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Título del estudio: Análisis de alfa y beta adrenobloqueadores como agentes antifibróticos y 

hepatoprotectores en un modelo de cirrosis en rata Wistar.  

Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con Orientación en Morfología. 

Área de estudio: Morfología  

Introducción: Las células estelares hepáticas (CEH) participan en la síntesis de colágeno en el hígado 

durante la enfermedad hepática crónica. Las investigaciones sugieren que los factores que inician un 

proceso de activación fibrogénica en estas células puede ser la existencia de adrenoreceptores (AR). 

Un tratamiento para controlar la actividad de las CEH debe generar la menor cantidad de efectos 

secundarios en los hepatocitos. Este estudio tuvo como objetivo investigar el efecto de la tamsulosina, 

un bloqueador de los receptores α1-adrenérgicos, y compararlo con el del carvedilol, un β-bloqueador 

no específico, sobre la capacidad fibrogénica de las células estelares in vitro y sobre la fibrosis 

hepática y la recuperación de la hipertensión portal en un modelo in vivo.  

Metodología: Para evaluar el efecto de los  y  adrenobloqueadores in vitro, células estelares 

hepáticas (LX-2) fueron activadas con norepinefrina (NE) y posteriormente tratadas con tamsulosina 

o carvedilol. Se analizó el efecto de los tratamientos sobre la proliferación celular, el almacenamiento 

intracelular de retinol, la expresión de colágeno-α1, α-SMA y PPAR-γ; así como la migración y la 

invasión celular. Para evaluar el efecto de los  y  adrenobloqueadores in vivo, se realizó un modelo 

concomitante donde se administró tioacetamida (TAA) a ratas Wistar macho mientras eran tratadas 

con carvedilol y tamsulosina durante 4 semanas. Por otro lado, se realizó un modelo terapéutico de 6 

semanas de administración de TAA y el posterior tratamiento por 2 y 4 semanas con los 

medicamentos. A las ratas tratadas se les realizó una evaluación histológica, molecular, de la función 

hepática y conductual. Se utilizó una perfusión in situ para evaluar la presión portal y la presión 

arterial. 

Resultados: La noradrenalina (NE) inició la activación fibrogénica de las células estelares hepáticas 

y aumentó a la expresión de colágeno-α1, α-SMA y disminuyó la expresión de PPAR-γ. La 

tamsulosina, suprimió la proliferación y activación de las CEH inducidas por NE, mientras que el 

carvedilol, mitigó parcialmente estos efectos en las células LX-2. In vivo, el tratamiento con 

tamsulosina mostró una importante recuperación de la fibrosis, una cantidad decreciente de colágeno 

I y una función hepática normal. Las ratas inducidas con tioacetamida desarrollaron síndrome de 

hipertensión portal e hiperamonemia en las ratas, el grupo tratado no mostró signos de hipertensión 

portal ni hipotensión sistémica o cambios en la conducta debido a una reducción en la concentración 

de amonio sérico. 

Conclusión: La NE promueve la activación de las CEH y la fibrosis, mientras que la tamsulosina y 

el carvedilol reducen eficazmente estos efectos in vitro e in vivo. Los tratamientos reducen la 

hipertensión portal, hiperamonemia y previenen la fibrosis hepática al inhibir la proliferación, 

migración y activación de las CEH. 

 

Director de tesis 

 

Dra. María de Jesús Loera Arias 
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1. INTRODUCCIÓN 

La fibrosis hepática, la hipertensión portal (HP) y la encefalopatía hepática (EH) se 

identificaron como complicaciones de la enfermedad hepática crónica que pueden conducir a cirrosis 

descompensada. Se ha demostrado que la HP se desarrolla principalmente por un aumento de la 

resistencia vascular intrahepática (RVH) y por vasodilatación esplácnica con incremento del flujo 

sanguíneo portal (Ginès et al., 2021). En hígados fibróticos, la RVH resulta tanto del remodelado 

estructural por acumulación de matriz extracelular y alteración de la arquitectura hepática como del 

aumento del tono vascular, mediado por la activación de las células estelares hepáticas (CEH) y el 

deterioro de las células endoteliales sinusoidales hepáticas (CESH) (Asada et al., 2024; McConnell 

& Iwakiri, 2018). 

Se describió que la cirrosis inducida por tioacetamida (TAA) se debe a la inhibición del 

metabolismo respiratorio y de la actividad enzimática en los núcleos de las células hepáticas. Además, 

las ratas intoxicadas con TAA presentaron una circulación esplácnica hiperdinámica, caracterizada 

por un aumento del flujo venoso portal y una disminución de la resistencia arterial esplácnica 

(Nascimento et al., 2018). Aunque el papel de las CEH en la hipertensión portal se ha investigado 

con menor profundidad, se vinculó la fibrosis con la rigidez hepática, la angiogénesis y la 

contractilidad, relacionando así la activación de las CEH con el desarrollo de HP (Iwakiri & Trebicka, 

2021). 

La contracción de las CEH se ha identificado como un factor clave en el desarrollo de la 

hipertensión portal. Se confirmó la presencia de glutamina sintetasa en estas células (Bode et al., 

1998), y en modelos roedores de cirrosis se observó que elevadas concentraciones de amoníaco 

intensificaban tanto la contracción de las CEH como la presión portal. Por el contrario, al reducir los 

niveles de amoníaco, se atenuó la activación de las CEH y se reguló la hipertensión portal (Jalan et 

al., 2016). 
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La encefalopatía hepática (EH) es un trastorno neuropsiquiátrico grave, caracterizado 

clínicamente por déficits cognitivos y alteraciones del nivel de conciencia. Debido a sus efectos 

hepatotóxicos y neurotóxicos, la TAA se emplea habitualmente para inducir EH en modelos 

experimentales. Su fisiopatología es compleja y aún no se ha dilucidado por completo; no obstante, 

se reconoce de forma general que la hiperamonemia, el estrés oxidativo y la neuroinflamación—que 

dañan el ADN celular y diversas enzimas—son responsables de los cambios clínicos, patológicos y 

neuroquímicos asociados a esta enfermedad (X. Sun et al., 2020). 

La tamsulosina se identificó como un antagonista selectivo de los receptores α₁ adrenérgicos, 

subtipo perteneciente a la superfamilia de receptores acoplados a proteína G. Su mecanismo principal 

consistió en bloquear los receptores α₁A, reduciendo la contracción del músculo liso (Cotecchia, 

2010; Dunn et al., 2002). Se evaluó el potencial antifibrótico de antagonistas α₁y β adrenérgicos en 

modelos de cirrosis inducida por tetracloruro de carbono (CCl4) en hámsteres. Se demostró que 

carvedilol y doxazosina disminuyeron la fibrosis y la cirrosis al reducir la deposición de colágeno I 

mediante el bloqueo de receptores α₁ y β, atenuando las actividades profibróticas de la TGF-β1. Sin 

embargo, se asoció doxazosina con alteraciones morfológicas de los hepatocitos, como  

agrandamiento de los hepatocitos, con un aspecto redondeado, lo que pudo comprometer la viabilidad 

celular y la capacidad regenerativa (Muñoz-Ortega et al., 2016). Por el contrario, se comprobó que la 

tamsulosina inhibió la expresión de factores fibrogénicos en daño glomerular inducido por alto 

contenido de glucosa y redujo la expresión de MMP-2 y MMP-9 en tejido renal (L. Sun et al., 2021); 

no obstante, sus efectos antifibróticos hepáticos no se han elucidado completamente. 

El objetivo de este estudio consistió en demostrar que carvedilol y tamsulosina pudieron 

mejorar la hipertensión portal, hiperamonemia e inducir la regresión de la fibrosis hepática al inhibir 

la proliferación, migración y activación de las CEH, tanto en modelos in vitro como in vivo. 
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2. ANTECEDENTES 

La fibrosis hepática consiste en la sustitución del tejido dañado por cicatriz de colágeno, 

resultado de una respuesta de curación de heridas que se perpetúa de forma anómala. Su progresión 

varía según la etiología, factores ambientales y del huésped (Ginès et al., 2021). Cuando avanza, la 

fibrosis distorsiona la vasculatura hepática dando lugar a la cirrosis, en la que los tabiques fibróticos 

vascularizados conectan los tractos portales con las venas centrales y aumentan el colágeno. Esto 

desvía la sangre portal y arterial, deteriora el intercambio con los hepatocitos y provoca hipertensión 

portal, alteraciones circulatorias sistémicas (vasodilatación esplácnica, retención de agua, aumento 

del gasto cardíaco) y riesgo de carcinoma hepatocelular. Aunque el trasplante hepático permanece 

como la única terapia para un grupo de pacientes, actualmente se desarrollan nuevos fármacos capaces 

de frenar la progresión hacia la cirrosis descompensada e incluso revertir el proceso (Schuppan & 

Afdhal, 2008). Tradicionalmente se consideraba irreversible; estudios recientes indican que la 

regresión de la cirrosis es factible (Desmet & Roskams, 2004).  

2.1. Cirrosis Hepática 

La cirrosis causa aproximadamente el 2.4 % de las muertes globales (Sepanlou et al., 2020; 

Tham et al., 2025), en México es la cuarta causa de muerte con 19 mil 819 defunciones en 2023 

(Instituto Mexicano del Seguro Social, 2024). Esta enfermedad progresa desde una fase compensada, 

relativamente estable, hasta una etapa descompensada caracterizada por un deterioro significativo de 

la función hepática. La hipertensión portal (HP) es el motor principal de complicaciones como 

várices, ascitis, disfunción renal, encefalopatía hepática, circulación hiperdinámica y miocardiopatía 

(Kulkarni et al., 2022). Además del curso tradicional por etapas, en la última década se ha reconocido 

un síndrome distinto, la insuficiencia hepática aguda sobre crónica (ACLF), en el cual la función 

hepática empeora de forma abrupta, con o sin disfunción de otros órganos, replanteando el 

entendimiento de la HP en la cirrosis avanzada (Jagdish et al., 2023).  
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Figura 1. Evolución clínica de la cirrosis.  

La insuficiencia hepática aguda sobre crónica puede surgir en cualquier fase de la cirrosis, ya sea 

compensada o descompensada, y suele precipitarse por episodios hepáticos o extrahepáticos, aunque 

en muchos casos no se identifica un desencadenante. Se considera descompensación aguda de la 

cirrosis cuando aparecen síntomas de forma rápida y clínica como ascitis, encefalopatía hepática, 

hemorragia gastrointestinal o su conjunto, independientemente de si el paciente los había tenido antes. 

Aunque las infecciones bacterianas no son clasificaciones exclusivas de la cirrosis, se incluyen entre 

sus complicaciones en quienes presentan ascitis, hemorragias o encefalopatía debido a su alta 

frecuencia y a mecanismos como la migración bacteriana desde el intestino y la función leucocitaria 

comprometida. La figura se adaptó a partir de una imagen de Nature Reviews, (Arroyo et al., 2016). 

 

2.2. Cirrosis compensada y descompensada  

En la cirrosis compensada, los pacientes suelen permanecer asintomáticos, detectándose la 

enfermedad de forma incidental al encontrar elevaciones leves de aminotransferasas o γ-GT, y 
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ocasionalmente hepatomegalia o esplenomegalia en la exploración. En cambio, la cirrosis 

descompensada se caracteriza por síntomas y complicaciones derivados de la disfunción hepática e 

hipertensión portal, como ascitis, ictericia, encefalopatía, hemorragia por varices y carcinoma 

hepatocelular (Fig. 1). Además, en presencia de ascitis pueden desarrollarse peritonitis bacteriana 

espontánea y síndrome hepatorrenal, marcando el paso de la fase compensada a la descompensada 

(Jagdish et al., 2023). La cirrosis descompensada se presenta en el 30 % de los pacientes y estos 

progresan a insuficiencia hepática aguda sobre crónica, con una mortalidad a los 90 días que oscila 

entre el 14 % en la descompensación aislada y 50% con insuficiencia aguda, reflejo de la falta de 

terapias capaces de frenar su avance. Los análisis fisiopatológicos clásicos sitúan la hipertensión 

portal, la vasodilatación esplácnica y sistémica y el estado hiperdinámico como los mecanismos 

fundamentales en la descompensación (Gustot et al., 2015; Moreau et al., 2013). 

2.3. Hipertensión portal  

La hipertensión portal surge por un aumento de la resistencia vascular intrahepática al flujo 

portal, que se explica en un 70 % por cambios estructurales fijos y en un 30 % por alteraciones 

funcionales dinámicas (Turco & Garcia-Tsao, 2019). La resistencia elevada en la circulación hepática 

incrementa el gradiente de presión entre el sistema portal y la vena cava inferior, medido como 

gradiente de presión venosa hepática (GPVH). Un GPVH inferior a 5 mmHg se considera normal; 

cuando supera los 6 mmHg se diagnostica hipertensión portal. Si el GPVH excede los 10 mmHg, 

comienzan a aparecer complicaciones clínicas, como varices esofágicas, y descompensación, que 

incluye hemorragia varicosa, ascitis o encefalopatía hepática (Ripoll et al., 2007). 

El incremento de la resistencia hepática desvía el flujo portal hacia vasos colaterales de menor 

resistencia, como las anastomosis porto‐sistémicas y, especialmente, las varices gastroesofágicas 

(Nardelli et al., 2021). A medida que la hipertensión portal progresa, el aumento del esfuerzo cortante 

en la pared vascular estimula la liberación endotelial de vasodilatadores, dando lugar a vasodilatación 

predominantemente esplácnica. Este fenómeno incrementa el flujo sanguíneo en los vasos colaterales 
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y favorece la neoangiogénesis, lo que a su vez agrava tanto la vasodilatación esplácnica como la 

hipertensión portal (Fernández et al., 2009).  

Durante los últimos cuarenta años, se han utilizado betabloqueadores no selectivos (NSBB) 

para tratar la hipertensión portal, tras el estudio pionero realizado en el año 1980 por (Lebrec et al.,) 

que demostraron una reducción significativa de esta condición en pacientes con cirrosis al administrar 

propranolol. Las terapias actuales actúan principalmente disminuyendo el flujo portal, utilizando 

NSBB, octreótido (análogo de la somatostatina) y terlipresina (análogo de la vasopresina). Además, 

los nitratos pueden ayudar a disminuir la resistencia intrahepática.  

Aunque los betabloqueadores no selectivos son seguros, en raras ocasiones pueden afectar 

negativamente la calidad de vida del paciente debido a efectos adversos no específicos de la clase 

farmacológica. Entre estos se encuentran la fatiga, la disminución de la tolerancia al ejercicio, la 

disfunción eréctil, las náuseas, el estreñimiento, la hipotensión, los mareos y el aturdimiento. Sin 

embargo, es importante señalar que dichos síntomas también pueden deberse a la propia cirrosis o a 

cuadros de depresión concomitante. Los betabloqueadores más usados en la hipertensión portal son 

propranolol, nadolol y carvedilol (Tabla 1). 

Tabla 1. Dosificación y uso de betabloqueantes no selectivos (BBNS) en la práctica clínica. 

Betabloqueador no selectivo Dosis inicial Dosis máxima permitida 

Propranolol 20-40 mg dos veces al día 160 mg dos veces al día 

Nadolol 10-20 mg al día 160 mg al día 

Carvedilol 6.25 mg al día 25 mg al día 

 

El carvedilol es un betabloqueador no selectivo de tercera generación muy eficaz para reducir 

la presión portal. Bloquea receptores β₁ (disminuye la frecuencia cardíaca) y β₂ (provoca 

vasoconstricción esplácnica) con una potencia cuatro veces superior a la del propranolol, y ejerce un 

bloqueo moderado de receptores α1, lo que contribuye a disminuir la vasodilatación intrahepática 
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(Turco et al., 2023). Se administra por vía oral y actúa en aproximadamente 2 horas; sufre un extenso 

metabolismo hepático (CYP2D6, CYP1A2 y CYP2C9) y se elimina principalmente por bilis, por lo 

que no requiere ajuste en enfermedad renal. En cirrosis avanzada, la colestasis y la hipoalbuminemia 

pueden aumentar su biodisponibilidad (Dulin & Abraham, 2004). En un estudio, la dosis de carvedilol 

a 12.5 mg/día, se observó una tolerabilidad y seguridad superiores (sin descenso excesivo de la 

presión arterial, sin agravamiento de la ascitis ni deterioro de la función renal), manteniendo, además, 

una mayor eficacia en la reducción del GPVH en comparación con otros betabloqueadores no 

selectivos (Schwarzer et al., 2018). 

2.4. Encefalopatía hepática  

La encefalopatía hepática (EH) se define como disfunción cerebral debida a una insuficiencia 

hepática aguda, crónica o aguda sobre crónica y/o derivaciones porto-sistémicas (Ferenci et al., 2002). 

Se manifiesta con un amplio espectro de síntomas neuropsiquiátricos, que van desde alteraciones 

mentales subclínicas hasta estados de confusión grave y coma en fases avanzadas. La EH es 

probablemente la complicación más frecuente de la cirrosis: su prevalencia al momento del 

diagnóstico de cirrosis oscila entre el 10 y el 14 %, y alrededor del 30–40 % de estos pacientes 

desarrollan EH en algún momento de su evolución clínica (Amodio et al., 2001). El riesgo acumulado 

de episodios recurrentes de EH alcanza el 40 % al año. La mortalidad a un año en pacientes con EH 

de grado severo puede llegar al 42 % (Bajaj et al., 2011). 

El amoníaco es clave en la fisiopatología de la encefalopatía hepática (EH) en cirrosis, aunque 

sus niveles en sangre no se asocian directamente con la gravedad clínica. Investigaciones recientes 

han demostrado que la inflamación sistémica en estos pacientes incrementa la permeabilidad de la 

barrera hematoencefálica y activa astrocitos y microglía; este proceso sinérgico con la hiperamonemia 

intensifica la neuroinflamación y el edema cerebral, agravando el deterioro neurológico (Aldridge et 

al., 2015; Rodrigo et al., 2010).  
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En un estudio se validó un modelo murino al que se le indujo cirrosis hepática e 

hiperamonemia crónica mediante la administración de tioacetamida por 8 semanas, se analizaron las 

relaciones entre los resultados de las pruebas de función, psicométricas, los niveles séricos de 

amoníaco (NH₃) y el grado de inflamación, así como su vínculo con el desarrollo de la encefalopatía 

hepática. Los resultados mostraron que las ratas presentaron una elevación significativa de AST, 

ALT, fosfatasa alcalina y bilirrubina y un decremento en albumina, confirmando pérdida de función 

hepática. El comportamiento del murino en las pruebas como campo abierto, test de rotarod y 

reconocimiento de objetos mostró que las ratas intoxicadas aumentaron el tiempo de inmovilidad, 

déficit de memoria espacial y deterioro de la memoria no espacial junto con conducta agresiva y 

estados irritables asociados a la encefalopatía (Kawai et al., 2012). Por último, los niveles plasmáticos 

de amonio se duplicaron en comparación con los controles demostrando una hiperamonemia 

característica base de la enfermedad; (Iwasa et al., 2016; Khan et al., 2016) reportaron que pacientes 

en coma hepático presentan concentraciones séricas de amoníaco mayores a 200 μg/dl.  

2.5. Etiología 

Las enfermedades hepáticas crónicas suelen evolucionar hacia la cirrosis. En los países 

desarrollados, las principales etiologías son la infección por virus de la hepatitis C, el consumo 

excesivo de alcohol y la esteatohepatitis no alcohólica, mientras que en los países en vías de desarrollo 

predominan las infecciones por virus de las hepatitis B y C. Otras causas relevantes incluyen hepatitis 

autoinmune, colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, hemocromatosis, enfermedad 

de Wilson, déficit de α₁-antitripsina, síndrome de Budd–Chiari, cirrosis inducida por fármacos e 

insuficiencia cardíaca derecha crónica. Cuando no se identifica un agente causal, se clasifica como 

cirrosis criptogénica (Naveau et al., 2005). 
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2.6. Fisiopatología 

La cirrosis hepática involucra la interacción de diversas poblaciones celulares además de los 

hepatocitos, como las células estelares hepáticas, las células endoteliales sinusoidales (CES) y las 

células de Kupffer (CK). El proceso inicia cuando los hepatocitos dañados, células de Kupffer y 

endotelio sinusoidal liberan señales proinflamatorias y pro-fibrogénicas como especies reactivas de 

oxígeno, citocinas (TNF-α, IL-1β), lipopolisacáridos (LPS) y factores de crecimiento como PDGF y 

TGF-β1 que activan a las células estelares hepáticas. En respuesta, las CEH quiescentes pierden sus 

depósitos de vitamina A, expresan marcadores de activación (α-SMA, PDGFR-β) y reprograman su 

transcriptoma mediante vías MAPK y Smad (Bataller & Brenner, 2005). 

Durante la fase de perpetuación, estas CEH activadas proliferan y migran hacia las zonas 

lesionadas, producen en exceso colágeno tipo I y III junto con inhibidores de metaloproteinasas 

(TIMP-1) y desarrollan contractilidad miofibrilar, elevando la resistencia sinusoidal y contribuyendo 

a la hipertensión portal. Además, establecen circuitos autocrinos de PDGF, TGF-β1 y quimiocinas 

que refuerzan su fenotipo fibrogénico y sostienen la inflamación crónica (Wong et al., 1994). Las 

CEH activadas secretan PDGF, TGFβ-1 y quimiocinas, factores que vuelven a estimular a la misma 

célula o a otras células cercanas en un circuito autocrino o paracrino, reforzando su supervivencia, 

proliferación y migración. PDGF es el mitógeno para estas células y activa la vía de PI3K/Akt, 

ERK/MAPK y JNK, favoreciendo la entrada en ciclo celular. Por otro lado, PDGF y MCP-1 conducen 

a las células hacia los sinusoides dañados donde secretan colágeno (Friedman, 2000).   

(Friedman, 2008) también describe los mecanismos de resolución: una vez eliminado el 

estímulo, disminuyen las señales profibróticas y aumentan la actividad de metaloproteinasas, lo que, 

junto con apoptosis y senescencia de las CEH, permite la degradación del exceso de matriz 

extracelular y la recuperación parcial de la arquitectura hepática (Fig. 2). 
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Figura 2. Activación de las células estelares hepáticas.  

La activación de las CEH ocurre en dos etapas: iniciación y perpetuación. En la iniciación, señales 

solubles como estrés oxidativo, cuerpos apoptóticos, LPS y factores parácrinos de macrófagos, 

endotelio y hepatocitos disparan la activación. Durante la perpetuación, las CEH activadas exhiben 

cambios fenotípicos: proliferan, se contraen, producen matriz extracelular, alteran su degradación, se 

desplazan (quimiotaxis) y emiten señales inflamatorias. Cuando se resuelve la lesión hepática 

primaria, la fibrosis retrocede al eliminar las CEH activadas mediante apoptosis, senescencia o 

reconversión a un estado quiescente. Imagen modificada de (Friedman, 2000). 

2.7. Histopatología 

La cirrosis presenta tres patrones morfológicos: micronodular, macronodular y mixto. En la 

forma micronodular, los nódulos son uniformes y miden menos de 3 mm de diámetro, hallándose 

típicamente en cirrosis alcohólica, hemocromatosis, obstrucción del flujo venoso hepático, colestasis 

crónica, tras derivaciones yeyunoileales o en la llamada cirrosis infantil india. Por su parte, la cirrosis 

macronodular se caracteriza por nódulos irregulares que superan los 3 mm y suele asociarse con 

hepatitis B y C, déficit de α₁-antitripsina y colangitis biliar primaria. La variante mixta combina 

ambos patrones y refleja la evolución de la fibrosis, pues con el tiempo muchas cirrosis 
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micronodulares tienden a adquirir nódulos de mayor tamaño, adoptando un aspecto macronodular 

(Arroyo et al., 2016).  

De acuerdo con (Nagula et al., 2006) no basta con el diagnóstico histológico de cirrosis para 

valorar su gravedad clínica, sino que hay que correlacionarlo con la presión portal, medida por el 

gradiente de presión venosa hepática (GPVH). El análisis de biopsias de 43 pacientes con cirrosis y 

GPVH documentado en los seis meses previos, demostró de forma semicuantitativa parámetros como 

fibrosis sinusoidal, grosor de tabiques, tamaño de nódulos, pérdida de tractos portales, inflamación y 

esteatosis. Septos fibrosos más gruesos y nódulos pequeños (< 3 mm) se correlacionaron de forma 

independiente con GPVH ≥ 10 mmHg (hipertensión portal clínicamente significativa) (r = 0,658; p < 

0,05). 

La subclasificación histológica de la cirrosis mediante el sistema de puntuación de Laennec, 

divide la fibrosis grado 4 en tres categorías (4A, 4B y 4C) según el grosor de los septos y el tamaño 

de los nódulos. Al correlacionar estas subetapas con la gravedad clínica y la hipertensión portal 

medida por GPVH, se observó que a medida que la enfermedad avanza de 4A a 4C aumenta el riesgo 

de descompensación (ascitis, varices o encefalopatía) y el GPVH se eleva de forma significativa (Kim 

et al., 2011). 

2.8. Receptores adrenérgicos en células estelares hepáticas 

Se ha demostrado que las CEH presentan receptores adrenérgicos α, aunque no se había 

determinado hasta ahora si también presentan receptores adrenérgicos β ni los subtipos específicos. 

Mediante RT-PCR se comprobó que CEH expresan receptores β, además de los subtipos α₁B, α₁D, 

β₁ y β₂ y un análisis por Western blot confirmó este mismo patrón de expresión (Athari, 1994). 

Estudios con inhibidores de dichos receptores aportan evidencia adicional de que las CEH sirven 

tanto como reservorio de noradrenalina como blanco directo de esta hormona. Asimismo, indican que 
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las acciones tróficas de la noradrenalina dependen de la activación de quinasas involucradas en la 

supervivencia y proliferación celular (J. A. Oben, 2004). 

Se comprobó que diferentes tipos de líneas celulares, de carcinoma hepatocelular, línea 

inmortalizada y cultivo primario de células estelares hepáticas humanas (LX2, p-CEH) expresan 

receptores adrenérgicos. La expresión de ARNm y western blot del α1A-receptor adrenérgico se elevó 

de manera notable en comparación con los subtipos α1B, α1D, β1, β2 y β3 (Lin et al., 2020).  

Al exponer las células a noradrenalina, se observó que las células de carcinoma hepatocelular 

no mostraron un aumento en su proliferación o de activación en comparación con las CEH que 

mostraron un incremento en la proliferación celular y en la expresión de colágeno I y α-SMA a nivel 

de ARNm y proteína, marcadores clave de la actividad de estas células. En cambio, tanto los α₁-

adrenobloqueadores selectivos como no selectivos (prazosina y 5-metilurapidilo) inhibieron de 

manera efectiva la activación de las CEH inducida por NE. Estos hallazgos sugieren que la NE, 

actuando a través de la señalización del receptor α1A-adrenérgico, potencia la activación de las CEH 

(Lin et al., 2020). 

2.9. Tratamientos con adrenobloqueadores en la cirrosis hepática 

El hígado contiene un compartimento celular formado por células progenitoras y células 

estelares con propiedades neuroendocrinas, regulado por los sistemas nerviosos simpático y 

parasimpático (Roskams et al., 2004). La inhibición del sistema nervioso simpático en modelos 

murinos mediante bloqueo α₁-adrenérgico con prazosina o simpatectomía química con 6-

hidroxidopamina fomentó la activación de células progenitoras hepáticas y redujo el daño y la fibrosis 

inducidos por CCl₄ o galactosamina (J. Oben, 2003). En estos modelos, prazosina incrementó las 

células progenitoras y disminuyó las células estelares hepáticas marcadas por GFAP, desmina y α-

SMA, traduciéndose en disminución de la fibrosis. Tanto las células progenitoras como las estelares 
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expresan receptores α-adrenérgicos, lo que sugiere que prazosina, bien tolerada, podría ser una opción 

terapéutica prometedora (Lin et al., 2020). 

En un modelo in vitro de cultivo primario de CEH doxazosina reprimió la expresión de 

colágeno I y ACTA2 y aumentó la de PPAR-γ tanto en presencia como en ausencia de TGF-β, 

reduciendo la actividad fibrogénica de las CEH activadas al inducir su senescencia (Serna-Salas et 

al., 2022). El marcador PPAR-γ mantiene su expresión elevada en las CEH quiescentes. Su 

sobreexpresión inhibe la transición de las CEH a un fenotipo fibrogénico, reduciendo así la deposición 

de colágeno en el hígado lesionado (Wu et al., 2020). En modelos de fibrosis y cirrosis inducidas con 

CCl₄ en hámsteres, se demostró que los bloqueadores α y β adrenérgicos, como doxazosina y 

carvedilol, redujeron la deposición de colágeno tipo I al disminuir la expresión de TGF-β mediante 

el bloqueo de su receptor, y también promovieron la regeneración tisular (Muñoz-Ortega et al., 2016). 

Sin embargo carvedilol elevó marcadores de proliferación celular (α-FP, Ki-67, c-Myc) y ambos 

fármacos alteraron la morfología de los hepatocitos (Serna-Salas et al., 2018). 

En un modelo de rata Wistar con CCl₄, el cotratamiento con carvedilol disminuyó la fibrosis 

del hígado confirmando su efecto antifibrótico por niveles de TGF-β1 e hidroxiprolina cercanos al 

control y una deposición mínima de colágeno (El-Demerdash et al., 2017).  

Aunque numerosos estudios preclínicos in vitro e in vivo han utilizado adrenobloqueadores 

α y β para tratar enfermedades hepáticas crónicas (fibrosis, cirrosis) dirigiéndose principalmente a las 

CEH, se ha observado que los antagonistas α más comunes como doxazosina, terazosina y prazosina 

presentan efectos citotóxicos en las líneas celulares de cáncer de próstata LNCaP (andrógeno-

dependientes), DU145 y PC-3 (castración-resistentes) (Benning & Kyprianou, 2002; Bilbro et al., 

2013; Kyprianou & Benning, 2000). De manera similar, naftopidil, compuesto estructuralmente 

similar, también provoca citotoxicidad en estas células (Hori et al., 2011). En cambio, la tamsulosina, 

cuya estructura se basa en una sulfonamida en lugar del anillo piperazina y quinazolina, no exhibe 
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tales efectos citotóxicos, lo que sugiere que la toxicidad de los derivados quinazolínicos está ligada a 

su núcleo estructural (Fig. 3) (Batty et al., 2016). 

 

Figura 3. Comparación estructural de doxazosina, naftopidilo y tamsulosina. 

Imagen modificada de  (Batty et al., 2016). 

 

Se ha demostrado que los antagonistas α1-adrenérgicos químicamente basados en 

quinazolina, como doxazosina y terazosina, han mostrado propiedades citotóxicas y pro-apoptóticas 

en distintos tipos de células tumorales, especialmente en el cáncer de próstata. Aunque su uso clínico 

original fue para tratar la hipertrofia prostática benigna e hipertensión, se ha descubierto que estos 

compuestos pueden inducir la muerte celular de manera independiente de su acción bloqueadora sobre 

los receptores α1 (Patanè, 2015). Estos efectos citotóxicos están mediados por mecanismos 

moleculares complejos, como la activación de la vía de señalización FADD/caspasa-8, que lleva a 

una apoptosis tipo extrínseca, inducción de estrés en el retículo endoplásmico y disrupción del 

citoesqueleto, inhibición de la angiogénesis tumoral y supresión de factores de crecimiento que 

promueven la supervivencia celular. En algunos casos, también se ha documentado una interferencia 

con la vía PI3K/Akt, que es clave para la proliferación y resistencia a la apoptosis en células tumorales 

(Kyprianou et al., 2009). 

Por el contrario, la tamsulosina, aunque también es un antagonista α1, no está basada en la 

estructura de quinazolina y es mucho más selectiva por el subtipo α1A. Esto le otorga una alta afinidad 

por los receptores localizados, pero reduce significativamente su interacción con las vías 

intracelulares involucradas en la apoptosis. Debido a esta especificidad, la tamsulosina no activa de 

manera significativa las rutas pro-apoptóticas mencionadas, y su efecto sobre células tumorales es 
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mucho más limitado o indirecto. Su principal acción clínica sigue siendo el alivio de los síntomas 

urinarios, y aunque algunos estudios recientes sugieren que podría modular funciones como 

migración o invasión celular, carece del potente efecto citotóxico directo que sí presentan los α1-

bloqueadores de tipo quinazolina (Batty et al., 2016; Forbes et al., 2016). 

La tamsulosina es un antagonista competitivo de los receptores adrenérgicos α₁ con cierta 

selectividad por los subtipos α₁A y α₁D frente a α₁B. Se utiliza clínicamente para el tratamiento de la 

hiperplasia prostática benigna. Ha sido evaluada tanto in vitro como in vivo en diversas especies 

animales, principalmente en tejidos urogenitales y cardiovasculares, y su acción consiste en 

antagonizar la contracción del músculo liso (Sato et al., 2001). Su eficacia terapéutica es comparable 

a la de otros antagonistas α₁ empleados con esta indicación. Su tolerabilidad parece superior a la de 

la doxazosina o la terazosina, especialmente en lo que respecta a los efectos hemodinámicos (Wilde 

& McTavish, 1996). 

En condiciones de dosificación repetida, la tamsulosina exhibe cinética lineal y alcanza 

concentraciones en estado estacionario tras 4 a 7 días de tratamiento diario, con una vida media 

plasmática de aproximadamente 9 a 13 horas, lo que justifica su indicación de 0.4 mg al día (Franco-

Salinas et al., 2010). Después de su absorción y metabolismo hepático por el CYP3A4 y CYP2D6, la 

tamsulosina da lugar a varios metabolitos secundarios que facilitan su eliminación. El más destacado 

es el sulfóxido de tamsulosina, fruto de la oxidación del átomo de azufre en el grupo sulfonamida, 

que conserva afinidad por los receptores α₁A aunque con menor potencia que la molécula original. 

La N-desalquilación produce el metabolito desalquil-tamsulosina, que, pese a su actividad reducida, 

sirve como indicador de esta vía metabólica (Kamimura et al., 1998). Además, aparecen metabolitos 

hidroxilados tras la introducción de grupos –OH en el anillo aromático o en la cadena etoxi, cuya 

polaridad permite su excreción biliar. Finalmente, algunos de estos compuestos se conjugan con ácido 

glucurónico, formando glucurónidos que, aunque representan una pequeña fracción en el plasma y se 

eliminan rápidamente por bilis y orina (Sato et al., 2001). Se ha demostrado que los metabolitos, con 
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afinidad residual por los receptores adrenérgicos, contribuyen a la acción terapéutica y garantizan un 

perfil de eliminación seguro (Soeishi et al., 1996). 

Actualmente, la tamsulosina se ha empleado como tratamiento adyuvante para facilitar la 

expulsión de cálculos tras litotricia extracorpórea (Parsons et al., 2007). Investigaciones anteriores 

han revelado que la estimulación de los receptores α₁-adrenérgicos aumenta la producción de IL-1β, 

una citocina proinflamatoria, y que este receptor contribuye a la fibrosis renal en modelos de ratón y 

en células HK-2 tratadas con TGF-β1 y el tratamiento con tamsulosina disminuye la inflamación en 

esta enfermedad (L. Sun et al., 2021). 

Las estrategias terapéuticas para la fibrosis y la cirrosis hepática podrían centrarse en modular 

los neurotransmisores y el sistema nervioso hepático. La estimulación del sistema nervioso simpático 

potencia la fibrosis al aumentar la activación y proliferación de las CEH y fortalecer la señalización 

de citocinas. Las CEH sintetizan catecolaminas, incluida la noradrenalina, gracias a enzimas 

específicas, y emplean estos compuestos para regular su propio crecimiento. Por tanto, interrumpir la 

señalización de catecolaminas en las CEH se perfila como una estrategia prometedora para frenar la 

respuesta fibrogénica tras el daño hepático.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

La cirrosis o fibrosis hepática sigue siendo una causa importante de muerte en todo el mundo. 

Aunque la mortalidad por cirrosis ha disminuido en varios países durante las últimas dos décadas, en 

México es la cuarta causa de mortalidad. La cirrosis es un estado patológico asociado con daño 

celular, diferenciación de las células hepáticas, cambios en el fenotipo y comportamiento celular, que 

produce un proceso inflamatorio que conduce a la fibrogénesis hepática. Las células estelares 

hepáticas quiescentes tienen un fenotipo inactivo de almacenamiento de retinoides; ante un daño 

crónico en el hígado se activan a un tipo de células proliferativas fibrogénicas que carecen de la 

capacidad de almacenamiento de retinoides y asemejan a un fenotipo de miofibroblastos 

caracterizado por la sobreproducción de proteínas de matriz extracelular, como α-SMA y colágeno. 

Por lo tanto, el tejido hepático parenquimatoso se reemplaza por tejido fibroso cicatricial acumulado, 

lo que lleva al deterioro de la función hepática.  

Se ha demostrado que los adrenoreceptores pueden activar a las células fibrogénicas hepáticas. 

Por ello, se propone un tratamiento que disminuya la capacidad fibrogénica sin afectar la viabilidad 

de los hepatocitos restantes, encargados de repoblar el parénquima hepático. La administración de 

adrenobloqueadores alfa y beta como la tamsulosina y el carvedilol, en un modelo in vitro (utilizando 

las líneas celulares LX-2 y HepG2) como en un modelo in vivo de cirrosis en ratas Wistar, puede 

tener un efecto antifibrótico y hepatoprotector. 
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4. HIPÓTESIS 

El tratamiento con el alfa adrenobloqueador tamsulosina reduce el proceso fibrótico reflejado 

en la mejora de la regeneración del parénquima hepático. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo General 

Analizar la capacidad antifibrogénica y hepatoprotectora de los adrenobloqueadores tamsulosina y el 

carvedilol en un modelo de cirrosis en rata Wistar.  

5.2. Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto de tamsulosina y carvedilol en la activación de células estelares hepáticas 

humanas in vitro. 

2. Analizar el efecto modulador de tamsulosina y carvedilol sobre la expresión de marcadores 

fibrogénicos y hepatoprotectores de las células estelares hepáticas activadas. 

3. Determinar si la tamsulosina y carvedilol disminuye el depósito de colágena en un modelo de 

cirrosis hepática en rata Wistar. 

4. Demostrar el efecto de tamsulosina y carvedilol en la función hepática en un modelo de cirrosis 

en rata Wistar. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1. Estrategia experimental  

La estrategia experimental consistió en tres modelos experimentales. 1) in vitro evaluamos la 

viabilidad celular con las dosis fisiológicas de los antagonistas de los receptores adrenérgicos 

carvedilol y tamsulosina por medio de los colorantes Calceína-AM y SYTOX Green en las líneas 

celulares HepG2 y LX-2 posterior se hizo la activación de las células LX-2 con NE y TGF-β luego 

de un pretratamiento con los α y β adrenobloqueadores carvedilol y tamsulosina, para analizar si los 

tratamientos evitan o retardan las fases de la perpetuación como la proliferación, la perdida de 

vitamina A con la tinción de rojo oleoso, la fibrogénesis con marcadores por inmunofluorescencia y 

qPCR de α-SMA, colágeno I y PPAR-γ y quimiotaxis por medio del ensayo de herida y Transwell. 

El segundo modelo empleado, consistió en un modelo concomitante de cirrosis hepática en ratas 

Wistar, en el cual se intoxicó a los animales con tioacetamida (300 mg/kg, i.p.) durante cuatro 

semanas mientras recibían simultáneamente carvedilol (16 mg/kg) y tamsulosina (0,4 mg/kg) por vía 

oral. En el tercer modelo, modelo terapéutico, las ratas fueron tratadas con tioacetamida (250 mg/kg, 

i.p.) durante seis semanas y, tratadas con carvedilol y tamsulosina en las mismas dosis durante dos y 

cuatro semanas, respectivamente. Tras el sacrificio, se analizaron las pruebas de función hepática en 

suero; se realizó el análisis histológico de las fibras de colágeno mediante tinciones de tricrómica de 

Masson y rojo sirio; y se evaluó la expresión de ARNm y proteína de los marcadores fibrogénicos α-

SMA, colágeno I y PPAR-γ. Además, se midieron parámetros asociados a la cirrosis descompensada, 

como los niveles de amonio y la presión arterial y portal. El diagrama de los experimentos realizados 

se muestra en la figura 4. 
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Figura 4. Estrategia experimental general del proyecto.  

Esquema general del proyecto dividido en tres modelos experimentales. En la fase in vitro se empleó 

la línea celular LX-2 de células estrelladas hepáticas para evaluar viabilidad (ensayos con Calceína 

AM y SYTOX Green), cuantificar los marcadores fibrogénicos α-SMA, colágeno I y PPAR-γ, y 

analizar funciones migratorias e invasivas mediante ensayos de Transwell y cicatrización de herida. 

En el modelo concomitante in vivo, se administró tioacetamida junto con carvedilol o tamsulosina 

durante cuatro semanas; al finalizar, se midió la función hepática, se realizaron estudios histológicos 

con tricrómica de Masson y rojo Sirio, ensayos de qPCR y Western blot de marcadores fibrogénicos, 

pruebas conductuales indicadoras de hiperamonemia y determinaciones de presión arterial y portal. 

Finalmente, en el modelo terapéutico se aplicaron carvedilol o tamsulosina tras la inducción con 

tioacetamida, durante dos y cuatro semanas, y se evaluaron la función hepática y la histología 

(tricrómica de Masson y rojo Sirio) para valorar la regresión de la fibrosis. 

 
 

6.2. Cultivo celular 

Las células LX-2 (Xu, 2005) y HepG2 fueron cultivadas en medio DMEM (Sigma, D5546) 

suplementado con 2% de suero bovino fetal (SU-420, Microlab Monterrey, NL, México), 2% de L-

glutamina (Corning, 25-005-CI) y 1% de penicilina/estreptomicina (100 U/ml) (30-001-CI; Corning), 

a 37°C en una atmósfera humidificada que con 5% de CO2 y 95% de O2. Después de la incubación, 

para realizar el subcultivo las células se lavaron con buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4), después se 

les añadió 1 ml de tripsina (EDTA al 0.02%, tripsina al 0.25%) durante 5 min para disgregar la 

monocapa celular. Todas las células se encontraban en la fase logarítmica de los experimentos. 
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6.3. Tratamiento con carvedilol y tamsulosina en células HepG2 y LX-2 

Se diluyó el stock de carvedilol (PHR1265; Sigma) y de tamsulosina (T1330; Sigma) en 

DMSO hasta obtener una concentración de 50 mM. Con esta solución, se prepararon los tratamientos 

a concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 10 µM empleando DMEM como diluyente.  

6.4. Tinción de SYTOX Green  

Al finalizar el tratamiento con los antagonistas α y β adrenérgicos, se fijaron las células LX-

2 y HepG2 en los cubreobjetos en una placa de 24 pozos donde se cultivaron 25,000 células. A 

continuación, se lavaron con PBS 1× para eliminar el medio DMEM. Como control positivo de daño, 

se aplicó peróxido de hidrógeno al 30 % (250 µM) durante 15 min. Después, se retiró el H2O2 y se 

preparó la solución de tinción SYTOX® Green diluyendo la solución madre 1:30 000 en PBS 1×. 

Seguidamente, se añadieron 500 µl de dicha solución hasta cubrir las células y se incubaron 17 min 

a 37 °C en oscuridad. Finalmente, se lavaron con PBS 1×, se montó el cubreobjetos con glicerogel y 

se capturaron las imágenes en un microscopio de fluorescencia (504–523 nm). 

6.5. Ensayo de viabilidad con calceína 

Tras una incubación previa de 24 h, se trataron las células con tamsulosina (Sigma, T1330) 

y carvedilol (Sigma, PHR1265) a dosis de 0.01, 0.1, 1 y 10 µM durante 24 h. La calceína se disolvió 

en dimetilsulfóxido anhidro (DMSO) a 1 mg/ml hasta alcanzar 1 µM de concentración final. Se 

sembraron 1×104 células por pozo en placas de 96 pocillos y se trataron con las concentraciones 

establecidas de los fármacos, después de 24 h, se tomó 1 µl de la solución de calceína, se diluyó en 3 

ml de medio DMEM, se añadieron 100 µl por pozo y se incubó durante 15 min a 37 °C. Finalmente, 

se retiró la tinción, se lavó con PBS 1× y se midió la absorbancia con el software Gen5™ en un lector 

de fluorescencia Agilent BioTek FLx800. 
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6.6. Estimulación de las células LX-2 con norepinefrina y TGF-β1 

Se cultivaron células en placas de 96 pocillos (1 × 10^4 células/pozo) durante 24 h. A 

continuación, se indujo la fibrogénesis tratando con norepinefrina a concentraciones crecientes (0.1, 

1, 5 y 10 µM) y con TGF-β (2.5 ng/µl) como control positivo, durante 24 h. Como pretratamiento se 

administraron carvedilol y tamsulosina en varias concentraciones para evaluar la disminución de la 

activación de las células LX-2; tras el análisis de los datos, se seleccionaron 0.1 µM de carvedilol y 

0.01 µM de tamsulosina. 

6.7. Ensayo de viabilidad MTT  

Tras una incubación previa de 24 h, se trataron las células con dosis de 0.01, 0.1, 1 y 10 µM 

de los antagonistas α y β adrenérgicos—tamsulosina (Sigma, T1330) y carvedilol (Sigma, 

PHR1265)—durante 24 h. Para evaluar la viabilidad de las líneas LX-2 y HepG2, se empleó el ensayo 

de MTT (Sigma, M2128): a partir de un stock de 5 mg/ml en PBS, se preparó una solución de 0.5 

mg/ml en medio completo DMEM. Se sustituyó el medio de cultivo por el de MTT y se incubaron 

las placas 4 h a 37 °C. A continuación, se retiró el reactivo y los cristales formados se disolvieron 

añadiendo 100 µl por pozo de isopropanol ácido (84 µl de HCl al 25 % en 25 ml de isopropanol). 

Después de 10 min a temperatura ambiente, se midió la absorbancia en el espectrofotómetro 

Microplate reader, Bio-Rad® a 595 nm, con filtro de referencia a 655 nm. 

6.8. Tinción de Rojo Oleoso  

Después del tratamiento con los antagonistas de los adrenoreceptores, se fijaron las células 

con paraformaldehído al 4 % durante 15 min para teñir las gotas de vitamina A. Se preparó un stock 

de Rojo Oleoso (Cat. CTR 162069) disolviendo 30 mg en 10 ml de isopropanol al 97 %; a 

continuación, se mezclaron 3 ml de este stock con 2 ml de agua desionizada y se dejó reposar 10 min 

a temperatura ambiente (la solución permaneció estable por 2 h), tras lo cual se filtró en tubos Falcon 
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de 15 ml, se tiñeron las células con la solución de Rojo Oleoso durante 15 min a temperatura ambiente, 

se aclararon con agua destilada estéril y se aplicó una contratinción con hematoxilina (1:10) durante 

1 min. Finalmente, tras un último lavado con agua destilada estéril, se observaron las preparaciones 

al microscopio de contraste de fases. 

6.9. Inmunocitofluorescencia    

Se sembraron 15,000 células LX-2 por pozo en una placa de 24 pozos con cubreobjetos 

tratados con poli-L-lisina. A continuación, se aplicaron los tratamientos durante 24 h; seguidamente, 

se retiró el medio de cultivo y se lavó con PBS 1×. Se añadieron 300 µl de PFA al 4 % e incubó 10 

min a temperatura ambiente. Después de eliminar el fijador, se realizaron dos lavados de 5 min con 

PBS 1× que contenía Tritón X-100 al 0.1 %. Para recuperar antígenos y reducir la autofluorescencia, 

se incubó con 300 µl de glicina 100 mM durante 20 min a temperatura ambiente y, a continuación, 

se retiró la solución de bloqueo. Se añadió el anticuerpo primario diluido en PBS 1× con Tritón X-

100 al 0,1 % y BSA al 1 %, incubándose toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, se descartó el 

anticuerpo primario y se realizaron dos lavados de 5 min con PBS 1× y Tritón X-100 al 0,1 %. Luego, 

se incubó con el anticuerpo secundario durante 2 h a temperatura ambiente en oscuridad; tras retirar 

el anticuerpo secundario, se llevaron a cabo tres lavados de 5 min con PBS 1× protegiendo de la luz. 

Finalmente, se montaron los cubreobjetos con glicerol, se sellaron los bordes con esmalte y se 

analizaron en el microscopio de fluorescencia (504–523 nm). 

6.10. Ensayo de cicatrización de herida 

La placa se recubrió superficialmente con 400 µl/pozo de poli-L-lisina durante 4 h a 37 °C y 

5 % CO₂; a continuación, se eliminó el exceso y se dejó secar al vacío durante 20 min. Se sembraron 

las células LX-2 a 45,000 células/pozo en placas de 24 pozos con medio DMEM hasta alcanzar el 80 

% de confluencia. Tras la formación de la monocapa y sin retirar el medio, se practicó la herida in 

vitro con puntas estériles de 200 µl, efectuando el raspado de arriba hacia abajo en la mitad de cada 
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pozo y empleando una punta nueva por cada uno. Se retiró el medio, se lavó tres veces con PBS 1× 

y se administraron los tratamientos de norepinefrina y TGF-β con los antagonistas de los receptores 

α y β adrenérgicos en medio DMEM. Se capturaron cuatro imágenes por pozo en los tiempos 0, 12, 

24 y 48 h, y las áreas de las heridas se cuantificaron con el software ImageJ. 

6.11. Ensayo de invasión   

Se sembraron 250,000 células en la cámara superior recubierta con Matrigel de insertos 

Transwell de 24 pocillos, con membrana de poro de 8 µm. En la cámara inferior se añadieron 600 µl 

de DMEM –pretratado con los medicamentos en las dosis indicadas– junto con SBF al 10 %, TGF-β 

(2,5 ng/µl) y norepinefrina (10 µM). Tras la incubación, las células invasoras adheridas al exterior de 

la membrana se fijaron con paraformaldehído al 4 %, se tiñeron con cristal violeta 0.05% por 15 

minutos, se lavaron con PBS 1x y se contaron mediante microscopía óptica. 

6.12. Experimentos con animales 

Todos los experimentos con animales fueron aprobados y manejados de acuerdo con las 

directrices del Comité de Bioética de la Universidad Autónoma de Aguascalientes, que se basa en la 

guía de NHI para la investigación animal (Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, 

2011), también se cuenta con el certificado del curso “Producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio (NOM-062-ZOO-1999)”. Se mantuvieron 66 ratas Wistar macho, de 10 a 12 semanas de 

edad de un peso entre 250–300 g, en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h en una habitación con 

temperatura controlada a 25 °C. La dieta consistió en LabDiet #5012 y Prolab® RMH 2500 (22 % de 

proteína, 4 % de grasa y 5 % de fibra) y agua ad libitum durante todo el experimento. Todos los 

animales recibieron tratamiento preventivo con sulfato de neomicina y sulfadimetilpirimidina durante 

3 días para eliminar parásitos y bacterias.  
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En el modelo concomitante se distribuyeron las ratas en seis grupos y, durante 4 semanas el 

grupo control no recibió ningún tratamiento experimental. En el grupo de tioacetamida, se administró 

esta sustancia a 300 mg/kg por vía intraperitoneal, empleando solución salina como vehículo. El 

grupo de carvedilol recibió 16 mg/kg vía oral. En el grupo combinado de tioacetamida y carvedilol, 

se aplicaron ambos tratamientos de manera simultánea. Por su parte, el grupo de tamsulosina recibió 

una dosis de 0,4 mg/kg vía oral. Finalmente, el grupo de co-tratamiento de tioacetamida y tamsulosina 

fue sometido a la administración conjunta de ambas sustancias (Fig. 5). 

 

Figura 5. Modelo concomitante de cirrosis hepática con tioacetamida.  

 

En el modelo terapéutico se indujo la cirrosis hepática de 24 ratas con tioacetamida con 

una dosis de 250 mg/kg vía intraperitoneal con solución salina por 6 semanas, excepto el grupo 

intacto que no se le administró ningún tratamiento. Una vez terminada la inducción se 

administraron los medicamentos carvedilol y tamsulosina en las dosis utilizadas en el modelo 

concomitante por 2 y 4 semanas, además se agregó el grupo vehículo al cual se le administro agua 

potable (diluyente de los medicamentos) para evaluar los cambios morfológicos y análisis de 

marcadores bioquímicos (Fig. 6). 
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Figura 6. Modelo terapéutico de cirrosis hepática con tioacetamida.  

 

Se usaron jeringas de 3 ml con agujas de calibre 21–23 G (½–1 pulgada, bisel pequeño). Se 

sujetó e inmovilizó la pata izquierda de la rata, inclinándola hacia craneal para desplazar las vísceras 

y evitar lesiones. A continuación, se insertó la aguja en el cuadrante inferior izquierdo del abdomen 

y se avanzó cranealmente hacia la cavidad peritoneal, manteniéndola paralela a la columna vertebral 

y apoyándola contra la pared abdominal para prevenir la punción intestinal (Pérez-Cabeza de Vaca et 

al., 2018). 

6.13. Procesamiento de los tejidos 

Se lavó el tejido hepático con solución salina al 0.9 %; a continuación, se tomaron 2 g de 

cada lóbulo por sujeto y se fijaron en formalina neutra al 10 %. Para el análisis de proteínas, se pesaron 

5 mg de tejido y se homogeneizaron en 300 μl de buffer de lisis RIPA; para la extracción de ARN, se 

reservó 1 g de tejido en RNAlater. Las muestras se procesaron según la técnica histológica en el 

equipo Histoquinet Thermo Scientific Microm STP 120. Posteriormente, los tejidos se incluyeron en 

parafina con el Thermo Scientific Microm EC150-1 y, finalmente, se realizaron cortes histológicos 

de 5 μm de espesor en el microtomo Leica RM 2125RT. 
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6.14. Tinción de Hematoxilina y Eosina  

Se emplearon laminillas con cortes hepáticos de 5 µm, las cuales se deshidrataron en series 

crecientes de etanol, se tiñeron con hematoxilina durante 10 min y con eosina durante 1 min, después 

de deshidratar los cortes con xileno, finalmente se montaron con Entellan® para su observación al 

microscopio. 

6.15. Tinción Tricrómica de Masson  

Los cortes se desparafinaron 10 min en xilol y se hidrataron en agua destilada durante 10 

min. A continuación, se mordentaron en solución de Bouin a 56 °C durante 1 h y se lavaron con 30 

cambios de agua destilada. Seguidamente, se tiñeron con hematoxilina de Harris durante 1 min 30 s, 

se realizaron diez lavados y se incubaron en rojo escarlata por 11 min, seguido de un enjuague con 

agua destilada. Después, se sometieron a la solución ácida de fosfomolibdato y ácido fosfotúngstico 

durante 20 min y se tiñeron con azul de anilina por 3 min. Finalmente, los tejidos se deshidrataron en 

serie de alcohol al 96 % hasta xilol y se montaron en Entellan® para su observación por microscopía 

de luz. 

6.16. Tinción Rojo Sirio  

Se empleó la tinción de rojo sirio para distinguir y cuantificar las fibras de colágeno. Los 

cortes de tejido hepático se tiñeron con hematoxilina durante 10 min y, a continuación, con rojo sirio 

durante 1 h. Finalmente, se montaron en Entellan® para su visualización por microscopía de luz 

polarizada. Con esta técnica se identificó el colágeno tipo I y III y se cuantificó mediante análisis 

morfométrico con el programa ImageJ. 
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6.17. Determinación cuantitativa de marcadores de función hepática  

Se recolectó sangre de las ratas Wistar tras los tratamientos para evaluar marcadores de lesión 

hepatocelular (ALT y AST), de colestasis (fosfatasa alcalina y urea), de síntesis hepática (albúmina 

y glucosa) y amonio. Las muestras se analizaron en un espectrofotómetro a 340 nm y se calculó el 

incremento promedio de absorbancia por minuto (ΔA/min). Los resultados se expresaron en unidades 

por litro (U/L) mediante un analizador semiautomático BTS-350 (Biosystems S.A.) y se sometieron 

a análisis estadístico. 

6.18. Extracción de ARN 

Los cultivos celulares y los tejidos, tras 24 h de tratamiento con carvedilol, tamsulosina y 

controles positivos de daño, se procesaron con el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep®, siguiendo el 

protocolo del fabricante. Primero, se recolectaron las células en tubos Eppendorf, los tejidos se 

maceraron en la solución RNAlater y ambos se centrifugaron hasta obtener un pellet. A continuación, 

se añadieron 250 µl de TRIzol Reagent y se homogenizó con vórtex durante 30 segundos para 

dispersar completamente el pellet. Se incorporó un volumen igual de etanol, se mezcló por inversión 

y se transfirieron 500 µl de la mezcla a columnas de purificación. Tras centrifugar 30 segundos a 14 

000 rpm y descartar el sobrenadante, se aplicaron 400 µl de pre-lavado, se centrifugó por 30 segundos 

a 14 000 rpm y se eliminó nuevamente el sobrenadante. Después, se añadieron 600 µl de buffer de 

lavado y se centrifugó 1 min a la misma velocidad. Finalmente, las columnas se colocaron en tubos 

nuevos, se eluió el ARN con 30 µl de agua libre de nucleasas y se centrifugó 45 segundos a 14 000 

rpm. El eluido se alicuotó y se mantuvo en hielo. 
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6.19. Cuantificación de ARN total 

El ARN obtenido se cuantificó por absorbancia a 260 y 280 nm en el espectrofotómetro 

BioDrop LITE® y almacenó a -81ºC hasta su uso. La pureza del ARN se determinó mediante la 

relación A₂₆₀/A₂₈₀ —considerándose puros los valores > 1.8— y la relación A260/A230, con valores > 

1.5. 

6.20. Evaluación de la Integridad del ARN 

Se evaluó la integridad por electroforesis en agarosa al 1.5 % en buffer SB 1× (100 mM de 

ácido bórico, 150 mM de NaCl, pH 8.5). Se cargaron 5 µl de ARN con 1 µl de Green Loading Buffer 

6× y se sometieron a migración a 90 V durante 30 min en una cámara de electroforesis horizontal Gel 

Box MidiPlus (VWR®). Se empleó un marcador de peso molecular de 100 pb y se tiñó el gel con 

bromuro de etidio hasta visualizar el marcador bajo luz ultravioleta. 

6.21. Retrotranscripción de ARN 

La transcripción inversa se realizó utilizando el kit GoScript Reverse Transcription System 

de Promega® siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Tabla 2. Condiciones de la mezcla de reacción para síntesis de cDNA 

Reactivo Cantidad 

ARN  1 µg/µl 

Oligo dt 1 µl 

Agua libre de nucleasas 10 µl 

Total 12 µl 

La reacción se colocó 5 minutos a 65°C en el termociclador Swift™ MiniPro®, luego el 

volumen de la muestra se ajustó a 20 µl, al agregar los siguientes reactivos: 
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Tabla 3. Condiciones de la mezcla de reacción para síntesis de cDNA 

Reactivos Cantidad 

5X Reaction Buffer 4 µl 

RiboLock Rnase Inhibitor (20 U/µl) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase 1 µl 

Volumen total 20 µl 

 

Tabla 4. Protocolo del termociclador para síntesis de cDNA 

Segmento  Temperatura Tiempo 

1.     Desnaturalización inicial  95°C 3 minutos 

2.     Desnaturalización 95°C 45 segundos 

3.     Hibridación  60°C 30 segundos 

4.     Elongación  72°C 12 segundos 

5.     Elongación final  72°C 3 minutos 

*Segmento 2, 3 y 4 se repitieron por 40 ciclos. 

  

6.22. Análisis por PCR en tiempo real  

El cDNA se ajustó a una concentración de 50 ng/µl para todas las muestras con una dilución 

1:5 en agua libre de nucleasas. Se realizaron mezclas en placas de 48 pocillos para qPCR (Applied 

Biosystems® MicroAmp® -N8010560), qPCR SybGreen (PCR Master Mix, Thermo-Scientific®) y 

los oligonucleótidos (IBT © 2020 Integrated DNA Technologies, Inc.) en dilución 1:20 (10 ng). 

Tabla 5. Condiciones de la mezcla de reacción de PCR en tiempo real 

Reactivos Cantidad 

Master Mix 5 µl 

Oligonucleótido Forward 50 ng/µl 1 µl 

Oligonucleótido Reverse 50 ng/µl 1 µl 

Templado (cDNA) 50 ng/µl 1 µl 

Agua libre de nucleasas 2 µl 

Volumen total 10 µl 

Se utilizaron las reacciones para el análisis de los genes utilizando el termociclador Applied 

Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System, con las condiciones demostradas en la tabla 3.  
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Tabla 6. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para RT-PCR 

Gen Especie Oligonucleótido Fw Oligonucleótido Rv 

18SARN ribosomal Humano AAACGGCTACCACATCCAAG CCTCCAATGGATCCTCGTTA 

β-actina Rata GGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAAT TTGCCCTCCAATGGATCCT 

α-SMA 
Humano TCATGGTCGGTATGGGTCAG CCGTGCTCGATAGGGTACTT 

Rata CAATGGCTCCGGGCTCTGTA CTCTTGCTCTGCGCTTCGTC 

Colágeno I 
Humano CACCAATCACCTGCGTACAG GCAGTTCTTGGTCTCGTCAC 

Rata ACCTCAGGGTATTGCTGGAC GACCAGGGAAGCCTCTTTCT 

PPARγ 
Humano  AGCAAACCCCTATTCCATGCT CCAAAGTTGGTGGGCCAGAATG 

Rata TAGGTGTGATCTTAACTGTCG GCATGGTGTAGATGATCTCA 

Colágeno III Rata CTCCCACTACTCCTCTGGTAG CACTTTTGTGCTTTGAGGTAGG 

MMP-9 Rata CACAACGTCTTTCACTACCAAG AGAGATCACCAGTTTGTATCCG 

MMP-13 Rata AGGCCTTCAGAAAAGCCTTC GAGCTGCTTGTCCAGGTTTC 

TIMP1 Rata ACCAGCGTTATGAGATCAAGAT TTCTGGGACTTGTGGACATATC 

TIMP2 Rata CATCGAATTTATCTACACGGCC TCTTCTTCTGGGTGATGCTAAG 

La cuantificación de expresión relativa se determinó con el método ΔΔCt, utilizando 

18SrRNA como gen constitutivo para la normalización con la siguiente ecuación: 

- Expresión relativa = 2 -ΔΔCt
 

- ΔΔCt = ΔCt tratamiento – Cq gen constitutivo del tratamiento 

- ΔCt tratamiento = Cq gen problema de tratamiento – Cq gen constitutivo de tratamiento 

- ΔCt control = Cq gen problema del control – Cq gen constitutivo del control  

6.23. Extracción de proteínas  

Para la extracción de proteínas se lavaron las células con PBS 1× frío, se aspiró este y se 

añadieron 500 µl de buffer de lisis RIPA en flask de 75 cm². Con un raspador, se desprendieron las 

células y se transfirieron a tubos, donde se agitaron durante 20 min a 4 °C. A continuación, se 

centrifugaron 20 min a 12 000 rpm, se recogió el sobrenadante y se descartó el pellet. 

Para el tejido, por cada 5 mg se incorporaron 300 µl de buffer de lisis RIPA, se homogenizó 

y se centrifugó 20 min a 12 000 rpm y 4 °C en microcentrífuga. El sobrenadante resultante se depositó 

en un tubo nuevo sobre hielo y se almacenó a –80 °C. 
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6.24. Cuantificación de proteínas  

La cuantificación de proteínas se realizó con el kit BCA Pierce™. Se dispusieron 3 µl de 

muestra (homogenizado celular o de tejido) y se añadieron 200 µl de la solución BCA, preparada con 

25 ml de reactivo A y 0.5 ml de reactivo B (relación 50:1). La mezcla se incubó 1 h a 37 °C en cámara 

húmeda y se leyó la absorbancia a 595 nm. 

Tabla 7. Estándares para preparar curva de cuantificación  

(BSA) PIERCE µg/µl BSA µg 
BSA 

µl 

µl H2O Milli 

Q estéril 

µl de RIPA 1x con inhibidores de 

proteasa 

2 0 0 17 3 

2 1 0.5 16.5 3 

2 2.5 1.25 15.75 3 

2 5 2.5 14.5 3 

2 10 5 12 3 

2 25 12.5 4.5 3 

2 50 25 0 3 

- 
Muestra 

3µl 
0 17 0 

La absorbancia de las muestras es graficada contra cada una de las concentraciones de los 

estándares para obtener la ecuación de la recta.  

6.25. Identificación de proteínas por Western blot 

Se realizó electroforesis de las muestras en gel de poliacrilamida bajo condiciones 

desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE). Se prepararon geles separador y concentrador al 10 % y 4 

%, respectivamente. Una vez polimerizados, se cuantificaron 50 µg de proteína por muestra y se 

mezclaron con buffer de carga. La desnaturalización se efectuó calentando las muestras a 95 °C 

durante 5 min. Se cargaron las proteínas después del marcador de peso molecular y se inició la 

electroforesis a 80 V durante 2 h. 
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Tabla 8. Preparación de geles para SDS-PAGE 

Gel separador 10% Gel concentrador 4% para dos geles 

H2O destilada  4 ml H2O destilada  3 ml 

Acrilamida 3.3 ml  Tris 0.5 pH 6.8 1.25 ml 

Tris 1.5 M 2.5 ml SDS 10% 50 µl 

SDS 10% 100 µl Acrilamida 650 µl 

PSA 10% 100 µl PSA 10% 40 µl 

TEMED 4 µl TEMED 6 µl 

 

Una vez separadas las proteínas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de PVDF. 

Primero, se recortó la membrana al tamaño del gel, se activó con metanol al 100 % y se montó el 

“sándwich” para la transferencia, que se realizó a 120 mA durante 2 h. Para la inmunodetección, se 

bloqueó la membrana con TBS-T 1× con 10 % de leche durante 1 h con agitación a temperatura 

ambiente. A continuación, se lavó y se incubó con los anticuerpos primarios monoclonales de ratón 

anti-α-SMA (Abcam #A5228) y anti-β-actina (Santa Cruz #J0421), ambos a 1:1000 en TBS-T 1× con 

1 % de leche, durante 15 h a 4 °C con agitación. Tras tres lavados de 5 min con TBS-T 1×, se aplicó 

el anticuerpo secundario anti-ratón (Invitrogen #314330) a 1:5000. Después de otros tres lavados, se 

utilizó el kit SuperSignal™ West Pico PLUS según las indicaciones del fabricante y se reveló la señal 

con el escáner LI-COR C-DiGit. Para cuantificar la expresión relativa, se empleó β-actina como 

proteína endógena y la quimioluminiscencia se analizó por densitometría en ImageJ. 

6.26. Medición de la hemodinámica hepática 

Se preparó solución salina fisiológica estéril y se calentó a 37 °C para humedecer gasas. A 

continuación, se registró el peso corporal de las ratas para ajustar la dosis de anestesia y normalizar 

los parámetros hemodinámicos. Se administró Zoletil (5 ml de diluyente + 0.6 ml de xilacina al 10 % 

+ 1.4 ml de solución salina) por vía intraperitoneal a 0.0075 mg/kg, complementando con isoflurano 

por inhalación durante 5 min. Se intubó al animal con un tubo endotraqueal casero, derivado de un 

catéter venoso periférico modificado, y se fijó con cinta adhesiva a la mejilla para evitar 

desplazamientos. Seguidamente, se conectó el tubo al ventilador y se inició la respiración mecánica 
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(O₂ 1 L/min; frecuencia 90 rpm; presión inspiratoria 18 mmHg; PEEP 3 mmHg; relación I/E 1:2). 

Durante todo el procedimiento, se monitorizó la temperatura corporal de forma continua y se evaluó 

la profundidad anestésica mediante el reflejo palpebral. 

Para medir la presión arterial, se realizó una incisión en la arteria carótida, exponiendo y 

disecando el complejo arteria-vena-nervio; la arteria se separó de la vena y el nervio con pinzas y se 

ligaron sus extremos distal y proximal. Se preparó un catéter PE-50 con punta inclinada que, tras 

perforar la pared arterial, permitió confirmar el flujo pulsátil y se conectó al transductor de presión 

para registrar la presión arterial. El área expuesta se cubrió con gasa humedecida. Para la medición 

de la presión portal, se verificó que el catéter estuviera libre de burbujas y se manipuló el intestino 

con guantes humedecidos para exponer los vasos mesentéricos principales. Se localizó la unión de la 

vena ileocólica, se introdujo el catéter perforando el peritoneo visceral y se avanzó cuidadosamente 

hasta la vena porta, evitando perforaciones. Finalmente, se conectó al transductor con solución salina 

estéril y se registraron la presión arterial y portal en un sistema BIOPAC MP150 con el software 

AcqKnowledge 4.1. 

6.27. Actividad locomotora 

Se alojaron ratas Wistar macho en grupos de tres en jaulas Ugo Basile Rat Cage 1800 con 

dimensiones de 48 cm (alto) × 32 cm (ancho) × 47 cm (fondo). Las jaulas contaban con acceso a una 

rueda de ejercicio (35 cm de diámetro), agua y alimento ad libitum durante todo el experimento. La 

actividad locomotora diaria se registró mediante un interruptor magnético y un contador LCD (Ugo 

Basile), cuantificándose el número de vueltas de la rueda. Cada día se calculó la distancia media 

recorrida por rata en cada jaula con la ecuación: [(2πr) * (t)]/n donde t es el número de vueltas y n el 

número de ratas por jaula; de este modo, la eventual muerte de algún animal no altera la medición 

diaria por rata. Semanalmente se determinó la actividad locomotora media y se expresó como 

porcentaje de cambio respecto al valor basal (actividad registrada el día 1; no mostrada). Este 
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porcentaje relativizó las diferencias biológicas individuales, pues cada jaula sirvió como su propio 

control. 

6.28. Campo abierto 

Se empleó un laberinto de campo abierto consistente en una arena de plástico negro 

(50 × 50 × 38 cm), cada una con suelo texturizado para facilitar la tracción y paredes lisas. Antes de 

cada sesión, se limpió y desinfectó con etanol al 95 % y se dejó secar durante 5–10 min para 

homogeneizar posibles señales olfativas. Los ratones se trasladaron al cuarto de pruebas al menos una 

hora antes para aclimatarlos y, una vez dentro de la arena (colocados en el centro), su actividad 

locomotora se registró mediante un sistema de seguimiento por video o fotocélulas. La prueba fue 

por 10 min y durante esta, el operador se mantuvo fuera del campo visual de los animales. Al finalizar, 

se extrajeron las ratas, se volvió a desinfectar la arena, esperando a que el desinfectante se secara 

antes de introducir al siguiente sujeto. Los datos recogidos incluyeron distancia recorrida en 

cuadrantes interno, externo y total, tiempo en movimiento, tiempo inmóvil y frecuencia de 

exploración con el software ImageJ (Animal Tracker).  

 

6.29. Reconocimiento de objetos 

El protocolo de reconocimiento de objetos utilizado fue seguido de acuerdo a (Lueptow, 

2017); durante la habituación, se retiró a la rata de su jaula y se colocó en el centro de la arena vacía, 

permitiéndole exploración libre durante 5 min. Una vez vaciada la jaula original, se reservó para 

servir de jaula de retención al día siguiente. Al cabo de 5 min, se retiró a la rata y se ubicó en la jaula 

de retención, evitando devolverla a su jaula de origen para no alterar el comportamiento de los 

siguientes sujetos. Entre cada rata, se limpió a fondo el equipo con etanol al 70 % (v/v). 

Durante la habituación, se pudo evaluar el comportamiento ansioso calculando el tiempo en 

el centro de la arena (Prut & Belzung, 2003). Este parámetro resultó útil para ajustar la duración de 
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la fase de entrenamiento (T1), tomándose 10 min para alcanzar al menos 20 s de exploración de ambos 

objetos. En el entrenamiento (T1), se colocaron dos objetos idénticos en los cuadrantes noreste y 

suroeste de la arena. 24 h después de la habituación, se trasladó a la rata a la jaula de retención y, acto 

seguido, se colocó en el centro de la arena, equidistante de ambos objetos. Se permitió exploración 

libre durante 10 min para acumular 20 segundos de exploración de cada objeto. Al finalizar, se retiró 

al sujeto y se devolvió a la jaula de retención; a continuación, se limpió la arena y los objetos con 

etanol al 70 % entre cada sujeto. 

En la prueba (T2), se situó el objeto familiar de T1 y un objeto nuevo en los mismos 

cuadrantes utilizados previamente. En el intervalo de retención elegido, se colocó a la rata en el centro 

de la arena, equidistante de ambos objetos, y se le permitió explorar libremente durante 10 min. Al 

término de los 10 min, se retiró al sujeto y se colocó en la jaula de retención. En ambas fases (T1 y 

T2), se puntuaron los 10 min, prolongando la observación más allá si el ratón no alcanzó 20 s de 

exploración en ese intervalo, hasta completar el tiempo mínimo requerido. Se evaluó el tiempo total 

de exploración, la medida de discriminación absoluta, índice de discriminación e índice de preferencia 

con el software Adobe Premiere Pro.  

6.30. Análisis Estadístico  

Los datos de todas las variables cuantitativas fueron capturados y ordenados en una hoja 

electrónica de Microsoft Excel® para facilitar su análisis. Los datos se expresaron como valores 

medios ± desviación estándar (DE). Para la evaluación estadística se utilizó el software Prism 

GraphPad, primero se sometieron los datos a la prueba de normalidad. Según el resultado de dicha 

prueba, se realizaron comparaciones estadísticas empleando pruebas paramétricas (t de Student 

pareada o no pareada, ANOVA) o no paramétricas (Mann–Whitney o Kruskal–Wallis), según 

procedió. El nivel de significación se indicó con asteriscos (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). 
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7. RESULTADOS 

7.1. Evaluación de los α y β adrenobloqueadores en la viabilidad celular de HepG2 y LX-2 

Se evaluó la viabilidad celular de las líneas LX-2 y HepG2 mediante los ensayos de Calceína-

AM y SYTOX Green para identificar las concentraciones de carvedilol y tamsulosina que resultaran 

citotóxicas. En el ensayo de Calceína-AM, este penetra exclusivamente en células con membrana 

intacta y, tras ser convertido por esterasas intracelulares en calceína fluorescente, emite señal verde 

(exc. 495 nm, em. 530 nm), permitiendo cuantificar las células viables mediante un lector de 

microplacas de fluorescencia. Por el contrario, SYTOX Green no atraviesa membranas intactas y solo 

tiñe el ADN de las células con membrana permeable, identificando de manera específica las células 

muertas o en etapas avanzadas de apoptosis. 

Los resultados mostraron que, a dosis de 0.01 y 0.1 µM, carvedilol no indujo efectos 

citotóxicos ni alteró la integridad de la membrana, mientras que concentraciones superiores 

incrementaron la proliferación. De igual modo, tamsulosina mantuvo la viabilidad celular en el rango 

de concentraciones estudiado (Fig. 7). 

 

Figura 7. Carvedilol y tamsulosina no afectan la integridad de la membrana de las células LX-2. 

(A) La tinción con SYTOX Green de las células LX-2 tratadas con tamsulosina y carvedilol durante 

24 h en medio suplementado con suero no afectó la permeabilidad de la membrana celular en 

comparación con el control y el H₂O₂. (C) La tamsulosina inhibió la proliferación de células LX-2 a 

concentraciones de 0.01 y 0.1 µM. En el ensayo de Calceína-AM, carvedilol no difirió del control; 

sin embargo, a concentraciones elevadas aumentó la proliferación de las células LX-2. Los datos se 

presentan como media ± DE de tres experimentos (**P= 0.0025; ***P < 0.001; ****P < 0.0001). 
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Debido a que el objetivo principal de este trabajo fue el evaluar la capacidad antifibrogénica 

de tamsulosina y carvedilol, y considerando que las células estelares hepáticas (LX-2) están 

directamente implicadas en la fibrosis, se estimó innecesario utilizar una línea control adicional; en 

consecuencia, no se realizaron más ensayos en la línea HepG2. 

7.2. Establecimiento del modelo de activación con norepinefrina en la línea celular LX-2 y 

el efecto de tamsulosina y carvedilol  

Para el establecimiento del modelo de activación se utilizaron dos inductores de la 

transdiferenciación: TGF-β1 y NE, en el grupo control, las células LX-2 presentaron grandes gotas 

lipídicas en el citoplasma con distribución perinuclear, asociadas a la morfología quiescente de las 

células estelares hepáticas. Estudios previos que identificaron al TGF-β1 como activador de estas 

células, se observó que el tratamiento con esta citocina provocó en LX-2 un fenotipo posiblemente 

de miofibroblasto, mostrando cambios morfológicos como la pérdida de almacenamiento de gotas 

lipídicas y aumento de la proliferación, efectos similares a los inducidos por la noradrenalina, en los 

cuales las gotas lipídicas resultaron indetectables (Fig. 8A).  

Se observó que las células pretratadas 1 h con adrenobloqueadores conservaron la tinción de 

retinol, lo que indicó que el tratamiento bloqueó la activación de las células estelares hepáticas. En el 

ensayo de proliferación MTT, no se detectaron cambios en la viabilidad de la línea HepG2 tras la 

administración de noradrenalina; lo que nos indica que no poseen los receptores adrenérgicos en 

cambio, en las células LX-2, las concentraciones elevadas de noradrenalina incrementaron la 

proliferación, la cual se moduló al aplicar los fármacos en comparación con el control intacto, que se 

confirmó con los cambios morfológicos observados en imágenes de microscopia óptica (Fig. 8 B-E). 
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Figura 8. Tamsulosina y carvedilol redujeron la proliferación de las células LX-2 inducida por 

noradrenalina.  

(A) En las células LX-2 se observó pérdida de gotas lipídicas (retinol) en los controles positivos de 

NE y TGF-β; este efecto fue revertido por los tratamientos con antagonistas de los receptores 

adrenérgicos (flecha). (B, C) Las mismas concentraciones de NE utilizadas en LX-2 no incrementaron 

la proliferación de las células HepG2. (D) Carvedilol y (E) tamsulosina regularon la proliferación de 

células LX-2. Los resultados se presentaron como media ± DE; (**P < 0.001; ***P < 0.0001). 
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7.3. La tamsulosina y el carvedilol controlan la actividad fibrogénica inducida por 

norepinefrina en las células LX-2 

El tratamiento con norepinefrina activó el fenotipo fibrogénico de las células LX-2, como lo 

mostraron la tinción inmunofluorescente positiva para α-SMA y colágeno I y el aumento de la 

expresión de estos marcadores, junto con la reducción de PPAR-γ (Fig. 9 A, B), signos primarios de 

activación de las CEH además del incremento en la proliferación celular efectos comparables al 

control con TGF-β1. Los antagonistas carvedilol y tamsulosina inhibieron eficazmente esta activación 

mediada por norepinefrina, reflejándose en la reducción de la proliferación celular en LX-2, similar 

al control. Asimismo, ambos fármacos suprimieron la activación dependiente de noradrenalina, al 

reducir la expresión de α-SMA y colágeno I e incrementar la expresión de PPAR-γ, tal como 

mostraron los ensayos de inmunofluorescencia y expresión génica (Fig. 9 C). Estos resultados 

indicaron que la norepinefrina podía promover la activación de las CEH a través de la vía α1A-ADR 

y el bloqueo con tamsulosina antagonista de estos receptores inhibe este proceso.  
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Figura 9. Carvedilol y tamsulosina modularon la actividad fibrogénica de las células estelares 

hepáticas. 

(A, B) En las células LX-2 se observó un aumento de los marcadores fibrogénicos α-SMA y colágeno 

I, junto con una reducción de PPAR-γ. Por el contrario, el tratamiento con carvedilol o tamsulosina 

invirtió este patrón de expresión. Se cuantificó la intensidad media de fluorescencia. 

(C) Los ensayos de expresión génica relativa confirmaron un perfil similar al mostrado en el 

inmunomarcaje. Los datos se presentan como media ± DE de tres experimentos independientes (**P 

= 0.0025; ***P < 0.001; ****P < 0.0001). 
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7.4. Efecto de carvedilol y tamsulosina sobre la migración e invasión de células estelares 

hepáticas 

Se evaluaron las propiedades de cicatrización y migración de las células LX-2 en placas 

recubiertas con poli-L-lisina. Se realizó una herida por raspado en la monocapa y, a continuación, se 

trataron con carvedilol y tamsulosina (0.1 µM y 0.01 µM) y con noradrenalina en intervalos de 0, 12, 

24 y 48 h tras el tratamiento. Bajo tratamiento con los fármacos en medio con 1% de suero, no se 

observó cierre completo de la herida en las primeras 24 h; el cierre alcanzó el 50% y llegó al 80% a 

las 48 h. En contraste, los controles positivos (10 % de suero, TGF-β1 y norepinefrina) mostraron un 

cierre del 90 % a las 24 h y total a las 48 h (Fig. 10 A y B). La migración celular se analizó en insertos 

Transwell de 8 μm de poro, usando 10 % de suero, TGF-β1 y norepinefrina en la cámara inferior 

como quimioatrayentes. Tras la incubación, se contó el número de células que atravesaron el inserto  

(Fig. 10 C y D). Mientras que el control positivo incrementó significativamente la migración, los 

tratamientos con carvedilol y tamsulosina redujeron el número de células migradas respecto al control 

negativo (células no tratadas). 
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Figura 10. Efecto de los ensayos de cicatrización y migración de LX-2 con carvedilol y tamsulosina.  

Los ensayos de cicatrización y de migración en Transwell demostraron que los adrenobloqueadores 

α y β suprimieron la migración de las células LX-2, mientras que FBS al 10 %, TGF-β y norepinefrina 

la indujeron. (A, B) Ensayos de cicatrización. (C) Las células LX-2 migraron a través de la membrana 

en el montaje Transwell en un plazo de 24 h. Las imágenes representan únicamente las células 

migradas, teñidas de púrpura, y muestran el lado inferior de la membrana. Los datos se presentaron 

como media ± DE de tres experimentos independientes (*** p < 0.05; **** p < 0.01). Aumento: 20×. 

 

7.5. Establecimiento del modelo profiláctico en rata Wistar con co-tratamiento de 

carvedilol y tamsulosina  

En el modelo concomitante, se analizaron parámetros bioquímicos, histopatología, 

marcadores moleculares y alteraciones hemodinámicas y de comportamiento características de la 

cirrosis en ratas intoxicadas con tioacetamida. Ningún sujeto falleció en ningún grupo durante todo 

el experimento. A partir de la semana 4, el peso corporal disminuyó de forma continua en el grupo 

tratado con TAA (248 ± 15.0 g para TAA frente a 324 ± 8.0 g en el grupo intacto; ***P < 0.0001), 

reflejando un progresivo desarrollo de fibrosis hepática. Paralelamente a la pérdida de peso corporal, 

se observó un notable incremento en el peso del hígado de las ratas fibróticas a la semana 4, lo que 

provocó un aumento progresivo del índice hepático (Fig. 11). 
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Se observó que, en el grupo tratado con tioacetamida, el tamaño y peso hepático aumentraron 

debido a la inflamación y al aumento del tejido fibroso por la progresión de la enfermedad. La cápsula 

se presentó opaca y engrosada, y la superficie mostró múltiples nódulos pequeños, casi 

uniformemente distribuidos, que junto con la retracción del tejido fibroso conferían al órgano un 

contorno muy irregular con palidez por alteraciones vasculares. En contraste, los hígados de los demás 

grupos exhibieron superficies lisas, libres de nódulos, con tonalidad rojiza. 

 

Figura 11. Modelo animal y características generales.  

(A) Se registraron los cambios en el peso corporal tras 4 semanas de observación. (B, C) Tamaño y 

peso de los hígados. (D) Imágenes macroscópicas de los hígados intoxicados con TAA y tratados con 

carvedilol y tamsulosina mostró que los grupos intacto y tratados con antagonistas adrenérgicos 

presentaron morfología normal, color pardo oscuro y superficie lisa, mientras que los hígados 

inducidos con TAA mostraron presencia de nódulos. (E) Se calculó el índice hepático según la 

fórmula: El Índice hepático (%) = peso del hígado/peso del cuerpo x 100%. Los índices hepáticos de 

las ratas tratadas con TAA aumentaron significativamente en comparación con los grupos intacto y 

tratados. Los datos se expresaron como media ± DE (n = 6; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs. intacto). 
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7.6. Análisis histopatológico de modelo profiláctico con co-tratamiento de carvedilol y 

tamsulosina 

Después de cuatro semanas de intoxicación con TAA, las ratas presentaron características 

histopatológicas relacionadas con la cirrosis hepática, con la tinción de H&E observamos una 

arquitectura lobulillar distorsionada, con un aumento de tejido fibroso que atraviesa el parénquima 

formando nódulos de regeneración, Con las tinciones especializadas tricrómica de Masson y rojo sirio 

se puede analizar el aumento de las fibras de colágeno, que se agrupan en septos gruesos que conectan 

los espacios porta entre sí y con las venas centrales, dividiendo el parénquima en islotes de hepatocitos 

de tamaño variable, y en zonas periportales se muestran infiltrados de células inflamatorias. También 

se observa que los sinusoides pierden la fenestración y aparecen colapsados, perdiendo su luz 

característica y dando un aspecto más compacto al parénquima, las venas centrales muestran 

engrosamiento de su pared y alrededores fibrosos, lo que puede indicarnos una característica de 

cirrosis descompensada como la hipertensión portal (flechas). En contraste el grupo intacto y los 

tratados únicamente con los medicamentos muestran los lóbulos hepáticos normales, definidos por la 

disposición radial de los cordones de hepatocitos alrededor de la vena central, sin fibras de colágeno 

y ausencia de nódulos de regeneración, y los grupos co-tratados con carvedilol, tamsulosina y TAA 

aunque muestran una reducción notable de las fibras de colágeno, se observan hepatocitos con 

citoplasmas eosinófilos más abundantes y núcleos pálidos o picnóticos, con vacuolización, reflejo de 

daño crónico y estrés celular indicando regeneración compensatoria (Fig. 12). 
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Figura 12. Análisis histopatológico del modelo concomitante de cirrosis hepática.  

(A) Histológicamente, el grupo TAA se caracteriza por lobulillos hepáticos distorsionados por septos 

fibrosos que forman nódulos de regeneración, dando lugar a islotes de hepatocitos con infiltrado 

inflamatorio periportal y sinusoides capilarizados colapsados; en contraste, los grupos intacto y 

tratados solo con carvedilol y tamsulosina mantuvieron arquitectura lobulillar radial, ausencia de 

fibrosis y nódulos. Los animales co-tratados con los medicamentos y el hepatotóxico presentaron 

menor depósito de colágeno, con hepatocitos con citoplasmas eosinófilos, núcleos picnóticos y 

vacuolización. Aumento: 10×; barra de escala: 200 µm. 

 

Ambas tinciones especializadas rojo sirio y tricrómica de Masson detectaron eficazmente el 

colágeno alrededor de los tractos portales. El área proporcional de colágeno se correlaciona con las 

puntuaciones Metavir y marcadores séricos de fibrosis. En el grupo TAA, el área positiva a colágeno 

alcanzó un 16.20 % con la tinción de rojo sirio, correspondiente a fibrosis avanzada (F3–F4), mientras 

que con carvedilol y tamsulosina el colágeno se redujo a 5.90 % y 2.53 %, respectivamente, indicativo 

de fibrosis leve a moderada (F1–F2) (Fig. 13). 
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Figura 13. Análisis morfométrico del área proporcional de colágeno en modelo concomitante.  

(A, B) La tinción con rojo sirio reveló áreas positivas para colágeno I (rojo) y colágeno III (verde), 

predominantes en el grupo TAA frente a los tratados con carvedilol y tamsulosina. 

(C, D) La tricrómica de Masson mostró el porcentaje de área positiva para colágeno, con análisis 

morfométrico indicando una diferencia significativa entre el grupo TAA y el tratado con tamsulosina. 

Las proporciones del área teñida se ilustraron en fotomicrografías (aumento 20×; barra de escala, 20 

µm). Los datos se presentaron como media ± DE (n = 6; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs. intacto). 

 

7.7. Marcadores bioquímicos de función hepática en modelo concomitante 

Se determinaron los indicadores bioquímicos de daño hepático en sangre de los grupos TAA, 

intacto, únicamente los medicamentos y co-tratados con carvedilol y tamsulosina (Tabla 9). En las 

ratas tratadas con TAA, se observaron aumentos significativos de las enzimas de daño hepático AST, 

ALT y fosfatasa alcalina en comparación con los grupos intacto y tratados, en los que ambos fármacos 
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previnieron el daño a los hepatocitos. Por el contrario, la glucosa y la albúmina se redujeron en el 

grupo TAA respecto al grupo intacto, mientras que con los tratamientos de carvedilol y tamsulosina 

ambos parámetros aumentaron y alcanzaron los niveles esperados. Estos resultados muestran una 

recuperación en la función hepática con el co-tratamiento de carvedilol y tamsulosina posiblemente 

debido a la recuperación de su morfología y refuerza su capacidad para sintetizar proteínas.  

Tabla 9. Marcadores bioquímicos de función hepática en modelo concomitante. 

  Intacto TAA Carvedilol TAA + Carvedilol Tamsulosina TAA + Tamsulosina 

Glucosa (mg/dL) 107 ± 9 65 ± 7**** 117 ± 8 89 ± 11* 111 ± 9 99 ± 8 

Albumina (g/dL) 3.2 ± 0.24 2.3 ± 0.16**** 3.4 ± 0.27 3.5 ± 0.29 3.2 ± 0.27 3.1 ± 0.11 

Urea (mg/dL) 39 ± 3 75 ± 6**** 37 ± 4 44 ± 4 34 ± 1 41 ± 3 

AST (U/L) 135 ± 19 681 ± 75**** 170 ± 29 249 ± 40*** 121 ± 12 157 ± 34 

ALT (U/L) 52 ± 7 313 ± 25**** 49 ± 45 136 ± 30**** 45 ± 8 65 ± 23 

Fosfatasa alc (U/L) 340 ± 23 970 ± 86**** 389 ± 91 542 ± 68*** 404 ± 55 403 ± 62 

Datos representados como media ± DE 

*** P= 0.0187 Intacto vs. TAA + Carvedilol. 

*** P= 0.0005 Intacto vs. TAA + Carvedilol. 

**** P<0.0001 Intacto vs. TAA. 

TAA: tioacetamida; ALT: alanino aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; Fosfatasa alc: fosfatasa alcalina. 

 

7.8. Expresión y cuantificación de marcadores fibrogénicos y hepatoprotectores.  

Se evaluaron marcadores clave de fibrosis hepática y, tras el tratamiento con carvedilol y 

tamsulosina, se registraron disminuciones en los niveles de colágeno I y III. Asimismo, se observó 

una reducción en la expresión de la proteína α-SMA, indicador de activación de células estelares 

hepáticas y una menor expresión de MMP-9, MMP-13, TIMP1 y TIMP2 (Fig. 14). Estos resultados 

no difirieron significativamente de los del grupo control intacto, lo que respaldó los posibles efectos 

antifibróticos de los adrenobloqueadores y sugirió que la inactivación de las células estelares 

hepáticas no pudo atribuirse de manera exclusiva al tratamiento con estos fármacos. 
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Figura 14. Expresión de marcadores fibrogénicos tras el tratamiento con carvedilol y tamsulosina en 

ratas con fibrosis inducida por TAA.  

(A) Los niveles de ARNm de Colágeno I, Colágeno III, α-SMA, PPAR-γ, MMP9, MMP13, TIMP1 

y TIMP2 en hígados de ratas cirróticas tratadas con carvedilol y tamsulosina se normalizaron frente 

al gen de referencia endógeno (β-actina) y mostraron una reducción en comparación con las ratas 

inducidas con TAA. (B) Análisis representativo de Western blot para α-SMA en hígados. (C) 

Cuantificación por densitometría. Los valores se expresaron como media ± DE (n = 6; **P < 0.01; 

***P < 0.001 vs. grupo intacto). 
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7.9. La tamsulosina y el carvedilol regulan la presión portal y arterial en un modelo 

concomitante de fibrosis hepática.  

Se investigó la hemodinámica sistémica y portal en un modelo cirrótico, observándose 

alteraciones significativas en la presión portal y la presión arterial media. Tras 4 semanas de inducción 

con tioacetamida, las ratas desarrollaron síndrome hipertensivo portal en comparación con el grupo 

intacto (13 ± 2.16 vs. 7.3 ± 2.64 mmHg; P < 0.001). En el grupo TAA, también se registró hipotensión 

sistémica frente al grupo intacto (68 ± 30.6 vs. 103 ± 11.36 mmHg; P = 0.0361). Por el contrario, los 

grupos tratados con carvedilol y tamsulosina no mostraron signos de hipertensión portal ni de 

hipotensión sistémica, presentando presiones de 7.6 ± 2.75 y 7.64 ± 1,32 mmHg, comparables al 

grupo intacto (fig. 15). 

 

Figura 15. Efecto de tamsulosina y el carvedilol en la regulación de la presión portal y arterial.  

(A) Histología de la vena porta tras la lesión hepática inducida por TAA, se observa acumulación de 

colágeno en la túnica media (hematoxilina-eosina, tricrómica de Masson). (B) Presión portal y 

arterial, el grupo TAA muestra una hipertensión portal e hipotensión. (C) Los niveles de ARNm de 

α-SMA y Colágeno I. Los valores se expresaron como media ± DE (n = 6; *P < 0.001 vs. TAA). 
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7.10. Regulación del comportamiento en ratas fibróticas tratadas con tamsulosina: 

encefalopatía hepática asociada a hiperamonemia 

La administración de TAA mostró un aumento notable de los niveles de amoníaco hepático 

de 4 veces, en comparación con las ratas intactas. Los niveles de amoníaco hepático disminuyeron 

significativamente en el grupo TAA + carvedilol y TAA + tamsulosina 52.1 % y un 72.3 %, 

respectivamente, en comparación con el grupo TAA (Fig. 16 B). Se analizó la actividad locomotora 

voluntaria, análisis de campo abierto y reconocimiento de objetos y se demostró que la actividad 

motora general, la frecuencia de exploración y los signos exploratorios fueron significativamente 

inferiores en el grupo tratado con TAA. En 4 semanas de inducción con TAA, la actividad motora 

voluntaria disminuyó 200%, mientras que el comportamiento exploratorio el índice de discriminación 

y el índice de preferencia disminuyeron un 0.55 y 28.48%, respectivamente; sin embargo, los 

tratamientos con carvedilol y tamsulosina aumentaron la actividad locomotora diaria debido a una 

recuperación de la fibrosis hepática evitando una hiperamonemia (Fig.16 C).  

 

Figura 16. Actividad locomotora voluntaria y niveles de amonio sérico en los grupos experimentales 

durante 4 semanas.  

(A) Esquema del protocolo experimental. (B) El grupo TAA mostró un incremento de 8.81 veces en 

la concentración sérica de amonio (P < 0.0001). (C) La actividad locomotora se cuantificó a diario, 

promediando los registros por jaula. La inducción con TAA comenzó en la segunda semana, 
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manteniéndose hasta la cuarta semana; de manera simultánea, se administraron carvedilol y 

tamsulosina y se evaluó la locomoción. Los datos se expresaron como media ± DE (n = 12; **P = 

0,0025; ***P < 0,001; ****P < 0,0001). 

En el ensayo de campo abierto, las ratas del grupo TAA presentaron un incremento 

significativo del tiempo de inmovilidad y una reducción marcada en la frecuencia de exploración, el 

tiempo en los cuadrantes internos y la distancia recorrida tanto en zonas internas como externas, en 

comparación con el grupo intacto. Estos hallazgos reflejaron un aumento de la conducta ansiosa, así 

como un deterioro del comportamiento exploratorio y de la actividad locomotora. Por el contrario, el 

tratamiento con tamsulosina y carvedilol reguló la conducta ansiosa y restauró la frecuencia de 

exploración y la locomoción, evidenciado por una disminución significativa del tiempo de 

inmovilidad y un notable aumento de la frecuencia de exploración y del tiempo transcurrido en los 

cuadrantes internos respecto a las ratas cirróticas (Fig. 17). 
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Figura 17. Efecto de carvedilol y tamsulosina en la prueba de campo abierto.  

(A) fotograma de campo abierto de 12 ratas por grupo. (B) Las ratas tratadas con TAA mostraron un 

aumento del tiempo de inmovilidad y una disminución en la frecuencia de exploración, el tiempo en 

cuadrantes internos y la distancia recorrida, indicando ansiedad y disminución de la actividad 

locomotora. El tratamiento con tamsulosina y carvedilol redujo significativamente la inmovilidad y 

restauró la exploración y el tiempo en cuadrantes internos, normalizando la conducta ansiosa y 

locomotora. Los medicamentos normalizaron la prueba. Los valores se expresaron como media ± DE 

(n = 12; *P= 0.0190 vs. Intacto, **P= 0.0041 vs. Intacto). 

 

Con respecto a la prueba de reconocimiento de objetos, en la fase de prueba, las ratas tratadas 

con TAA mostraron una incapacidad para distinguir entre objetos familiares y nuevos. Sin embargo, 

las ratas que recibieron TAA y tamsulosina pasaron más tiempo explorando el objeto nuevo, efecto 

similar con el co-tratamiento con carvedilol (Fig. 18).  
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Figura 18. Efecto de carvedilol y tamsulosina en la prueba de reconocimiento de objetos.  

(A) Esquema del protocolo experimental. (B) Comparación de los parámetros cuantificados tiempo 

total de exploración, índice de discriminación absoluta, índice de discriminación relativa e índice de 

preferencia entre ratas intoxicadas con TAA, ratas con tratamiento con carvedilol y tamsulosina y 

grupo intacto. Las ratas tratadas con TAA mostraron diferencias significativas respecto al grupo 

intacto. Los medicamentos normalizaron la prueba. Los valores se expresaron como media ± DE (n 

= 12; *P= 0.0190 vs. Intacto, **P= 0.0041 vs. Intacto). 

 

7.11. Establecimiento del modelo terapéutico en rata Wistar con carvedilol y 

tamsulosina 

El modelo terapéutico con el tratamiento de ambos adrenobloqueadores se llevó a cabo por 6 

semanas, las ratas se dividieron en 5 grupos: intacto (sin ningún tipo de experimentación), 

tioacetamida (grupo cirrótico), vehículo (agua potable donde se disolvieron los medicamentos), 

carvedilol y tamsulosina, A lo largo del experimento se registró el peso corporal y, al término, se 

determinaron marcadores bioquímicos de función hepática (AST, ALT, fosfatasa alcalina y albúmina) 

y se practicó un análisis histopatológico. A lo largo del experimento se registró el peso corporal y, al 

término, se determinaron marcadores bioquímicos de función hepática (AST, ALT, fosfatasa alcalina 

y albúmina) y se practicó un análisis histopatológico. Ningún sujeto falleció en ningún grupo durante 
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todo el experimento. A partir de la semana 6 todos los sujetos excepto los del grupo intacto, tuvieron 

una disminución en el peso corporal forma continua (304 ± 8.57 g vs. 331.75 ± 11.13 g del grupo 

intacto; ***P < 0.0001), reflejando un progresivo desarrollo de fibrosis hepática. Otro signo que se 

observó fue un notable incremento en el peso y tamaño del hígado de las ratas fibróticas y del grupo 

con vehículo a la semana 6, lo que provocó un aumento progresivo del índice hepático (Fig. 19 A-E). 

El análisis macrométrico reveló que los hígados de los grupos TAA y placebo presentaron 

una superficie irregular salpicada de nódulos grandes y pequeños con contorno fragmentado por la 

retracción del tejido fibroso. En contraste, los hígados de los grupos intacto, carvedilol y tamsulosina 

exhibieron un incremento de volumen y peso, superficies lisas y libres de nódulos (Fig. 19 B). 

 

Figura 19. Peso y tamaño de hígados de ratas con tratamiento con carvedilol y tamsulosina.  

Las ratas inducidas con tioacetamida y el grupo vehículo al que se le dió agua muestran una 

disminución en el peso de los hígados comparados con el grupo intacto mostraron disminución del 

peso corporal después de la inducción de cirrosis. Los tratamientos con carvedilol y tamsulosina 

mostraron aumento de peso corporal y regulación del índice hepático. Los datos se representan como 

la media ± desviación estándar (n=6). *Estadísticamente significativo en comparación con el control 

(células intactas) (*P= 0.0373, **P= 0.0003, ****P <0.0001) por análisis de varianza (ANOVA) y 

comparación múltiple de Dunnett. 
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7.12. Análisis histopatológico de modelo terapéutico con carvedilol y tamsulosina 

En el modelo terapéutico, el tratamiento con carvedilol y tamsulosina promovió una reversión 

hepática, destacando una recuperación más eficiente a las 4 semanas con tamsulosina. Este fármaco 

favoreció la proliferación de hepatocitos y su repoblamiento en focos de extinción parenquimatosa, 

donde antes se encontraban más células inflamatorias. La reabsorción del colágeno mejoró la 

remodelación del tejido dañado y permitió la formación de placas hepáticas con arquitectura casi 

normal. Aunque en el grupo tratado con vehículo también se observaron signos de reversión, el 

tratamiento farmacológico promovió una regeneración más ordenada de los hepatocitos. Además, las 

tinciones tricrómica de Masson y rojo Sirio mostraron una mayor disminución de las fibras de 

colágeno en el grupo tratado con tamsulosina después de 2 y 4 semanas, lo que sugiere un mejor 

efecto antifibrótico en comparación con la regeneración endógena y el tratamiento con carvedilol 

(Fig. 20). 

 

Figura 20. Análisis histopatológico de modelo terapéutico de cirrosis hepática con carvedilol y 

tamsulosina.  

El grupo TAA y vehículo a las 2 semanas se caracterizó por septos fibrosos vascularizados que 

unieron los tractos portales entre sí y con las venas centrales, dando lugar a islotes de hepatocitos 

rodeados de septos fibrosos y sin vena central. El tratamiento con carvedilol y tamsulosina redujo 

cambios morfológicos relacionados con fibrosis hepática, siendo la tamsulosina más eficaz a la cuarta 

semana. El grupo intacto presentó un parénquima normal, con hepatocitos organizados en lóbulos 

que irradiaban desde una vena central y tejido conectivo habitual. Aumento: 10×; barra de escala: 200 

µm. 
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Las tinciones especializadas rojo sirio y tricrómica de Masson detectaron eficazmente el 

colágeno alrededor de los tractos portales. El área proporcional de colágeno se correlaciona con las 

puntuaciones Metavir y marcadores séricos de fibrosis. En el grupo TAA, el área positiva a colágeno 

alcanzó un 16.70 % con la tinción de rojo sirio, correspondiente a fibrosis avanzada (F3–F4), aunque 

el tratamiento con el vehículo disminuyo (7.68% a las 2 semanas y 10.12% a las 4 semanas) los 

tratamientos con carvedilol y tamsulosina la colágena se redujo a 13.46% y 14.70%, respectivamente, 

indicativa de fibrosis leve a moderada (F1–F2) (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Análisis morfométrico del área proporcional de colágeno en modelo terapéutico.  

(A, B, C) La tinción con rojo sirio reveló áreas positivas para colágeno I (rojo) y colágeno III (verde), 

predominantes en el grupo TAA, vehículo de 2 semanas y carvedilol 4 semanas frente a los tratados 

con carvedilol y tamsulosina de 2 y 4 semanas de tratamiento se observa también un recambio en el 

tipo de colágeno de I a III en la reversión de la fibrosis. (D, E, F) La tricrómica de Masson mostró el 

porcentaje de área positiva para colágeno, con una diferencia significativa entre todos los grupos 

excepto el tratado con tamsulosina a 4 semanas. Las proporciones del área teñida se ilustraron en 

fotomicrografías (aumento 20×; barra de escala, 20 µm). Los datos se presentaron como media ± DE 

(n = 6; *P= 0.0124; **P= 0.0013, ***P= 0.0001; ****P <0.0001). 
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7.13. Marcadores bioquímicos de función hepática en modelo terapéutico 

Se evaluaron los marcadores séricos de daño hepático en el modelo terapéutico de cirrosis 

hepática, en los grupos intacto, TAA, vehículo y los tratados con carvedilol o tamsulosina durante 2 

y 4 semanas. Tanto el grupo expuesto a TAA como el que solo recibió vehículo (agua) como 

tratamiento presentaron incrementos significativos en AST, ALT y fosfatasa alcalina frente a los 

animales intactos y a los que recibieron los carvedilol y tamsulosina por 2 y 4 semanas, 

evidenciándose en estos últimos un aumento en la reversión de la fibrosis hepática, demostrando ser 

un posible tratamiento terapéutico. Por su parte, la albúmina es el principal marcador de capacidad 

de síntesis de proteínas y en el grupo TAA y vehículo se observó un decremento significativo respecto 

al intacto; sin embargo, con la administración de carvedilol o tamsulosina aumentaron los niveles 

séricos indicando una clara mejora en la función bioquímica de producción de proteínas en los 

hepatocitos además de disminuir marcadores de lesión hepatocelular como AST y ALT y fosfatasa 

alcalina (Tabla 10). 

Tabla 10. Marcadores bioquímicos de función hepática en modelo terapéutico. 

  Intacto TAA Vehículo Carvedilol Tamsulosina 

   2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas 

AST (U/L) 99 ± 6 150.7 ± 8.5*** 143.3 ± 14.6** 135 ± 10*** 108 ± 1.0 117.5 ± 4 108 ± 6.0 115 ± 7 

ALT (U/L) 23 ± 2 79.3 ± 7.5**** 75.7 ± 4.6*** 68.5 ± 3.5*** 58.0 ± 3.0 56 ± 4 44 ± 4.0 44 ± 4.0 

Albumina (g/dL) 3.5 ± 0.05 2.2 ± 0.3*** 2.7 ± 0.2*** 2.85 ± 0.25* 3.3 ± 0.4 3.7 ± 0.1 4.0 ± 0.2 3.4 ± 0.1 

Fosfatasa alcalina (U/L) 308 ± 7 1023 ± 96**** 830.7 ± 93.9**** 903 ± 72**** 336.5 ± 18.5 323 ± 31 321 ± 4.0 328 ± 4.7 

Datos representados como media ± DE 

* P= 0.0102, ** P= 0.0055, *** P<0.0006, **** P<0.0001  

TAA: tioacetamida; ALT: alanino aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa. 
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8. DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se demostró el efecto del antagonista de los receptores 

adrenérgicos α1, tamsulosina, en la posible actividad fibrogénica de las células estelares 

hepáticas LX-2 y su efecto como posible tratamiento antifibrótico en cirrosis hepática.   

Tamsulosina, un antagonista adrenérgico α1, podría tener un efecto dual sobre la 

fibrosis hepática. La inactivación de las células estelares hepáticas y su biotransformación 

que no tiene efectos citotóxicos para los hepatocitos, que posiblemente estén encargados de 

repoblar el parénquima hepático, gracias a su efecto farmacológico de antagonista similar al 

de prazosina y doxazosina, evitando los eventos de la perpetuación y causando menos efectos 

secundarios a las células hepáticas en comparación con otros antagonistas con actividad 

antifibrótica probados (Fig. 7) (Medina Pizaño, et al., 2023; J. Oben, 2003). 

En las células estelares hepáticas, la norepinefrina activa los adrenoreceptores α1, 

iniciando una señalización acoplada a proteínas G. Esta activación estimula la fosfolipasa C-

β (PLC-β), que genera inositol 1,4,5-trifosfato (IP₃) y diacilglicerol (DAG). El IP₃ moviliza 

calcio desde los depósitos intracelulares, mientras que el DAG activa la proteína quinasa C 

(PKC) (Serna-Salas et al., 2022; Xiao et al., 2001). Estas señales promueven la contracción, 

proliferación y transcripción de genes profibróticos como TGF-β1, colágeno I y α-SMA. 

(Oben, 2004) demostró que prazosina y propranolol atenúan la proliferación inducida por NE 

en cultivos primarios de CEH, lo que resalta el papel de la señalización adrenérgica en la 

fibrogénesis; sin embargo, tamsulosina, un antagonista selectivo α1A basado en sulfonamida, 

posiblemente también inhibe estas vías estimuladas por NE previamente descritas. Esta 
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modulación podría atenuar la activación de las células estelares y las respuestas fibrogénicas, 

contribuyendo así a la reducción de la fibrosis hepática. 

A diferencia de los antagonistas α1 basados en quinazolina por ejemplo, doxazosina, 

prazosina, terazosina, la tamsulosina no induce apoptosis en las CEH (Batty et al., 2016; 

Kyprianou & Benning, 2000). Por tanto, podría favorecer la preservación y regeneración del 

parénquima hepático durante la resolución de la fibrosis, apoyando potencialmente la 

remodelación tisular sin inducir daño celular adicional. Carvedilol es un β-bloqueador no 

selectivo con propiedades adicionales de bloqueo α1. Al bloquear los adrenoreceptores β, 

carvedilol inhibe la activación de la adenilil ciclasa, reduciendo los niveles de AMPc y la 

señalización a través de PKA. Esto puede limitar la proliferación, la angiogénesis y la 

expresión de genes proinflamatorios. (Oben & Diehl, 2004) sugieren que carvedilol puede 

inhibir la progresión de la fibrosis hepática al reducir la activación adrenérgica de las CEH, 

suprimir la expresión de TGF-β1 y limitar la deposición de matriz extracelular. Su acción 

dual hace que carvedilol sea particularmente eficaz para contrarrestar tanto la hipertensión 

portal como la fibrogénesis; sin embargo, aunque prometedor, se requieren más estudios para 

confirmar su seguridad en pacientes con insuficiencia hepática. 

Estudios recientes han documentado una disminución del marcador PPAR-γ en CEH 

activadas (Ohata et al., 1997; Serna-Salas et al., 2022). No obstante, la activación de la 

señalización de PPAR-γ en estas células reduce la producción de colágeno tipo I (Carson et 

al., 2021) y favorece la reversión a un estado quiescente (Miyahara et al., 2000). La Figura 9 

muestra que los niveles transcripcionales de PPAR-γ, se correlacionan con el almacenaje de 

gotitas lipídicas (Fig. 8) en células estelares hepáticas en estado quiescente, y estas 

características aumentan con los antagonistas de receptores adrenérgicos α y β como 
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pretratamiento después de un inductor de activación fibrogénica como NE y TGF-β. Además, 

las CEH regulan genes relacionados con la absorción y el metabolismo de ácidos grasos, y el 

proceso de daño y reparación en la enfermedad hepática crónica implica adhesión celular, 

migración, proliferación, apoptosis y cicatrización (Chang et al., 2008). La migración de 

CEH activadas, componente clave tanto en la cicatrización como en la fibrogénesis hepática, 

ha sido consistentemente observada en estudios in vitro e in vivo (Ezhilarasan et al., 2016; 

Song et al., 2016), nuestros resultados sugieren que el tratamiento con tamsulosina es efectivo 

para retardar estas características de la perpetuación (Fig. 10).  

El principal hallazgo de este trabajo es que, tamsulosina en comparación carvedilol 

un α y β adrenobloqueador presenta un mejor efecto en la inactivación de las células estelares 

hepáticas principales responsables de la producción de componentes de la matriz 

extracelular. En un modelo concomitante de ratas cirróticas con hipertensión portal e 

hiperamonemia, el tratamiento oral de 4 semanas con carvedilol y tamsulosina, reguló 

significativamente la fibrosis hepática y mejoró la hipertensión portal, además se normalizó 

la presión arterial media, preservando así la hemodinamia sistémica y reduciendo la 

hiperamonemia. Los resultados sugieren que tamsulosina disminuye la resistencia hepática 

al promover la reducción de la fibrosis mediante la inactivación de las CEH. De la misma 

manera en un modelo terapéutico de dos y cuatro semanas de tratamiento con carvedilol y 

tamsulosina posterior a la inducción de cirrosis hepática, hay una reversión de la fibrosis 

hepática y una mejora en marcadores de función hepática en comparación con el grupo 

vehículo, debido a que (Calvillo-Robledo et al., 2024) han demostrado que el hígado de rata 

puede auto-recuperarse de manera notable después de dos semanas.  
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 La tamsulosina redujo significativamente la fibrosis hepática, como se evidenció en 

la disminución del área fibrótica en los cortes hepáticos teñidos con Rojo Sirio y Tricrómica 

de Masson, así como en la disminución de la expresión de ARNm de colágeno tipo I en 

comparación con el grupo intoxicado con TAA. También se observó una reducción en la 

expresión de α-SMA tanto a nivel de ARNm como de proteína, lo que sugiere que esta 

disminución en la activación de las CEH podría deberse a su inactivación. Estos resultados 

se comprueban con las técnicas in vitro en donde las células LX-2 tratadas con tamsulosina 

redujeron significativamente la expresión génica de colágeno I y α-SMA y mantuvieron la 

expresión de PPAR-γ en comparación con las tratadas con TGF-β1 y NE, corroborándose 

con una menor proliferación, migración y activación retardada. 

Se demostró que los modelos donde se induce fibrosis con TAA en dosis mayores a 

250 mg/kg también se produce hiperamonemia factor clave en la encefalopatía hepática (El-

Marasy et al., 2019), con niveles séricos de amonio significativamente superiores a los 

controles, y también provocó deterioro neuromotor y cognitivo, las ratas TAA mostraron 

empeoramiento de la coordinación motora, la actividad exploratoria y el aprendizaje espacial, 

junto con prolongación del tiempo de exploración en el test de objeto novedoso y 

comportamientos irritables indicativos de un estado maníaco (Dadsetan et al., 2016). El 

tratamiento con carvedilol y tamsulosina revirtió estos efectos, normalizando los niveles de 

amonio y mejorando de forma significativa la locomoción, la memoria no espacial, la 

exploración en el campo abierto (más tiempo en el centro, más cruces de línea, frecuencia de 

exploración y, menor inmovilidad) y la respuesta al objeto nuevo, lo que sugiere que la 

corrección de la hiperamonemia contribuye a mitigar los déficits motores, cognitivos y de 

ánimo asociados a la encefalopatía hepática (Kawai et al., 2012). 
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A pesar de la prometedora evidencia preclínica que respalda los beneficios 

antifibróticos, hemodinámicos y en la reducción de la hiperamonemia de la tamsulosina en 

modelos experimentales de fibrosis hepática, su uso en la cirrosis sigue siendo limitado 

debido a la falta de datos clínicos en humanos. Actualmente no existen ensayos clínicos que 

evalúen la seguridad, eficacia o resultados a largo plazo de la administración de tamsulosina 

en pacientes con enfermedad hepática crónica. Esto representa una limitación del estudio, ya 

que la farmacocinética, el metabolismo y los posibles efectos adversos del medicamento 

podrían diferir en pacientes cirróticos. 
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9. CONCLUSIÓN 

Los datos obtenidos demuestran que posibles tratamientos antifibróticos podrían basarse en 

la regulación de neurotransmisores y del sistema nervioso hepático. Al reducir la activación y 

proliferación de las células estelares hepáticas junto con el aumento de la señalización de citocinas, 

se disminuye la estimulación del SNS para frenar la fibrosis hepática. Dado que las CEH expresan 

enzimas esenciales para la biosíntesis de catecolaminas y producen norepinefrina para autorregular 

su crecimiento por medio de los receptores adrenérgicos alfa y beta, resulta un tratamiento eficaz el 

bloqueo farmacológico con tamsulosina y carvedilol en modelos de cirrosis hepática reduciendo la 

presión portal al disminuir la fibrosis hepática. Esta reducción se refleja en mejoras histológicas, 

bioquímicas y hemodinámicas significativas, tanto in vitro como in vivo, sin comprometer la 

viabilidad de los hepatocitos. Gracias a su baja toxicidad y a su efecto antifibrótico, la tamsulosina 

podría ser un tratamiento para pacientes con cirrosis e hipertensión portal. 
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12. APÉNDICE 

A. Tratamientos con los antagonistas de los receptores alfa y beta carvedilol y tamsulosina  

 

  Tamsulosina Carvedilol 

Concentración 0.010 M 0.010 M 

Volumen 220 µL 230 µL 

Gramos 0.001 gr 0.001 gr 

Peso Molecular 444.97 g/mol 406.47 g/mol 

 

Sol.  madre Tamsulosina =
Gramos

Peso Molecular⁄

Litros solución
=

0.001 gr
444.97 g/mol⁄

0.000220 L
= 𝟎. 𝟎𝟏𝟎 𝐦𝐌 

Sol.  madre Carvedilol =
Gramos

Peso Molecular⁄

Litros solución
=

0.001 gr
406.47 g/mol⁄

0.000230 L
= 𝟎. 𝟎𝟏𝟎 𝐦𝐌 
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B. Tinciones histológicas 

a. Hematoxilina y eosina  

El colorante hematoxilina para la contratinción de los tejidos se preparó con los siguientes 

reactivos, en el orden en que están escritos.  

Hematoxilina 

Agua destilada 730 ml 

Etilenglicol 250 ml 

Hematoxilina anhidra en polvo 2 gramos 

Yodato de sodio 0.2 gramos 

Sulfato de aluminio 17.6 gramos 

Ácido acético glacial 2 ml 

 

Partimos de muestras que han sido fijadas e incluidas en parafina. Estas muestras se han 

cortado en secciones de unas 5 µm de grosor y adheridas a portaobjetos. 

1. 2x10 min en xileno para desparafinar 

2. 2x10 min en etanol 100º 

3. 10 min en etanol 96º 

4. 10 min en etanol 80º 

5. 10 min en etanol 50º 

6. min en H2O destilada 

7. 5-10 min en Hematoxilina de Mayer 

8. 15 min en agua corriente. Diferenciación. 

9. 2x1 min en H2O destilada 

10. 0.5 a 2 min en Eosina al 0.2 % en H2O 

20s en etanol 96º 

11. 2x3 min en etanol 100º 

12. 2x10 min en xileno 

13. Montado con medio de montaje. 
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b. Tricrómica de Masson 

Los colorantes se prepararon con los siguientes reactivos, en el orden en que están escritos. 

Fushina escarlata acida de Bierbrich 

Bierbrich escarlata acuosa 1% 90 mL  0.9 gr en 90 mL H2O destilada 

Fushina acida acuosa 1% 10 mL 0.1 gr en 10 mL H2O destilada 

Ácido acético glacial  1 mL  

Solución acida de ácido fosfomolíbdico y ácido fosfotúngstico 

Ácido fosfomolíbdico 5 gr 

Ácido fosfotúngstico 5 gr 

Agua destilada  200 mL 

Solución de azul de anilina  

Azul de anilina 2.5 gr 

Ácido acético glacial 2 mL 

Agua destilada  100 mL 

 

Procedimiento 

1. Calentar la solución de bouin a 60°C y colocar las laminillas por 30 minutos.  

2. Lavarlas con agua destilada 30 baños. 

3. Hematoxilina de Harris por 1:30 segundos. 

4. Lavar en agua de la llave 10 baños. 

5. Colocar en rojo escarlata por 10 minutos. 

6. Lavar con agua de la llave 10 baños. 

7. Colocar en ácido fosfomolíbdico y ácido fosfotúngstico por 20 minutos. 

8. Azul anilina 60°C por 3 minutos. 

9. Ácido acético por 1 minuto. 

10. Alcohol al 96% por 2 minutos. 

11. Alcohol al 96% por 2 minutos. 

12. Alcohol al 100% por 2 minutos. 

13. Alcohol al 100% por 2 minutos. 

14. Xilol por 2 minutos. 

15. Xilol por 2 minutos. 

16. Montar con entellan y dejar secar por 24 horas. 
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c. Rojo sirio  

Los colorantes se prepararon con los siguientes reactivos, en el orden en que están escritos: 

Solución de rojo sirio-picro: Rojo sirio 0.5 gramos y solución acuosa saturada de ácido pícrico 500 

ml hasta que sature y filtrarla. Agua acidificada: añadir 5 ml ácido acético glacial a 1 litro agua 

destilada. 

Procedimiento:  

1. Hidratar los cortes de la siguiente manera:  

2. Xilol 7 min  

3. Xilol 7 min  

4. Alcohol al 100% 5 min  

5. Alcohol al 100% 5 min 

6. Alcohol al 96% 3 min  

7. Alcohol al 96% 3 min  

8. Agua destilada 3 min 

9. Colocar los cortes en HXT por 1:30 minutos para teñir los núcleos 

10. Lavar 5 min con agua corriente  

11. Colocar en PBS1x por 5 min  

12. Colocar las laminillas en solución rojo sirio picro por 1 hora 

13. Lavar dos veces con agua acidificada (2 baños por lavado)  

14. Deshidratar 

15. OH 96% 45 segundos 

16. OH 96% 45 segundos 

17. OH 100% 2 minutos 

18. OH 100% 2 minutos 

19. Xilol 100% 2 minutos 

20. Xilol 100% 2 minutos  

21. Montar con entellan. 

 

 

 

 

 

 



84 

 

C. Soluciones para SDS-PAGE y Western blot 

 

Buffer de Transferencia pH 8.3 

10X 1X 

Tris base 250 mM 30 g Buffer de transferencia 10X 100 mL 

Glicina 1.92 M 144.13 g Metanol 200 mL 

Para 1 litro 
H2O destilada 700 mL 

Para 1 litro 

 

Buffer de Corrida pH 8.3 

10X 1X 

#146 Tris base 250 mM 30 g-15g Buffer de corrida 10X 100 mL 

#86 Glicina 1.92 M 144.13 g-72.06g H2O destilada 900 mL 

#128 SDS 1% 10 g – 5g 
Para 1 litro 

Para 1 litro 

 

 

TBS pH 7.6 

10X 1X 

Tris base 200 mM 23 g-11.5g TBS 10X 100 mL 

#49 NaCl 1.37 M 80 g-40g H2O destilada 900 mL 

Para 1 litro Para 1 litro 

 

 

Solución de Tinción Commassie Solución de Desteñido I Solución de Desteñido II 

Stock Azul de Commassie R-250 1% 12.5 mL Metanol  50 mL  Metanol  5 mL  

Metanol 50 mL Ácido acético 10 mL  Ácido acético 7 mL  

Ácido acético 10 mL Agua bidestilada 40 mL Agua bidestilada 88 mL 

Agua bidestilada  27.5 mL  Volumen final  100 mL  Volumen final  100 mL  

 


