipeptídica, producida por la hipófisis y que estimula a las glándulas 

suprarrenales 

2. Amonio: Producto tóxico derivado del metabolismo proteico, con un metabolismo 

complejo que involucra diferentes órganos, en especial el hígado en donde se lleva a 

cabo el ciclo de la urea, que es fundamental para su eliminación. 

3. Angiotencina II: Es la forma activa de la angiotensina, que es un péptido inductor  de 

la constricción de los vasos sanguíneos y la hipertensión resultante, o presión arterial 

alta. 

4. Celulas de kupffer: Son macrófagos localizados en el hígado formando las paredes 

de los sinusoides que hacen parte del sistema reticuloendotelial. 

5. Citocromo P450: Superfamilia de hemoproteínas, forman parte de cadenas de 

transferencia de electrones con multicomponentes, denominadas sistemas 

contenedores de P450 se localiza en los mamíferos en el retículo endoplásmico de los 

hepatocitos, y en los enterocitos que tapizan la luz de la pared intestinal. 

6. Colágena tipo 1: Biopolímero compatible que hidrata y funciona como pegamento 

celular. 

7. Colágena tipo 3: Es un colágeno fibrilar y consiste en una sola cadena de colágeno, a 

diferencia de la mayoría de los demás colágenos. 

8. Corteza Adrenal: Situada rodeando la circunferencia de la glándula suprarrenal. Su 

función es la de regular varios componentes del metabolismo con la producción de 

mineralcortidoides y glucocorticoides 

9. Diacil glicerol: Es una molécula del espacio intracelular que actúa como mediador de 

comunicación celular. 

10. Encefalopatía hepática: Es la disfunción cerebral ocasionada por la incapacidad del 

hígado para eliminar toxinas (compuestos amoniacados) del torrente sanguineo. 

11. Espacio de disse: Es una ubicación en el hígado entre un hepatocito y un sinusoide. 
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12. Glucogénesis: Es la ruta anabólica por la que tiene lugar la síntesis de glucógeno a 

partir de un precursor más simple, la glucosa-6-fosfato. Se lleva a cabo 

principalmente en el hígado, y en menor medida en el músculo. 

13. Glucólisis: Ruta metabólica que sirve de paso inicial para el catabolismo de 

carbohidratos en los seres vivos. 

14. Glucosa: Es un carbohidrato o glúcido capaz de ser absorbido de los alimentos y 

transformar en energía durante el proceso del metabolismo. 

15. Hígado: Es el órgano más grande dentro del cuerpo. Ayuda a digerir los alimentos, 

almacenar energía y eliminar las toxinas 

16. Hipotálamo: Región del cerebro que forma parte del diencéfalo y se encuentra situada 

debajo del tálamo. Produce diferentes hormonas, entre ellas antidiurètica y oxitocina. 

17. Interleucina 6 (IL-6): Es una citocina proinflamatoria secretada por los macrófagos, 

células T, células endoteliales y fibroblastos. 

18. Arginina vasopresina (AVP): Es una hormona sintetizada en el hipotalamo, la cual es 

liberada principalmente en respuesta a cambios en la osmolaridad sérica o en el 

volumen sanguíneo. 

19. Matriz extracelular (MEC): La matriz extracelular está compuesta de proteoglicanos, 

agua, minerales y proteínas fibrosas. Su principal funcion es la de proveer de soten a 

organelos y vasos sanguineos. 

20. Neurohipófisis: Parte del sistema neuroendócrino. Los axones terminales, 

procedentes de las neuronas del hipotálamo, secretan dos hormonas principales en el 

plexo. 

21. Óxido nítrico: Es un gas incoloro y soluble en agua, presente en pequeñas cantidades 

en los mamíferos, cuya principal función controlar la presion sanguinea con la 

vasodilatación de los vasos. 

22. Páncreas: Es un pequeño órgano, situado en la cavidad abdominal, inmediatamente 

por detrás del estómago. Su función es secretar al torrente sanguíneo varias hormonas 

importantes (insulina, glucagón, polipéptido pancreático y somatostatina). 

23. TGF-beta: Es una citocina multifuncional que afecta el desarrollo, diferenciación, 

crecimiento y apoptosis en la mayoría de los tipos celulares.  
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24. TNF Alfa: Es una proteína de señalización celular (citoquina) involucrada en la 

inflamación sistémica y es una de las citoquinas que conforman la reacción de fase 

aguda. 

25. Urea: Es el producto final que aparece cuando las proteínas se metabolizan. Se forma 

en el hígado como producto de deshecho y se vierte al torrente sanguíneo y es un 

indicador del funcionamiento de los riñones y el hígado. 

26. Lobectomia Neurointermedia Hipofisiaria (LNI): Microcirugia que consiste en la 

extilpación de la neurohipofisis. 

27. Glucógeno: Polisacarido de reserva energetica formado por cadenas ramificadas de 

glucosa, es almacenado prioritariamente en hígado, y tambien lo esta en músculo 

esqueletico. 

28. Albúmina: Principal proteína sanguínea producida por el hígado. Su principal funcion 

en esl trasporte de sustancias (ej. Hormonas) en el torrente sanguineo. 

29. Anastomosis porto-cava (APC): Microcirugia que constiste de la union de la vena 

porta a la vena cava infrahepatica. 

30. Tetracloruro de carbono (CCl4): Compuesto químico sintético altamente 

hepatotoxico. 

31. Sinusoide hepatico: Son capilares que se encuentran entre las laminas o cordones de 

hepatocitos y donde confluyen las ramas de la arteria hepática y la vena porta. 

32. Conducto biliar: Tubo muy finos donde circulan enzimas que ayudan en la digestión 

de grasas en la alimentacion. 

33. Células estelares hepáticas (CEH): Células hepáticas contenidas en el espacio de 

disse, cuya principal función es el almacenamiento de retinoles, la homeostasis de la 

MEC y el control de la presión sanguínea. 

34. Especies reactivas de oxígeno (ROS): Moleculas muy pequeñas altamente reactivas 

debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada. 

35. Aspartato aminotrasferasa (AST/TGO): Enzima localizada en el citoplasma de las 

células hepáticas, cardiacas y musculares. 

36. Alanino aminotrasferasa (ALT/TGP): Enzima localizada en el citoplasma de las 

células hepáticas. 
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37. Fosfatasa alcalina (FA): Enzima de tipo hidrolasa localizada en la membrana celular 

de muchos tejidos corporales, principalmente hígado (vias biliares) y huesos. 

38. Dimetil sulfoxido (DMSO): Disolvente orgánico de sustancias químicas, 

crioprotector en cultivos celulares, en biología molecular ayuda a disminuir las 

reacciones disruptivas. 
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XI. ANEXOS 

 
ANEXO A 

ANASTOMOSIS PORTO-CAVA EN LA RATA 

Adaptada de Lee-Fisher (1961) 

Material 

-Se este protocolo manejamos ratas Macho de la cepa Wistar de entre 300- 350 g de peso 

corporal.  

-Mesa de cirugía con control de temperatura 38°C 

-Rasuradora 

-Bisturí 

-Pinzas de disección con dientes pequeña 

-Tijera de mayo 

-Tijera pequeña  

-Separadores de liga 

-Gasas 

-Solución salina isotónica a 38º 

-Microscopio estereoscópico 

-Pinzas de disección de microcirugía rectas 

-Pinzas de disección de microcirugía de punta curva 

-Tijeras de microcirugía  

-Pinza para vena porta, hisopos de algodón pequeños  
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-Torundas de algodón 

-Hilo seda del número 8 ceros Porta agujas para micro agujas  

-Porta agujas para agujas de sutura para la pared abdominal y la piel 

-Jeringa de 10 ml con aguja curvada a 45° 

-Solución antiséptica.  

 Procedimiento 

1. Anestesia: Isofluorane o Éter de metilo 

2. Apertura de la pared abdominal 

3. Exposición y disección amplia de las venas porta y cava evitando su ruptura 

4. Ligadura de la vena espleno-mesentérica  

Preparación de la vena cava  

5. Supresión del flujo sanguíneo de la vena renal derecha a nivel de su desembocadura 

con la vena cava inferior por medio de un hilo de tracción.  

6. Supresión del flujo sanguíneo de la vena cava inferior por arriba de la vena renal 

izquierda por medio de un hilo de tracción 

7. Supresión del flujo sanguíneo de la vena cava por arriba de la desembocadura de la 

vena renal derecha por medio de un hilo de tracción. 

8.  La tracción de estos hilos, bloquea totalmente el flujo sanguíneo a la vena cava, y es 

sobre el lado izquierdo de esta porción sobre la que se realiza la apertura lateral que 

debe ser al menos de 5 mm de diámetro.  

Preparación del cabo portal y apertura lateral de la vena cava 

9. Ligadura de la vena porta a nivel del hilio hepático  

10.  Supresión del flujo sanguíneo portal con la pinza de Heifetz (no más de 20 minutos) 

11.  Corte sagital de la vena portal a nivel del hilio hepático y lavado del contenido. 

12.  Corte lateral de la ven porta y lavado del contenido 
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Anastomosis  

13.  Colocación de los puntos ancla: 1) uniendo el borde distal de la vena cava con el 

borde distal de la vena porta y 2) uniendo el borde superior del cabo proximal de la 

vena cava con el borde proximal del cabo de la vena porta, 3) sutura con puntos 

continuos de bordes posteriores de ambos vasos hasta el punto ancla inferior, 4) sutura 

con puntos continuos de los bordes anteriores de ambos vasos hasta el punto ancla 

anterior. Aunque el número de puntos es variable, generalmente con 6-8 puntos se 

logra un sellado adecuado de la anastomosis cuando se utiliza un sutura de 8 ceros 

con aguja curva cilíndrica. 

14.  Revisión de la anastomosis y su funcionamiento. 

15.  Cierre de la pared abdominal en dos planos 

 

Cuidados post operatorios 

1) Alojamiento en jaulas individual las primeras 24 horas para evitar lesiones 

2) Para evitar la deshidratación, se inyectan 2.5 ml de solución salina isotónica a 38º C 

en cada flanco. 

3) Analgesia. 

4) Alimentación y agua ad libitum (durante los 3 primero días después de la cirugía los 

animales toman agua glucosada al 10%) 
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ANEXO B 

LOBECTOMIA NEUROINTERMEDIA HIPOFISIARIA 

-Se este protocolo manejamos ratas Macho de la cepa Wistar de entre 300- 350 g de peso 

corporal.  

-Mesa de cirugía con control de temperatura 38°C 

-Rasuradora 

-Bisturí 

-Pinzas de disección con dientes pequeña 

-Tijera de mayo 

-Tijera pequeña  

-Separadores de liga 

-Gasas 

-Solución salina isotónica a 38º 

-Microscopio estereoscópico 

-Tijeras de microcirugía  

-Torundas de algodón 

-Hilo seda del número 8 ceros  

-Porta agujas para agujas de sutura para la pared abdominal y la piel 

-Aguja curvada a 45° 

-Solución antiséptica 

-Abateleuguas 
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-Mandril y cánula (1mm de diámetro) 

- Micromotor eléctrico de contraángulo recto para odontología 
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Procedimiento 

1. Anestesia: Isofluorane  

2. Rasurar la parte anterior del cuello de la rata y hacer la asepsia 

3. Canular la tráquea con ayuda del abatelenguas y el mandril 

4. Con ayuda de un estereoscópico hacer una incisión la cara anterior del cuello 

previamente rasurado 

5. Exposición de la tráquea 

6. Rechazar la tráquea a un costado 

7. Diseccionar y con ayuda de un micromotor eléctrico tomar el abordaje parafaríngeo-

transoccipital-esfenoidal hasta la glandula pituitaria 

8. Mediante aspiración suave mediante una aguja doblada extraer los lóbulos intermedio 

y posterior de la glándula pituitaria. El método empleado ha sido descrito previamente 

(Quintanar-Stephano et al., 2004, 2012). A todos los animales se les inyectó 

bencilpenicilina (800 000 UI, i.m.) una vez al día durante 4 días y metamizol (10 mg 

/ kg; i.m.) en dosis única. 
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ANEXO C 

Cuantificación de Glucógeno hepático 

Buffer de Citrato fosfato  

(50 mL) 

1.775 g de Fosfato dibásico de sodio  

1.3125 g de ácido cítrico en 25 mL de H2O destilada  

 

(150 mL) 

5.325 g de fosfato dibásico de sodio  

3.937 g de ácido cítrico en 75 ml de H2O destilada 

 

Agregar ácido cítrico al fosfato dibásico hasta llegar a un pH de 5.2 

 

1. Pesar 0.250 g de hígado 

2. Colocar en un tubo de ensaye de 10 mL de capacidad y agregar 1.5 mL de buffer de 

Fosfato citrato 

3. Homogeneizar con el Polytron 

4. Determinar la glucosa total y la glucosa libre.  

4.1 Glucosa Total  

En tubos eppendorf se agita con vortex la mezcla de la enzima aminoglucosidasa con 

el buffer de citratos, se añaden 500 μL del homogeneizado de tejido y se mantiene en 

agitación a temperatura ambiente durante 2 horas 3 minutos.  

4.2 Glucosa libre  

En tubos Eppendorf se vierten 500 μL del hígado homogeneizado con 1000μL de 

buffer de citratos, se mantiene en agitación constante durante 2 horas 30 minutos.  

Para la determinación de glucosa se cuantifica en un equipo de Química húmeda 

(SPINLAB) usando el protocolo de Spinreact Glucose-TR  
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ANEXO D 

INMUNOHISTOQUIMICA 

BUFFER DE CITRATO 10X (100 mL) 

Ácido cítrico monohidratado 0.1 M (1.9g / 90 mL agua destilada) 

Citrato de Sodio tribásico dihidratado 0.1 M  (12.05g /410 ml agua destilada) 

 

-Disolver por separado y entonces agregar el ácido cítrico al citrato de sodio hasta ajustar 

pH 6 

-Almacenar la solución en botella oscura. 

-No usar después de un mes de preparado. 

-Ajustar pH con ácido cítrico 1% (0.4g/40mL) o NaOH 10M 

 

BUFFER DE CITRATOS 1X (1000 mL) 

100 mL de buffer de citratos 10X 

900 mL de agua destilada pH 6 

 

BUFFER DE FOSFATO SALINO (PBS) 10X (1000 mL) 

KH2PO4 0.02M (2.72 g) 

Na2HPO4 0.08M (11.3 g) 

NaCl 1.5 M (90 g) 

Agua destilada (1 lt) 

 

Ajustar el pH 7.2 y almacenar a temperatura ambiente. 

 

PBS + Tritón x-100    al 0.2% 

Tritón X-100  100 ml 

PBS 1X    50 ml 
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Preparación de Laminillas 

METODO PARA RECUBRIR LAMINILLAS CON (3- AMINOPROPYL) 

TRIETHOXYSILANE 

1.- Usar laminillas nuevas en caso de ser necesario, limpiarlas con una gasa impregnada con 

alcohol 96% (preparar suficientes laminillas para que el proceso sea costeable. 

2.- Colocar las laminillas limpias en un portalaminillas (preferentemente de metal). 

3.- Preparar una solución de silano al 2% en acetona. (3 aminopropyl) triethoxysilane (silano, 

A3648, Sigma). 

4.- Depositar la solución del silano al 2% en acetona en un recipiente adecuado para que 

queda el portalaminillas. 

5.- Sumergir el portalaminillas en la solución de silano al 2% durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, cuidando que todas las laminillas se encuentren completamente sumergidas dentro 

de la solución. 

6.- A continuación, el porta laminillas se retira y se procede a lavar las laminillas. Para 

realizar el lavado, el porta laminillas se coloca dentro de un recipiente que contiene suficiente 

agua destilada durante un minuto, en seguida se retira el agua destilada y nuevamente se llena 

el recipiente de agua destilada para lavar nuevamente las laminillas durante un minuto. 

7.- A continuación, el porta laminillas se retira del agua (quitar el exceso de agua con una 

sanita y cuidar que las laminillas no queden pegadas) y se coloca en la estufa a 50º C durante 

12 horas para que las laminillas se sequen.  

8.- Finalmente, las laminillas se retiran del porta laminillas y se guardan en sus respectivas 

cajas, (previamente rotuladas) a temperatura ambiente). 

 

Procesamiento de tejidos 
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- Desparafinar 1h a 56º C (previamente desparafinados). 

- Xilol 30 minutos (2 veces) 25 minutos c/u. 

- Etanol: 

- Alcohol al 100% (1) – 3 minutos 

- Alcohol al 100% (2) – 3 minutos 

- Alcohol al 96% - 3 minutos 

- Alcohol al 70% - 3 minutos 

- Alcohol al 50% - 3minutos 

- Alcohol al 30% - 3minutos 

- Agua destilada – 3 minutos 

- PBS – 3 minutos  

1.- Desenmarcar / desenmascarar antígenos en olla convencional BIOCARE con buffer de 

citrato con pH 6 (Diva Decloakevcat) durante 12 minutos hasta que alcance 25 mmHg 

(ponerlo en agua milliQ). 

2.- Dejar enfriar en hielo. 

3.- Lavar con PBS 1X 3 veces durante 5 min cada vez. 

4.- Incubar con peróxido de hidrógeno durante 10 min al 0.9% 

5.- Lavar con PBS 1X 3 veces durante 5 min cada vez. 

6.- Incubar con PBS Tritón al 1% durante 25 min. 

7.- Incubar con Background Punisher durante 3 min., se blanquea con albúmina al 1% o suero 

de caballo al 5% 

8.- Lavar con PBS 1X durante 5 minutos cada vez. 

9.- Incubar con anticuerpo primario durante toda la noche a TA o durante 1 hora a 37º C. 

10.- Lavar 3 veces con PBS 1X durante 5 minutos cada uno. 
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11.- Incubar con anticuerpo secundario (polímero de BIOCARE) durante una hora y media 

(Mach 2, Rabbit RHRP52OL). 

12.- Lavar con PBS 1X 3 veces durante 5 minutos cada uno. 

13.- Revelar con DAB 0B801L de BIOCARE. 

14.- Contrateñir con Hematoxilina de Gill, virar con agua amoniacal al 2% 

15.- Montar con resina, dejar secar y observar al microscopio óptico. 
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ANEXO E 

TINCIONES HISTOLOGICAS 

Procesamiento de tejidos 

Procesamiento en el histoquinet para la inclusión en parafina de las muestras de hígado. 

1. Los fragmentos de los grupos de hígados obtenidos fueron colocados en rejillas para 

inclusión en parafina. Los bloques fueron procesados en un Histoquinet automático (Leyca) 

programado de la siguiente manera: 

-Alcohol al 50% (35 minutos) 

-Alcohol al 70% (35 minutos) 

-Alcohol al 80% (35 minutos) 

-Alcohol al 90% (35 minutos) 

-Alcohol al 95% (35 minutos) 

-Etanol 100% (40-45 minutos) 

-Etanol 100% (40 minutos) 

-Xilol:Etanol 1:1 (45 minutos) 

-Xilol 100% (50-60 minutos) 

-Xilol 100% (50-60 minutos) 

-Parafina (2 horas) 

-Parafina (2 horas) 

2. después de la inclusión en parafina se forman cubos, para realizar los cortes histológicos 

de 5μM. 

3. los cortes histológicos fueron llevados a cabo en un micrótomo (Leyca) manual. 

4. Las laminillas con los cortes fueron almacenadas en estufa a 37ªC durante 24 horas con el 

propósito de eliminar en exceso de parafina. 
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TINCION CON HEMATOXILINA EOSINA 

Preparación de la hematoxilina de Harris 

5 gr de Hematoxilina 

50 mL de Alcohol al 100% 

100g de Aluminio de potasio o amonio 

2.5g de Oxido rojo de mercurio 

1000mL agua destilada. 

Se disolvió la hematoxilina en el alcohol al 100% 

1. Después de la desparafinización los cortes histológicos en la estufa a 58ºC, se colocaron 

en los soportes de vidrio pertenecientes al tren de tinción, el cual consta del siguiente proceso: 

  

Xilol 5 minutos 

Xilol 5 minutos 

Alcohol al 100% 2 minutos 

Alcohol al 100% 2 minutos 

Alcohol al 96% 2 minutos 

Alcohol al 96% 2 minutos 

Agua destilada 3 minutos 

Hematoxilina de Harris 3 minutos 

Agua corriente 10 minutos 

Eosina 3 minutos 

Agua destilada 3 minutos 

Alcohol al 96% 2 minutos 

Alcohol al 96% 2 minutos 

Alcohol al 100% 2 minutos 
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Alcohol al 100% 2 minutos 

Xilol 5 minutos 

Xilol 5 minutos 

2. Se monto en Entellan las laminillas y se observaron en microscopio campo claro. 

TINCIÓN TRICRÓMICA DE MASSON 

 

Procedimiento: 

 

-Desparafinar a 56° C toda la noche. 

-Enfriar un poco y meter a Xilol 5 minutos. 

-Xilol 5 minutos. 

-Alcohol al 100% 3 minutos. 

-Alcohol al 100% 3 minutos. 

-Alcohol al 96% 3 minutos. 

-Alcohol al 96% 3 minutos. 

-H2O destilada 4 minutos. 

1. Solución Bouin (1 h a 60 – 65°C o toda la noche a temperatura ambiente). 

Precalentar la solución Bouin. 

 

Solución saturada de ácido pícrico 

   

Ácido pícrico 9 g Agitar unas horas y 

precipitar lo que no se 

disuelva por 24 h. 
H2O destilada 600 mL 

   

Solución de Bouin 
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Reactivos  

Solución saturada de ácido 

pícrico 

375 mL 

Formaldehido 37% 125 mL 

Ácido acético glacial 25 mL 

Nota: Estable por 2 años, es irritante y carcinogénico. 

 

 

2. Enfriar los portaobjetos en agua de grifo (18–26 °C), dentro de un vaso de Coplin.  

3. Lavar los portaobjetos con H2O destilada para eliminar el amarillo de los cortes 

hasta que el corte se observe blanco. 

4. Hematoxilina de Weigert 10 minutos (se prepara al momento 1:1, solución A y B). 

 

Solución A  Solución B 

Reactivos   Reactivos  Concentración 

final 

Hematoxilina 2.5g  Cloruro Férrico 29% 

acuoso(2.9g+10mL 

H2O destilada) 

10 mL 1.2% 

Alcohol 95% 250 

mL 

 HCl concentrado  
2.5 mL 1% 

Nota: inflamable, 

evitar contacto e 

inhalación. 

 H2O destilada 237.5 

mL 
 

 Nota: Estable por 1 año, corrosivo, evitar el contacto 

y la inhalación. 

La mezcla A:B es estable por 3 días. 

 

 

5. Eliminar el colorante con H2O destilada 10 minutos. 

6. Escarlata de Biebrich 5 minutos. 
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Escarlata de Biebrich 

Reactivos  Concentración final 

Escarlata de Biebrich  2.7 g 0.9% 

Fucsina ácida  0.3 g 0.1% 

Ácido acético glacial 3 mL 1% 

H2O destilada 300 mL ------ 

Nota: estable por 6 meses, evitar el contacto y la inhalación 

 

7. Enjuagar con H2O destilada 3 minutos. 

8. Ácido fosfotúngstico/fosfomolibdico 15 minutos. 

 

Ácido fosfotúngstico/fosfomolíbdico 

Reactivos   

Ácido fosfotúngstico 10 g  

Ácido fosfomolíbdico 10 g  

H2O tri-destilada 400 mL  

Nota: Estable por 6 meses, evitar contacto e inhalación 

 

9. Eliminar el ácido inclinando las laminillas. 

10. Azul de anilina de 15 a 30 minutos. 

 

Azul de anilina 

Reactivos  

Azul de anilina 10 g 
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Ácido acético glacial 8 mL 

H2O destilada 400 mL 

Nota: Estable por 6 meses, evitar contacto e inhalación 

 

 

11. Enjuagar con H2O destilada hasta eliminar el color. 

12. Ácido acético 1%, 2 minutos. 

 

Ácido acético glacial 1%0 

Reactivos  

Ácido acético glacial 2mL 

H2O destilada 200 mL 

 

 

13. Descartar solución y enjuagar con H2O destilada. 

14. Pasar por un baño de Alcohol 96%. 

15. Alcohol al 96% 3 minutos. 

16. Alcohol al 96% 3 minutos. 

17. Alcohol al 100% 3 minutos. 

18. Alcohol al 100% 3 minutos. 

19. Xilol 5 minutos. 

20. Xilol 5 minutos. 

21. Montar. 
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TINCION ROJO SIRIO 

Solución de rojo sirio-picro 

Rojo sirio 0.5g 

Solución acuosa saturada de ácido pícrico 500mL 

Rojo sirio (sigma-aldrich 365548), acido pícrico (sigma P6744-1GA) 

Agua acidificada 

Se añadió 5 ml de ácido glacial a un litro de agua destilada. 

 

Preparación de tejido: 

1. Se hidratan los cortes (5 μL) provenientes de los bloques de parafina bajo el procedimiento 

convencional. 

-Xilol 7 minutos 

-Xilol 7 minutos 

-Alcohol al OH 100% 5 minutos 

-Alcohol al OH 100% 5 minutos 

-Alcohol al OH 96% 3 minutos 

-Alcohol al OH 96% 3 minutos 

-Agua destilada 3 minutos  

2. Se incuban los cortes en una solución de hematoxilina de Weigert para tinción de núcleos, 

durante 8 minutos y luego se lavaron los portaobjetos durante 5 minutos de agua corriente y 

después se colocaron las laminillas en PBS 1X durante 5 minutos. 

3. Se incuban en la solución de rojo sirio-picro durante 1 hora. 
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4. Se lavan dos veces con agua acidificada (2 baños de cada lavado). 

5. Se deshidratan en dos cambios de etanol al 96% (45 segundos/lavado) 

6. Montaje de la preparación histológica. Cubrir el tejido con Entellan (1.07961-0500; 

Merck) evitando dejar burbujas. Las laminillas se dejan secar durante 24 horas a temperatura 

ambiente. 

7. Revisar los cortes en campo claro y luz polarizada. 
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ANEXO F 

Farmacología 

CONIVAPTAN 

1. Pesar 30 mg del conivaptán y disolver en 1 mL de DMSO 

2. Conservar en oscuridad hasta su uso. 

3. Hacer dilución hasta el momento de su uso. 

4. Tomar 100 ml del stock y ponerlos en 900 ml de agua destilada y administrar en un 

lapso no mayor a 4 a 6 h, cada 12 horas. 
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