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EL PAPEL DE SPARC (Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine)  

EN LA FIBROSIS HEPÁTICA Y EL HEPATOCARCINOMA 

Resumen 

 

La  fibrosis  hepática  es  una  enfermedad  caracterizada  por  una  excesiva  acumulación  de 

componentes de la matriz extracelular y cambios en las interacciones célula‐célula y célula‐matriz 

extracelular  (MEC) que conducen a una distorsión de  la arquitectura del parénquima hepático y, 

finalmente, a  la  insuficiencia hepática. La cirrosis es el estadio final de  la fibrosis e  incrementa el 

riesgo  de  aparición  de  hepatocarcinoma  (HC),  por  ello  es  considerada  una  enfermedad 

preneoplásica.  El HC  es  el  sexto  tumor más  frecuente  y  la  tercera  causa de muerte  asociada  a 

cáncer a nivel mundial. SPARC (proteína secretada, acídica y rica en cisteínas) es una glicoproteína 

de  la MEC  con  diversas  funciones  biológicas  que  se  encuentra  sobreexpresada  en  hígados  con 

cirrosis y en particular en las células estrelladas hepáticas (CEH), células claves en el desarrollo de 

la  fibrosis. A  su  vez,  SPARC presenta  expresión  diferencial  y distintas  funciones  en  varios  tipos 

tumorales, el HC entre ellos. El papel de SPARC en el HC no ha sido dilucidado completamente. 

SPARC  posee  efectos  protumorales  o  antitumorales  dependiendo  del  tipo  tumoral.  Su  papel 

biológico  se  relaciona  con  diferentes  procesos  como  remodelación  tisular,  migración  celular, 

adhesión, morfogénesis  y  angiogénesis,  entre  otros.  El  objetivo  de  esta  tesis  de  doctorado  fue 

estudiar  el papel de  SPARC  en  la  fibrosis hepática  y  en  el HC.  La  inhibición de  la  expresión de 

SPARC  atenuó  significativamente el desarrollo de  la  fibrosis en  ratas  tratadas  con  tioacetamida 

(inductor  de  fibrosis  hepática).  Se  observó  disminución  en  los  depósitos  de  colágenos,  en  la 

actividad inflamatoria y en la transdiferenciación in vivo de las CEH hacia un fenotipo activado, de 

tipo  miofibroblástico,  más  dañino.  Los  ratones  SPARC  null  (sin  expresión  de  SPARC)  también 

presentaron menor desarrollo de fibrosis frente a diferentes agentes fibrogénicos. Con el objetivo 

de  dilucidar  los  mecanismos  celulares  relacionados  con  los  efectos  alcanzados  se  inhibió  la 

expresión de SPARC en CEH  in vitro y se observó reducción de diferentes mecanismos  fibróticos 

como  inhibición  de  la migración  celular  en  respuesta  a  estímulos  quimiotácticos  como  PDGF 

(factor  de  crecimiento  derivado  de  plaquetas),  disminución  de  la  síntesis  de  colágeno  y  la 

producción  de  TGF‐β1.  Por  otro  lado,  la  sobreexpresión  de  SPARC  en  HC  inhibió  la  capacidad 

tumorigénica de las células tanto in vitro como in vivo, al menos en parte facilitando la transición 
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desde un fenotipo mesenquimal a uno de tipo epitelial y reduciendo  la agresividad de  las células 

del HC. En éste  trabajo  se presentan evidencias que demuestran un papel  central de SPARC en 

fibrosis hepática y el HC;  identificando a SPARC como un blanco potencial para el tratamiento de 

estas patologías. 
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THE ROLE OF SPARC (Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine) 

IN HEPATIC FIBROSIS AND HEPATOCELLULAR CARCINOMA 

Abstract 

 

Liver  fibrosis  is  characterized  by  an  excessive  accumulation  of  extracellular  matrix  (ECM) 

components and changes in cell‐cell and cell‐ECM interaction, which ultimately leads to distortion 

of  parenchymal  architecture  and  hepatic  failure.  End  stage  of  liver  fibrosis  is  cirrhosis,  which 

increases the risk of hepatocelular carcinoma (HCC). HCC is the sixth most common cancer and the 

third  leading  cause  of  cancer‐related  death worldwide.  Therefore,  liver  fibrosis  is  considered  a 

preneoplastic disease.  Secreted  Protein, Acidic  and Rich  in Cysteine  (SPARC)  is  an  ECM protein 

with  many  biological  functions,  including  tissue  remodeling,  cell  migration  and  adhesion, 

morphogenesis and angiogenesis. SPARC  is over‐expressed  in cirrhotic  livers and up‐regulated  in 

activated hepatic stellate cells  (HSC), key  in the development of hepatic  fibrosis. SPARC also has 

differential  expression  and  functions  in  several  tumor  types,  including  HCC,  but  its  role  in 

hepatocarcinogenesis  remains  unclear.  SPARC  can  also  be  related  to  tumor  progression  or 

regression, depending on the type of tumor cell. The aim of this thesis is to study the role of SPARC 

in  liver  fibrosis  and  HCC.  Down‐regulation  of  SPARC  expression  markedly  attenuated  the 

development  of  hepatic  fibrosis  in  rats  treated  with  thiocetamide,  as  a  result  of  decreased 

collagen deposition, reduced  inflammatory activity and suppressed transdifferentiation of HSC to 

the myofibroblasts like phenotype in vivo. SPARC null mice also present a lower degree of fibrosis 

in different experimental models, confirming these results in a genetic model. In order to uncover 

the cellular mechanisms  involved, we have specifically knocked‐down SPARC  in HSC  in vitro and 

found  reduction  in  several  fibrotic mechanisms,  as decreased migration  toward PDGF  (platelet‐

derived growth factor), reduction of collagen synthesis and TGF‐β1 production. On the other hand, 

SPARC  over‐expression  in  HCC  cells  inhibited  their  tumorigenic  capacity  in  vitro  and  in  vivo, 

partially through the induction of mesenchymal‐to‐epithelial transition (MET) and a less aggressive 

HCC cell phenotype. In summary, we provide new evidence for a key role of SPARC in liver cirrhosis 

and HCC, with  the prospect of being SPARC a potential  therapeutic  target  for ameliorating  liver 

fibrosis. 
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ABREVIATURAS EMPLEADAS 

 
Ad: adenovirus 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ADNc: copia del ácido ácido 
AH: ácido hialurónico 
ALT: alanina aminotransferasa 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNi: ARN de inferencia 
ARNm: mensajero del ácido ribonucleico 
AST: aspartato aminotransferasa 
BSA: albúmina bovina 
CEH: células estrelladas hepáticas 
cpm: cuentas por minuto 
DAB: diaminobencidina 
DMEM: modificación de Dulbeco del medio mínimo escencial 
DS: desvío estándar 
ELISA: análisis inmunoabsorbente ligado a enzimas 
FGF: factor de crecimiento fibroblástico 
FITC: isotiocianato de fluoresceína 
gr: gramos  
hs: horas 
i.p.: intraperitoneal 
kDa: kilodalton 
kg: kilogramos 
kb: kilobases 
Knockout: ratones deficientes de un gen 
M: molar 
MEC: matriz extracelular 
mg: miligramos 
min: minutos 
MMP: metaloproteinasa 
MOI: multiplicidad de infección 
nm: nanómetro 
ns: no significativo 
ON: over night, durante el transcurso de la noche  
pb: pares de bases 
PBS: buffer fosfato salino 
PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas 
pmoles: picomoles 
Px: peroxidasa 
qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
rpm: revoluciones por minuto 
s.c.: subcutáneo 
seg: segundos 
SFB: suero fetal bovino 
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TA: temperatura ambiente 
TBS: tampón tris salino 
TEM: transición epitelio‐mesenquimal 
TME: transición mesenquimal‐epitelial  
TIMP: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas  
TGF‐β1: factor de crecimiento tumoral β1 
UA: unidades arbitrarias 
U: unidades enzimáticas  
μCi: microcurie 
μg: microgramos 
μl: microlitros 
μm: micrómetro 
VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular 
vs.: versus 
WT: salvaje 
α‐SMA: alfa actina de músculo liso 
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I El hígado: nuestro órgano de estudio 

I.1 Anatomía macroscópica  

  El  hígado  es  la  víscera  de mayor  tamaño  del  organismo  en  el  ser  humano  y  en  otros 

vertebrados  y  pesa,  en  el  adulto,  aproximadamente  1.300  gr.  El  hígado  ocupa  una  posición 

estratégica entre  la  circulación esplácnica  y  la  sistémica.  Está  integrado por  cuatro  lóbulos.  Los 

lóbulos  izquierdo  y  derecho,  que  son  los  más  voluminosos,  se  encuentran  separados  por  el 

ligamento falciforme, que une el hígado al diafragma y a la pared anterior del abdomen. Los otros 

dos lóbulos, el cuadrado y el caudado, son más pequeños y se sitúan dorsalmente en relación con 

los  lóbulos  principales.  La  vesícula  biliar  se  encuentra  en  la  cara  inferior  del  lóbulo  hepático 

derecho y tiene aspecto piriforme. El hígado se encuentra recubierto por  la cápsula de Glisson y 

por el peritoneo visceral (Couinaud, 1957). 

 El hígado tiene doble irrigación sanguínea (Figura 1), la que proviene de la arteria hepática 

y  la procedente de  la vena porta. Entre el 65‐85% de  la  irrigación hepática proviene de  la vena 

porta que drena la sangre desde el tracto intestinal, rico en compuestos absorbidos después de la 

digestión, mientras que el porcentaje restante proviene de  la arteria hepática y es sangre rica en 

oxígeno.  La  sangre  proveniente  de  la  vena  porta  y  de  la  arteria  hepática  se mezclan  en  los 

sinusoides hepáticos. El  flujo venoso que  sale del hígado  se  realiza a  través de  las venas  supra‐

hepáticas que, a su vez, drenan en la vena cava inferior (Porth, 2009). La vía biliar se origina en el 

canalículo biliar, constituido por el polo canalicular de hepatocitos adyacentes (Li et al., 2004). El 

canalículo  biliar  es  un  pequeño  canal  localizado  hacia  la membrana  apical  de  los  hepatocitos 

adyacentes recubiertos de células epiteliales llamadas colangiocitos. El canalículo biliar forma una 

red de canales situados entre los hepatocitos que drenan en los conductos biliares intrahepáticos. 

Los  conductos biliares  interlobulares drenan en  conductos progresivamente de mayor  calibre y, 

finalmente, en el tracto biliar extrahepático. Este conducto se une al conducto cístico que proviene 

de la vesícula biliar y ambos forman el conducto colédoco que desemboca en el duodeno (Theise 

et al., 1999).  
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I.2 Anatomía microscópica  

  La  unidad microscópica  del  hígado  es  el  lobulillo  hepático  (introducido  por  Ciernan  en 

1833). Cada lobulillo es una estructura cilíndrica (existen unos 100.000 lobulillos) y está organizado 

alrededor de una vena central (vena central del lobulillo o venas centrolobulillares) que drena en 

las venas hepáticas y  finalmente en  la vena cava  inferior. En  los extremos del  lobulillo hepático 

clásico  se  encuentran  los  espacios  porta,  una  estructura  que  contiene  una  rama  de  la  arteria 

hepática, de la vena porta y un pequeño conducto biliar (Figura 2). Estos vasos están rodeados de 

tejido conectivo, fibroblastos y miofibroblastos. Desde los espacios porta las ramas terminales de 

la arteria hepática y la vena porta envían la sangre hacia los sinusoides hepáticos que se extienden 

desde  la periferia del  lobulillo hacia  las venas centrolobulillares. Los  sinusoides están  revestidos 

por  las  células endoteliales  sinusoidales.  Las placas de  células hepáticas, hepatocitos, no  tienen 

más de dos capas de espesor por lo que están expuestas a la sangre que circula por el sinusoide y 

así incorporan y eliminan sustancias de la circulación. Los lobulillos también están compuestos por 

canalículos biliares ubicados entre las membranas celulares de los hepatocitos adyacentes. La bilis 

producida por los hepatocitos fluye hacia los canalículos y luego hacia la periferia del lobulillo que 

drena  en  conductos que  van  aumentando de  tamaño progresivamente hasta  salir del hígado  y 

Figura 1: Esquema de la vasculatura hepática. Adaptado de Vascular and Biliary Variants  in the Liver: 
Implications for Liver Surgery (Catalano et al., 2008). VPD, vena porta derecha; VPI, vena porta izquierda; 
AHD, arteria hepática derecha; AHI, arteria hepática izquierda.  
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conformar  la  vía  biliar  extra‐hepática  con  los  conductos  hepáticos  derecho  e  izquierdo  que 

conforman el conducto hepático común (Porth, 2009). 

  Gracias  a  los  estudios  de  Rappaport,  se  introdujo  el  concepto  del  acino  hepático  en 

reemplazo  del  lobulillo  hepático;  se  constituye,  de  esta manera,  una  unidad  tanto  estructural 

como  funcional.  Así,  el  acino  está  centrado  en  el  espacio  porta  y  limitado  por  las  venas 

centrolobullilares  en  la  periferia.  De  esta manera,  ante  una  situación  de  déficit  de  aporte  de 

oxígeno o nutrientes,  las  zonas periportales  son  las que menos  sufren y  las más aptas para  los 

procesos de regeneración (Rappaport, 1958).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  El  componente  epitelial,  hepatocitos,  se  extiende  a  lo  largo  de  los  sinusoides  y  son  las 

células que  llevan a cabo  la mayoría de  las funciones biosintéticas y metabólicas del hígado. Por 

otro  lado,  las células endoteliales recubren  los sinusoides. Dentro de  los sinusoides hepáticos se 

encuentra  una  población  celular  mononuclear  denominada  células  de  Kupffer,  o  macrófagos 

hepáticos,  que  cumplen  funciones  fagocíticas  principalmente  de  componentes  celulares 

(eritrocitos envejecidos y hepatocitos) y macromoléculas provenientes del flujo sanguíneo, como 

Figura 2: Anatomía e histoarquitectura hepáticas. A) Representación estructural del tejido hepático. B) 
Modelo  de  la  unidad  estructural  hepática,  el  lobulillo  hepático.  Las  flechas  rojas  indican  el  flujo 
sanguíneo que circula por los sinusoides desde la zona portal hasta la VC. Las flechas verdes muestran la 
circulación  de  la  bilis  desde  los  hepatocitos  que  la  producen  hasta  los  conductos  biliares.  TP:  tracto 
portal, VC: vena central, DB: ducto biliar. Adaptado de Wallace et al, 2008. 
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toxinas o bacterias. Las células de Kupffer conjuntamente con las células endoteliales sinusoidales 

forman el mayor sistema de remoción de células envejecidas y proteínas de la sangre. En caso de 

injuria hepática, las células de Kupffer participan en los mecanismos proinflamatorios relacionados 

y también con el proceso fibrogénico hepático (más adelante se ahondará en estas funciones). Los 

colangiocitos representan alrededor del 1% del total de células parenquimatosas hepáticas y están 

localizados mayoritariamente en los conductos biliares y tractos portales. Por otro lado, se estima 

que  el  hígado  contiene  alrededor  de  10x1010  linfocitos  de  diferentes  fenotipos  localizados  a  lo 

largo de  los sinusoides y tractos portales. Estos  incluyen células T, NK (“natural killer” o asesinas 

naturales)  y  células  dendríticas  (CD).  Entre  el  endotelio  sinusoidal  y  la  cara  vascular  de  los 

hepatocitos se encuentra el espacio de Disse (Figura 6), o espacio perisinusoidal (Poli, 2000). Este 

espacio  contiene  matriz  extracelular  (MEC),  parecida  a  la  membrana  basal,  y  es  donde  se 

encuentran las células estrelladas hepáticas (CEH) también denominadas células de Ito, lipocitos o 

células  perisinusoidales  almacenadoras  de  grasa  (Bataller  and  Brenner,  2005;  Friedman,  2008). 

Estas representan alrededor del 5‐8% de las células hepáticas y desempeñan un papel clave en el 

proceso  fibrogénico hepático  (ver  sección  Introducción  II.3  Las  células estrelladas hepáticas: un 

papel clave en el desarrollo de la fibrosis hepática). 

I.3 Resumen de la fisiología hepática.  

  En el hígado ocurre una serie  importante de procesos metabólicos y de síntesis, que son 

realizados principalmente por los hepatocitos.  

Metabolismo de la bilirrubina y de las sales biliares: el hígado es responsable de la captación 

de  bilirrubina  indirecta  o  no  conjugada  de  la  sangre  procedente  de  la  destrucción  de  los 

eritrocitos,  la  cuál  es  conjugada  y  excretada  en  la  bilis  (Porth,  2009).  La  bilis  es  esencial  como 

vehículo para la excreción de bilirrubina, colesterol y ciertos productos del metabolismo orgánico; 

contiene  sales  biliares  que  son  esenciales  para  la  digestión  de  las  grasas  y  la  absorción  de 

vitaminas liposolubles.  

Metabolismo  de  los  aminoácidos:  es  una  de  las  funciones  hepáticas  más  importantes  e 

involucra  diferentes  procesos  como,  la  deaminación  de  aminoácidos  (proceso  necesario  para 

poder usar las proteínas como fuente de energía y poder convertirlas en carbohidratos o lípidos), 

la  formación  de  urea  a  partir  del  amonio,  síntesis  de  aminoácidos,  y  síntesis  de  proteínas 

plasmáticas.  En  enfermedades  crónicas  como  la  cirrosis,  las  proteínas  plasmáticas  como  la 
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albúmina pueden  llegar a niveles muy bajos y tener  implicancias en  la generación de edemas. El 

hígado es también el responsable de  la formación de  la mayor parte de  los factores  involucrados 

en el proceso de  la coagulación como fibrinógeno, protrombina, factor V y  los factores II‐V‐VII‐IX 

de la coagulación, denominados factores vitamina K dependientes (Guyton and Hall, 2000). 

Metabolismo de  los  lípidos: Aunque el metabolismo de  las grasas puede ocurrir en casi todas 

las células, algunos aspectos del mismo se producen con mayor rapidez en  las células hepáticas. 

Las funciones específicas del hígado en el metabolismo de los lípidos son las siguientes. 

1. Un porcentaje elevado de beta‐oxidación de ácidos grasos y formación de ácido acetoacético. 

2. Formación de lipoproteínas. 

3. Metabolismo del colesterol y fosfolípidos. 

4. Almacenamiento de vitaminas, en particular de vitamina A. 

Metabolismo de los hidratos de carbono: Los carbohidratos se absorben en el tracto intestinal 

y pasan directamente al hígado desde  la circulación esplácnica a través de  la vena porta. Pueden 

ser  usados  inmediatamente  por  las  células  para  obtener  energía  o  almacenados  en  forma  de 

glucógeno. En el período post‐absortivo los hepatocitos tienen la capacidad de almacenar grandes 

cantidades de glucógeno a través de la glucogenogénesis aunque estas reservas se agotan en poco 

más  de  24  horas  en  situaciones  de  ayuno.  En  el  ayuno,  la  glucosa  es  capaz  de  liberarse 

(glucogenolisis);  de  esta  forma,  el  hígado  desempeña  un  papel  central  en  la  regulación  del 

metabolismo de los hidratos de carbono. 

Metabolismo de los fármacos: el hígado tiene la capacidad de detoxificar y excretar en la bilis 

muchas  drogas  (incluyendo  sulfonamidas,  ampicilina,  eritromicina)  y  varias  hormonas  (como 

estrógenos,  cortisol,  aldosterona).  La  falla  hepática  puede  causar  una  acumulación  de  estas 

sustancias causando efectos tóxicos. 

Funciones  inmunológicas  (o  fagocitarias  del  hígado):  Las  superficies  internas  de  los 

sinusoides hepáticos están cubiertas por un elevado número de células de Kupffer, cuya función 

consiste  en  fagocitar  parásitos,  virus,  bacterias  y  macromoléculas  (como  inmunocomplejos  y 

endotoxinas  bacterianas)  por  endocitosis  mediada  por  receptores.  Por  tanto,  estas  células 

constituyen  una  poderosa  e  importante  barrera  fagocítica  para  toxinas  y  microorganismos 

provenientes del intestino, de modo que cuando se pierde esta función, como ocurre en pacientes 

con cirrosis, se generan episodios de endotoxinemia. La activación de las células de Kupffer resulta 

en un incremento de la producción de citoquinas cuyas señales actúan sobre otros tipos de células 
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hepáticas.  Las  células de Kupffer  tienen un  importante papel en el procesamiento de antígenos 

durante la infección y la inflamación, iniciando la inmunidad mediada por células B y T. 

 

II Daño hepático crónico y fibrosis hepática 

II.1 Fibrosis hepática 

II.1.a El proceso fibrogénico hepático 

  El hígado  tiene una gran capacidad para  la  regeneración del parénquima en  respuesta a 

distintos tipos de daño. De hecho, es capaz de recuperar su tamaño normal luego de pérdidas de 

hasta un 70% de su parénquima (Bataller and Brenner, 2005). 

  La  fibrosis  hepática  es  un  proceso  caracterizado  por  una  excesiva  acumulación  de 

proteínas de la matriz extracelular en el hígado. En la actualidad se reconoce que la fibrogénesis es 

resultado de un proceso activo de cicatrización continuo. Desde un punto de vista histológico,  la 

fibrosis  se  describe  por  un  aumento  de  los  depósitos  de MEC  tales  como  colágeno,  elastina, 

glicoproteínas  estructurales,  proteoglicanos  y  carbohidratos  (como  por  ejemplo  el  ácido 

hialurónico).  Los depósitos de MEC  comienzan en  las  zonas perisinusoidales  (Espacio de Disse), 

extendiéndose,  luego, a  las  zonas pericentrales o periportales,  si bien esta distribución  también 

depende en parte del tipo de lesión (ver apartado Introducción II.1.b Características de la fibrosis 

según  las distintas causas que  la producen). Al  incremento en  los depósitos de MEC se suma una 

disminución de los procesos normales de degradación de MEC (Figura 3). El continuo depósito de 

MEC  dificulta  el  paso  de  solutos  y  nutrientes  del  sinusoide  hasta  el  parénquima  hepático 

contribuyendo  a  la  muerte  de  los  hepatocitos  que  conforman  el  parénquima.  Este  proceso 

contribuye  a  generar  un  estímulo  continuo  para  la  regeneración  hepática  (Friedman,  2003).  La 

necrosis y apoptosis de los hepatocitos induce también el reclutamiento de células inflamatorias, 

otro evento crucial para el desarrollo de la fibrosis. Finalmente, como resultado de la inflamación y 

la  remodelación  hepáticas  se  altera  la  composición,  metabolismo  y  depósito  de MEC  lo  que 

conlleva a una distorsión de la arquitectura hepática y formación de cicatriz fibrosa. 

  La  fibrosis  avanzada  altera  la  arquitectura normal  del hígado,  aumenta  la  resistencia  al 

flujo sanguíneo portal lo cual contribuye a generar hipertensión portal. El incremento en la presión 

portal  induce  el  desarrollo  de  numerosos  cambios  anatómicos,  hemodinámicos  y metabólicos 

conocidos en su conjunto como síndrome de Hipertensión Portal. Existen 2 grandes componentes 
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de esta resistencia al flujo sanguíneo portal: uno orgánico y el otro funcional, siendo este último 

susceptible de manipulación farmacológica y, por tanto, objeto de numerosas investigaciones. 

  El componente orgánico de  la  resistencia hepática está dado,  fundamentalmente, por  la 

alteración  de  la  arquitectura  normal  y  el  depósito  de  tejido  cicatricial  que  disminuyen  la 

distensibilidad  hepática,  lo  cual  genera  un  incremento  de  la  resistencia  al  flujo  portal.  En  la 

hepatopatía alcohólica, previo a  la aparición de  la  cirrosis, el mecanismo es aún más  complejo. 

Existe un aumento de  la resistencia a nivel sinusoidal debido a una reducción del  lecho vascular 

por  depósito  de  colágeno  en  el  espacio  de Disse,  lo  que  se  conoce  como  capilarización  de  los 

sinusoides,  a  lo  que  se  asocia  una  compresión  sinusoidal  por  el  aumento  del  tamaño  de  los 

hepatocitos  y  una  obstrucción  postsinusoidal  por  esclerosis  de  las  venas  hepáticas  centrales 

(Bosch, 2007). Una vez establecida  la cirrosis, el desarrollo de nódulos de regeneración  también 

comprimen el árbol venoso portal y contribuyen a la hipertensión portal.  

  El componente funcional de la resistencia hepática se encuentra modulado por sustancias 

endógenas  producidas  en  el  endotelio  vascular,  con  propiedades  vasodilatadoras  y 

vasoconstrictoras,  y  con  su  principal  sitio  de  acción  sobre  las  CEH.  Existe  un  desbalance  en  la 

producción  de  agentes  vasoactivos,  especialmente  óxido  nítrico  y  endotelinas,  y  en  el  tono 

simpático (Bataller and Brenner, 2005). El resultado final podría resumirse en que existe un exceso 

de  actividad  vasodilatadora  periférica  (extra‐hepática)  con  un  déficit  intra‐hepático  de  efectos 

vasodilatadores. 

  . 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3: Desarrollo  de  la  fibrosis  hepática.  Esquema  secuencial  del  daño  en  la  región  pericentral. 
Necrosis de los hepatocitos (violeta), depósitos de matriz extracelular que conducen a una distorsión de 
la arquitectura hepática y a la formación de cicatriz (amarillo), formación de septos o puentes fibrosos. 
Adaptado de Atlas de cirrosis y cáncer hepático, fascículo 3, Bristol‐Myers Squib.
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  En  la cirrosis, y como consecuencia de  la  insuficiencia hepatocelular y de  la hipertensión 

portal pueden aparecer  las  siguientes  complicaciones:  ictericia, hemorragia digestiva, peritonitis 

bacteriana espontánea, encefalopatía hepática,  síndrome ascítico‐edematoso,  síndrome hepato‐

renal y hepatocarcinoma (Friedman, 1999; Bataller and Brenner, 2005). 

II.1.b Características de la fibrosis según las distintas causas que la producen 

  Existen  diferentes  agentes  capaces  de  generar  injuria  hepática  crónica.  Entre  ellos  se 

encuentran  la  ingestión crónica de alcohol,  infecciones virales crónicas ocasionadas por  los virus 

de  las  hepatitis  C  (VHC)  o  B  (VHB),  fármacos  hepatotóxicos  (por  ejemplo  metotrexato), 

enfermedades  metabólicas  de  depósito  con  base  genéticas  (por  ejemplo  hematocromatosis), 

enfermedades autoinmunitarias  (como  la hepatitis crónica autoinmune) y colestásicas, entre  las 

más destacadas. Estos agentes  son  capaces de generar daño hepatocelular  y al epitelio biliar  y 

generar  un  proceso  que  concluye  en  un  desequilibrio  entre  los  procesos  de  fibrólisis  y 

fibrogénesis, en favor de éste último (Bataller and Brenner, 2005) (Figura 8). En general, la fibrosis 

es un proceso que evoluciona a lo largo de varios años, solo se ha observado que puede progresar 

en menor tiempo en circunstancias especiales como consecuencia del daño causado por el VHC en 

el  contexto  del  transplante  hepático  o  coinfecciones  entre  el  virus  de  la  inmunodeficiencia 

humana  (HIV)  y  el  VHC  (Friedman,  2008).  En  otras  palabras,  la  fibrosis  hepática  es  la  vía  final 

común  de  un  amplio  espectro  de  procesos  capaces  de  generar  injuria  hepática  crónica, 

inflamación,  reparación  y  perpetuación  de  este  proceso.  Independientemente  de  la  causa,  la 

fibrosis avanzada posee características similares e  independientes del agente que  la produjo; sin 

embargo, el patrón de fibrosis es diferente durante el progreso de la enfermedad. De esta forma, 

la  hepatitis  viral  crónica,  enfermedades  colestásicas  o  hemocromatosis  producen  inicialmente 

fibrosis  en  la  zona  portal,  mientras  que  la  esteatohepatitis  (alcohólica  o  no  alcohólica)  y  la 

obstrucción crónica del flujo venoso producen fibrosis en  la zona pericentral. Dependiendo de  la 

causa  también  la  formación de septos  fibrosos es diferente, pueden dividirse en: porto‐portales 

(luego de  injurias colestásicas), porto‐centrales (en el caso de hepatitis virales) o centro‐portales 

(en  enfermedades hepáticas derivadas del daño por  alcohol)  (Saile  and Ramadori,  2007).  En  la 

Figura 4 se ilustran estas diferencias. 

 

 



Introducción 

10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2 Cirrosis 

II.2.a Definición 

  Podría definirse a la cirrosis como una enfermedad crónica del hígado, difusa e irreversible 

cuya característica dominante es  la  fibrosis extensa y  la distorsión del parénquima hepático que 

Figura 4: Progreso de la fibrosis dependiendo del agente causante del daño crónico. En el hígado sano 
la  vena  central  y  el  espacio  porta  se  encuentran  rodeados  de  tejido  conectivo  denso  donde  se 
encuentras miofibroblastos y fibroblastos portales. La sangre circula por  los sinusoides desde  la región 
portal hacia la vena central. Los sinusoides están revestidos de células endoteliales. Las CEH se localizan 
en el espacio perisinusoidal entre las células endoteliales y los hepatocitos. Frente al daño, las CEH (en 
amarillo) y  los miofibroblastos se activan y producen MEC  (zonas rosadas). En  la enfermedad hepática 
viral la fibrosis comienza en la zona periportal y progresa con puentes porto‐centrales; en la alcohólica es 
pericentral  con  puentes  centro‐portales.  En  la  colestasis  se  forman  puentes  porto‐portales  con 
proliferación de conductos biliares, diferenciación y proliferación de miofibroblastos que se expanden en 
las zonas portales. En todos los casos aumentan las células inflamatorias (azules) en los septos y regiones 
con daño.  
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adquiere un aspecto nodular (Anthony et al., 1978). El flujo sanguíneo intra‐hepático se altera, se 

forman septos fibrosos y nódulos de regeneración de hepatocitos que, como dijimos, distorsionan 

la arquitectura hepática normal. El término cirrosis deriva del griego kirrhos, que hace referencia al 

color amarillo‐anaranjado del hígado que ha padecido un extenso proceso de  fibrosis. Cualquier 

proceso  que  induzca  una  injuria  crónica  al  hígado  puede  causar  la  progresión  hacia  la  fibrosis 

avanzada, incluso la cirrosis. A pesar de que existen numerosos mecanismos fisiopatogénicos que 

pueden  ocasionar  daño  en  el  hígado,  la  vía  común  a  todos  ellos  es  la  fibrosis  permanente  del 

parénquima hepático (Heidelbaugh and Bruderly, 2006). 

II.2.b Fisiopatogenia 

  Luego de una  lesión aguda capaz de generar necrosis, el hígado  reemplaza a  las células 

necróticas por nuevas células  (Friedman and Bansal, 2006). Este proceso está asociado con una 

respuesta inflamatoria y con el depósito limitado de MEC. Si el proceso de agresión continúa, el de 

regeneración falla, y los hepatocitos son reemplazados por cantidades abundantes de proteínas de 

la MEC, que incluyen colágeno fibrilar, se terminan formando cicatrices fibrosas. A medida que la 

fibrosis progresa,  las distintas  zonas de depósito  se unen por  septos o puentes,  y  la  cirrosis  se 

instala como enfermedad (Figura 5). 

  Tanto la cantidad como la composición de la MEC se encuentran alteradas en la cirrosis. La 

MEC normal es degradada y reemplazada por hasta seis veces más de MEC rica en colágeno fibrilar 

(colágeno  I,  III y  IV), fibronectina, elastina,  laminina y proteoglicanos. Este  incremento se debe a 

una mayor producción y a una menor degradación de la MEC, coincidente con la mayor expresión 

de  los  inhibidores de  las proteinasas de  la matriz. En este contexto se ha establecido claramente 

que las principales células generadoras de esta MEC alterada son las CEH (Friedman, 2004). 

II.2.c Manifestaciones clínicas 

  La cirrosis suele presentarse en pacientes entre  los 40 y 70 años de edad, aunque puede 

hacerlo a cualquier edad dependiendo de  la situación clínica. El diagnostico puede en ocasiones 

hacerse en un paciente sin síntomas y sin complicaciones (cirrosis hepática compensada). En otras 

ocasiones,  el  paciente  con  cirrosis  hepática  puede  diagnosticarse  ante  hallazgos  como 

hepatomegalia,  ictericia,  esplenomegalia,  estigmas  cutáneos  de  hepatopatía  crónica  o  como 

resultados de alteraciones del laboratorio (descenso del valor de las plaquetas, alteraciones en las 

pruebas de coagulación, entre otras); como parte de un examen de rutina o como consecuencia 

de estudiar a un paciente que consulta por síntomas diversos como fatiga, cansancio, perdida de la 
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libido,  anorexia,  náuseas.  En  otras  circunstancias,  el  diagnóstico  se  hace  cuando  los  pacientes 

presentan  alguna  complicación mayor  de  la  cirrosis  (cirrosis hepática descompensada)  como  la 

presencia de ascitis, sangrado digestivo, encefalopatía hepática o hepatocarcinoma. Los pacientes 

con  cirrosis  compensada  tienen  una  supervivencia  relativamente  prolongada;  por  el  contrario, 

cuando se presenta alguna de  las complicaciones mayores, el pronóstico, en general, es ominoso 

en el corto plazo (Garcia‐Tsao et al., 2010).  

Figura 5: Progresión de la fibrosis hacia la cirrosis La flecha señala la progresión de los cambios desde 
un hígado sano hasta un hígado con fibrosis avanzada. La arquitectura normal del parénquima hepático 
está  alterada.  Con  el  transcurso  del  tiempo  avanza  el  daño  hepático.  El  daño  induce  muerte  de 
hepatocitos  y  fibrosis,  seguido  de  intento  de  regeneración  hepática.  Cuando  esta  falla  la  zona  se 
reemplaza por tejido fibroso. VC, vena central; VP, vena porta; CB, conducto biliar; AP, arteria hepática. 
Modificado de Liver fibrosis (Wallace et al., 2008). 
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  La mayoría de los pacientes con cirrosis tienen un elevado riesgo de padecer HC, y algunos 

trabajos muestran un incremento de la incidencia del HC de más de 20 veces, luego de tres años 

de producida esa enfermedad. El HC es una de las causas principales de muerte en pacientes con 

cirrosis (El‐Serag and Rudolph, 2007).  

 

II.3 Las células estrelladas hepáticas: un papel clave en el desarrollo de la fibrosis 
hepática 

II.3.a Localización y fenotipo 

  Las CEH  representan entre el 5 y el 8% del  total de  las células del parénquima hepático 

(Geerts,  2001).  Se  encuentran  situadas  en  el  espacio  de Disse  y  se  caracterizan  por  presentar 

largas  extensiones  citoplasmáticas  que  rodean  los  sinusoides,  característica  que  les  permite 

participar  de  la  regulación  del  flujo  sanguíneo  hepático,  especialmente  cuando  se  encuentran 

activadas y contraídas contribuyendo a la generación de hipertensión portal denominada dinámica 

o reversible (Pinzani, 1999).  

  En el hígado normal presentan un fenotipo de tipo quiescente y morfológicamente pueden 

ser  identificadas por  la presencia de vacuolas  intra‐citoplasmáticas que contienen vitamina A, un 

retículo endoplasmático rugoso  (RER) poco desarrollado y un pequeño aparato de Golgi (Geerts, 

2001). Las funciones de las CEH en ausencia de un estimulo fibrogénico son:  

a) Homeostasis y almacenamiento de vitamina A y retinoides; 

b) Regulación del recambio de  la MEC:  la síntesis y  la degradación de  la MEC hepática normal es 

esencial para la integridad del espacio de Disse y para la comunicación intra e intercelular entre las 

células vecinas; 

c) Secreción de citoquinas y factores de crecimiento, los cuales contribuyen a la homeostasis de la 

MEC (Reynaert et al., 2002); 

d) Control del diámetro de los sinusoides; regulando el flujo sanguíneo sinusoidal (Geerts, 2001). 

  En situaciones en las que existe injuria hepática, las CEH sufren un proceso de activación y 

transformación,  adquiriendo  un  fenotipo  tipo  miofibroblasto.  Este  linaje  se  caracteriza  por 

presentar  una  elevada  capacidad  proliferativa,  sintética  y  contráctil  (Lieber,  2005;  Friedman, 

2000). Los principales cambios morfológicos observados son: ‐la pérdida de gránulos de vitamina 

A, ‐la presencia de un RER y un aparato de Golgi muy desarrollados, ‐aumento del tamaño de los 

núcleos,  ‐estiramiento  citoplasmático  y de  las prolongaciones  citoplasmáticas. Cuando  la  injuria 
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hepática  se  prolonga,  todos  estos  cambios  se  perpetúan.  En  la  Figura  6  se  muestra, 

esquemáticamente, este cambio de fenotipo. 

 

 

 

 

 

 

 

II.3.b Caracterización 

  El origen embrionario de estas células no está bien establecido y aún existe controversia 

en este aspecto (Geerts, 2001). Las CEH se caracterizan por expresar proteínas del citoesqueleto 

como  la actina alfa del músculo  liso (α‐SMA) y filamentos  intermedios de clase III (ej. vimentina , 

nestina y desmina). No obstante, las CEH expresan proteínas de origen neuronal como la proteína 

acida fibrilar glial (GFAP), un filamento intermedio de clase III utilizado como marcador específico 

de astrocitos  (Eng and Ghirnikar, 1994);  la nestina, un filamento  intermedio de clase  IV utilizado 

como marcador de células madres neuronales (expresada solo en CEH activadas de ratas) (Niki et 

al.,  1999);  la  molécula  de  adhesión  celular  neuronal  (N‐CAM)  (Knittel  et  al.,  1996);  la 

synaptophysin (SYN), proteína involucrada en la exocitosis de neurotransmisores (Cassiman et al., 

1999);  y  substancias  neurotróficas  como  factores  de  crecimiento  neuronal  (NGF),  neurotrofina 

derivada  de  cerebro  (BDN),  neurotrofina  y  sus  receptores.  La  expresión  de  estas  proteínas 

indicaría  un  posible  origen  neuronal,  sin  embargo,  tanto  las  sustancias  neurotróficas  como  sus 

receptores han sido identificados en una variedad de células mesenquimales como los fibroblastos 

y miofibroblastos (Cassiman et al., 2001). 

Figura 6: Cambios en el espacio de Disse durante la activación de las CEH. A) Arquitectura típica de un 
sinusoide normal  con CEH quiescentes  (azul). B)  Luego de  la  injuria  las CEH  se activan y  se producen 
cambios  en  el  espacio  de Disse,  principalmente  se  nota  la  acumulación  de matriz  fibrilar  (extraído  y 
modificado de Liver fibrosis from bench to bedside, Scott Friedman) 
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  Se postula que podrían  tener un origen mesenquimal, sin embargo,  las CEH quiescentes 

(inactivas) solo expresan marcadores mesenquimales en muy bajo nivel, más aún, se ha observado 

que  las  CEH  provenientes  de  hígados  humanos  y  de  rata  expresan  citoqueratinas, marcadores 

característicos de células epiteliales (Cassiman and Roskams, 2002; Suskind and Muench, 2004). En 

este  sentido,  en  CEH  quiescentes  de  rata  se  demostró  la  expresión  de  caderina  E  (caderina 

epitelial),  una  glicoproteína  transmembrana  involucrada  en  uniones  célula‐célula.  Sin  embargo, 

tras su activación, las CEH entran en un proceso de transición y cambio progresivos a un fenotipo 

de  tipo  mesenquimal  caracterizado  por  un  aumento  de  la  expresión  de  los  marcadores 

previamente descriptos así como también de caderina N (Lim et al., 2007). La secuencia temporal 

de  eventos moleculares  asociados  con  la  activación  de  las  CEH,  central  en  el  desarrollo  de  la 

fibrosis,  puede  reproducirse  in  vitro  aislando  CEH  de  hígados  normales  y  cultivando  las  células 

sobre plástico (para más detalles ver apartado Introducción II.5 Modelos experimentales de fibrosis 

hepática in vitro).  

II.3.c El papel de las células estrelladas hepáticas en el proceso fibrogénico hepático 

  Las CEH  juegan un papel  fundamental en el desarrollo de  la  fibrosis hepática, al  ser  las 

principales productoras de proteínas de MEC (Nieto et al., 2002; Friedman, 2004). Al pasar de un 

fenotipo  quiescente  a  uno  activado  aumentan  de  forma  drástica  la  síntesis  de  colágeno, 

principalmente de tipo  I y  III,  los cuales predominas sobre  la producción de colágenos tipo  IV de 

otros componentes de la MEC (Friedman, 1993; Alcolado et al., 1997)(Figura 6). 

  Aparte de  los cambios cuantitativos en  lo que respecta a  la producción y acumulación de 

MEC observados durante el proceso de  fibrogénesis,  también existen cambios cualitativos en  la 

composición de  la MEC  (Gressner and Weiskirchen, 2006). La MEC está  formada principalmente 

por colágenos de tipo I, III, IV, V, VII, y por componentes de tipo no colágeno como glicoproteínas 

(fibronectina, laminina, entre otras) y proteoglicanos sulfatados. Como se explicó previamente, en 

el proceso de fibrogénesis la producción de MEC aumenta entre 3‐5 veces, y existe un cambio en 

el  tipo  de  MEC,  se  pasa  de  tener  una  matriz  de  bajo  densidad  formada  principalmente  por 

colágeno tipo IV, V y VII a una matriz de alta densidad formada principalmente por colágenos de 

tipo  I,  III  (Gressner and Weiskirchen, 2006). Este cambio cualitativo es favorecido por un cambio 

en  la  actividad  de  las  metaloproteinasas  (MMP).  En  este  sentido,  durante  el  proceso  de 

fibrogénesis se ha observado una disminución de MMP‐1 (colagenasa tipo I), y un aumento en  la 

producción de MMP‐2, MMP‐3  y MMP‐9  (responsables de  la degradación de  la matriz de baja 
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densidad). Las CEH  son  la  fuente principal de MMP‐2 y MMP‐3  (Vyas et al., 1995; Arthur et al., 

1992)  y  las  células  de  Kupffer  de MMP‐9  (Winwood  et  al.,  1995).  El  depósito  de MEC  de  alta 

densidad actúa como estímulo sobre  las CEH para que produzcan más MMP‐2, estableciendo un 

mecanismo de retroalimentación positiva (Theret et al., 1999; Benyon et al., 1999). Las CEH, a su 

vez, aumentan  la expresión de  inhibidores de metaloproteinasa, TIMP‐1 y TIMP‐2, que  inhiben  la 

actividad  de  las  metaloproteinasas  intersticiales  (MMP‐1),  favoreciendo  así  este  cambio 

cualitativo. 

II.3.d Estadios en la activación de las células estrelladas hepáticas 

  El  fenómeno de activación de  las CEH  tiene  lugar  como una  secuencia de eventos bien 

interrelacionados que se describen a continuación  (Friedman, 2000; Friedman, 2004)  (Figura 7). 

Los primeros pasos, que conforman el proceso de  iniciación, comprenden cambios rápidos en  la 

expresión  génica  asociados  a  eventos  transcripcionales  e  inducción  de  genes  tempranos 

inmediatos, que  facilitan  la  respuesta  celular  a  citoquinas,  factores de  crecimiento  y  estímulos 

locales  de  origen  parácrino  o  autocrino  (Friedman,  2000).  Las  CEH  aumentan  la  expresión  del 

receptor para el  factor de  crecimiento derivado de plaquetas  (PDGF) y desarrollan un  fenotipo 

contráctil y  fibrogénico. Estos primeros pasos en  la activación de  las CEH ocurren dentro de un 

entorno con cambios progresivos de la MEC dentro del espacio de Disse. Con el paso del tiempo, 

la  composición  de  la MEC  deja  de  ser  una matriz  de  tipo  basal  (colágeno  tipo  IV,  laminina, 

proteoglicanos)  para  convertirse  en  una  matriz  más  fibrilar  (rica  en  colágeno  fibrilar);  estos 

cambios alteran aun más a  las CEH. Además, se observan cambios en receptores de membrana 

(integrinas)  que  censan  los  cambios  del  entorno  provocando  activación,  cambios  en  el 

citoesqueleto  y  migración  de  las  CEH  a  los  sitos  de  injuria  (Friedman,  2004).  También  es 

importante, sobre todo en la fibrosis causada por el consumo crónico de alcohol, la estimulación 

parácrina por parte de  los hepatocitos,  células de  los  conductos biliares  lesionados,  células del 

epitelio  biliar,  las  células  inflamatorias,  los macrófagos  activados  y  los  neutrófilos  (Friedman, 

2000; Bonacchi et al., 2001; Purohit and Brenner, 2006) (Figura 8).  

  Los pasos posteriores incorporan los sucesos celulares que amplifican el fenotipo activado 

potenciando la expresión de citoquinas y la reactividad celular (Friedman, 2000). La perpetuación 

de  la  activación  de  las  CEH  conlleva  respuestas  fenotípicas  fundamentales mediadas  por  una 

mayor producción de citoquinas y remodelación de la MEC (Figura 7). Estas respuestas fenotípicas 

son: 
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1. Proliferación. El aumento de la cantidad de CEH en el hígado lesionado se produce, al menos 

en  parte,  en  respuesta  a  factores  de  crecimiento  locales,  la mayoría  de  los  cuales  señalizan  a 

través de receptores de tipo tirosin‐quinasas (Pinzani et al., 1998; Pinzani and Marra, 2001). Entre 

estos factores, el PDGF es el más potente y mejor estudiado, con un papel menor pero destacado 

para TGF‐β1 (transforming growth factor‐β1) (Pinzani, 2002; Gressner et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

   

2. Contractilidad. Mecanismo  importante que  justifica  la mayor resistencia al flujo portal en  la 

fibrosis  hepática.  Aun  en  los  primeros  estadios  de  la  fibrosis,  las  CEH  se  caracterizan  por  un 

fenotipo similar a las células de músculo liso, con expresión de diferentes proteínas filamentosas 

contráctiles como α‐SMA. A medida que  la  fibrosis progresa aumenta el número y densidad de 

CEH que dificultan el  flujo portal normal. El estímulo contráctil más potente para  las CEH es  la 

Figura 7: Pasos  en  la  activación de  las CEH.  Luego de  la  injuria hepática,  las CEH  se  activan  con  la 
consecuente transición desde células en estado quiescente a células de tipo miofibroblasto. Los cambios 
incluyen  a  procesos  de  proliferación,  contractilidad,  fibrogénesis,  degradación  de MEC,  quimiotaxis, 
pérdida de gránulos de vitamina A, entre muchos otros. Los principales mediadores de estos efectos se 
señalan en negro (extraído y modificado de Mechanisms of hepatic fibrogenesis, Scott Friedman) 
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endotelina 1 (ET‐1); otros agentes reguladores del tono contráctil de  las CEH son el oxido nítrico 

(con un efecto opuesto a la ET‐1), la angiotensina II y la somastostatina, entre otros (Reynaert et 

al., 2002). 

3.  Quimiotaxis.  Como  se  comentó  anteriormente,  durante  el  desarrollo  de  la  fibrosis  se 

producen  cambios  en  el microambiente  del  espacio  de Disse,  donde  uno  de  los  eventos más 

destacados es el reemplazo de  la matriz basal por matriz fibrilar. Además, se  liberan factores de 

crecimiento pro‐fibrogénicos, por parte de hepatocitos,  células  inflamatorias  y  las mismas CEH 

activadas. Diferentes autores demostraron que las CEH migran hacia los sitios de injuria inducida 

por  estos  estímulos  quimiotractantes,  por  ejemplo  PDGF  (Kinnman  et  al.,  2000),  la  proteína 

quimiotáctica monocitaria  1  (MCP‐1)  (Marra  et  al.,  1999),  ligando  de  CXCR3  (Bonacchi  et  al., 

2001), TGF‐β1 o EGF (epithelial growth factor) (Yang et al., 2003). De manera interesante, Yang y 

colaboradores también observaron incremento de la migración inducida por colágeno tipo I pero 

no  por  colágeno  tipo  IV  en  líneas  de  CEH  de  rata.  Los mismos  autores  demostraron  que  la 

estimulación  directa  de  las  líneas  celulares  de  CEH  con  PDGF  o  TGF‐β1  induce  migración. 

Asimismo observaron que  la migración utilizando quimiotractante no es dependiente de MMPs, 

pero sí lo es de PDGF o TGF‐β1. Finalmente, se observó que en el proceso de migración participan 

mecanismos dependientes de intregrinas (Yang et al., 2003; Patsenker et al., 2007). 

4.  Fibrogénesis.  El  aumento  en  la  síntesis  de  colágeno  de  tipo  I  es  una  de  las  respuestas 

moleculares más  llamativas de  las CEH frente a  la  lesión y está regulada a nivel transcripcional y 

traduccional  (Nieto et al., 2001) (Figura 8). La síntesis de colágeno está regulada principalmente 

por  TGF‐β1  de  forma  autocrina  y  paracrina,  por  lo  tanto,  se  la  considera  una  citoquina 

profibrogénica  clásica.  TGF‐β1  tiene  un  papel  fundamental  en  la  iniciación,  promoción  y 

progresión de  la transdiferenciación de  las CEH. Durante  la activación de  las CEH, TGF‐β1 activa 

las proteínas Smads 2 y 3 que incrementan aun más la fibrosis (Phanish et al., 2006). El factor de 

crecimiento conectivo tisular (CTGF/CCN2) también es una potente señal fibrogénica para las CEH 

(Gao  and  Brigstock,  2004).  Su  regulación  puede  ser  dependiente  (Grotendorst,  1997)  o 

independiente  (Brigstock,  2003)  de  TGF‐β1.  También  existen  señales  neurohumorales,  en 

particular de tipo canabinoides, que contribuyen a la activación de las CEH y a la fibrosis (Mallat et 

al., 2007). 

4. Degradación de la matriz. Los cambios de la actividad proteolítica de la matriz conducen a la 

remodelación de la MEC en la lesión hepática, acelerando la activación de las CEH (Rojkind, 1999). 
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Las MMPs contribuyen a la degradación, bien patológica o bien restauradora/fisiológica, de la MEC 

(Figura 8).  Las MMP pueden activarse mediante escisión proteolítica o  inhibirse por  su unión a 

inhibidores  específicos  conocidos  como  inhibidores  tisulares  de  las  metaloproteinasas  (TIMP) 

(Iredale, 1997). Las MMP‐2, MMP‐3, MMP‐9 y MT‐MMP1 intervienen en la degradación de la MEC 

subendotelial normal, que es sustituida por colágenos formadores de fibras capaces de estimular 

el crecimiento de las CEH (Xu et al., 2004; Senties‐Gomez et al., 2005; Benyon and Arthur, 2001). 

Además,  la  expresión  de  TIMP‐1  en  las  CEH  activadas  inhibe  la  MMP‐1,  la  principal 

metaloproteinasa responsable de la degradación del colágeno de tipo I (Benyon and Arthur, 2001). 

La expresión persistente de TIMP‐1 hace que la respuesta fibrogénica prolifere (Yoshiji et al., 2000; 

Yoshiji et al., 2002).  Las MMP y  las TIMP  son  sensibles a  las especies  reactivas del oxigeno,  las 

especies reactivas de nitrógeno, las citoquinas y los factores de crecimiento como TGF‐β1. 

5. Señales  inflamatorias y  liberación de citoquinas. Las CEH no sólo son blanco de diversas 

citoquinas  inflamatorias que contribuyen a su activación, sino que se ha demostrado que tienen 

un papel importante como moduladoras de la respuesta inflamatoria e inmunitaria hepática. Cada 

vez  son  más  las  citoquinas  y  receptores  que  pueden  tanto  aumentar  la  fibrogénesis  como 

interaccionar  con  células  inflamatorias  para modificar  la  respuesta  inmunitaria  en  respuesta  al 

daño  (Marra, 2002). Por ejemplo,  las CEH  liberan quimioatractantes neutrofílicos y monocitarios 

capaces de amplificar la inflamación en caso de lesión hepática. Entre estos factores se destacan el 

factor estimulante de colonias  (CSF), MCP‐1,  la  interleuquina 6 y el quimioatrayente neutrofílico 

inducido por citoquinas/IL‐8 (CINC) (Schwabe et al., 2003; Pinzani et al., 1992; Marra et al., 1998). 

La mayor producción y actividad de las citoquinas es crítica para poder perpetuar la activación de 

las  CEH.  La  MEC  constituye  también  un  reservorio  importante  de  factores  de  crecimiento, 

incluidos el TGF‐β1, el PDGF, el  factor de crecimiento del endotelio vascular  (VEGF), el  factor de 

crecimiento fibroblástico (FGF), el factor de crecimiento hepatocitario (HGF) y el factor activador 

de plaquetas (PAF) (Friedman, 1999; Marra, 2002).   

  Las  evidencias  de  que  la  fibrosis  puede  ser  reversible  han  intensificado  el  interés  por 

estudiar los mecanismos que participan de la resolución de la fibrosis. En este contexto, la fibrosis 

podría  revertirse  induciendo  la  apoptosis  o  necrosis  de  las  CEH  activadas,  o  menos 

probablemente, transformando las CEH activadas en células con un fenotipo más quiescente. 

Apoptosis de las CEH activadas. La resolución espontánea de la fibrosis experimental se asocia 

con la eliminación de los miofibroblastos α‐SMA positivos productores de colágeno de tipo I (CEH 
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activadas  y  fibroblastos  portales  transdiferenciados);  este  proceso  sería  dependiente  de  la 

inducción de la apoptosis en CEH. En este sentido, la apoptosis de los miofibroblastos se asocia a 

una menor expresión de TIMP1, que protege a las CEH activadas de la apoptosis, y a un aumento 

de la actividad de la MMP‐1 en el hígado (Iredale et al., 1998). 

Transdiferenciación  inversa  de  las  CEH  activadas  hacia  un  fenotipo  quiescente.  Una 

hipótesis postulada para  revertir  la  fibrosis se basa en generar  la  transdiferenciación de  las CEH 

activadas  hacia  un  fenotipo  más  quiescente.  Las  CEH  quiescentes  contienen  vitamina  A  y 

triglicéridos,  que  desaparecen  en  las  CEH  activadas  (Friedman,  2000;  Friedman,  2004).  La 

regulación  transcripcional  adipogénica/lipogénica  que  confieren  PPAR,  LXR  y  SREBP‐1c  es 

necesaria para mantener el fenotipo quiescente y de almacenar grasa de las CEH. La expresión de 

estos  factores de  transcripción  se pierde en  las CEH activadas  (Miyahara et al., 2000). Por otra 

parte,  el  tratamiento  de  las  CEH  activadas  con  un  cóctel  de  diferenciación  adipocitaria,  la 

expresión ectópica de PPARγ o SREBP‐1c (Hazra et al., 2004) o  la  inhibición de  la vía Necdin‐Wnt 

(Zhu et al., 2010) producen el cambio hacia el fenotipo quiescente. 
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Figura 8: Mecanismos celulares involucrados en la fibrosis hepática. Diferentes agentes hepatotóxicos 
son  capaces de producir mediadores que  facilitan el desarrollo de  la  fibrosis hepática.  Las  células del 
epitelio biliar y los hepatocitos dañados liberan factores y citoquinas que a su vez activan a las células de 
Kupffer  y  estimulan  el  reclutamiento  de  linfocitos  generando  un  microambiente  que  promueve  la 
activación  de  las  CEH. A  su  vez,  las  CEH  activadas producen  citoquinas  que  perpetúan  su  activación, 
aumentando la cantidad de células fibrogénicas. Estas degradan la matriz basal y sintetizan MEC fibrótica 
e impiden su degradación a través de la producción de inhibidores de MMP. El aumento de MEC induce 
apoptosis  y necrosis de hepatocitos que  estimula  aun más  la  activación de  las CEH. MCP‐1, proteína 
quimiotractante de monocitos; CCL21, C‐C  ligando 21 quimioquina; PAF,  factor derivado de plaquetas; 
MHC,  complejo mayor  de  histocompatibilidad  (Extraído  y modificado  de  Liver  fibrosis,  Bataller  et  al, 
2005). 
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II.4 Modelos experimentales in vivo de fibrosis hepática 

  Los modelos animales  son de gran utilidad en el estudio de  la  fibrogénesis hepática así 

como  también  son  valiosos  para  ensayar  distintos  agentes  antifibróticos.  La  complejidad  de  la 

fibrosis y de los procesos de comunicación entre los diferentes tipos celulares protagonistas de la 

fibrogénesis  es muy  importante.  Por otro  lado,  es  crítico  el papel que  ejercen otras  células no 

parenquimatosas hepáticas  como  células de Kupffer, endoteliales  sinusoidales y mononucleares 

residentes en el hígado. En la Tabla 1 se describen los modelos disponibles, siendo los modelos de 

tetracloruro  de  carbono  (CCl4),  tioacetamida  (TAA)  y  ligadura  del  conducto  colédoco  los más 

utilizados tanto en ratas como en ratones 

  En general,  las ratas toleran y desarrollan mejor  la fibrosis que  los ratones, sin embargo, 

los modelos de fibrosis en ratón se han utilizado más ampliamente, en parte, debido al extendido 

uso de modelos  en  ratones  transgénicos  y  knockouts.  En  esta  tesis doctoral  trabajamos  con  el 

modelo de toxicidad crónica  inducido por TAA tanto en rata como en ratón. Y con el objetivo de 

confirmar  los resultados obtenidos en  los modelos mencionados también se utilizó el modelo de 

ligadura del conducto colédoco en ratones. 

II.4.a Modelo de fibrosis inducido por tioacetamida 

  La TAA es  conocida  como un potente agente hepatotóxico. Se ha demostrado que este 

compuesto  debe  ser  bioactivado  por  citocromo  P450  y/o  por  el  sistema  monoxigenasa 

conteniendo‐flavina  (FMO)  que  lo  convierten  en  TAA‐S‐óxidos  capaces  de  generar  necrosis 

centrolobulillar  (Hunter et al., 1977; Porter et al., 1979). Estos productos  tóxicos generan daño 

mediante  la  inducción de  cambios en  la permeabilidad  celular,  incremento de  la  concentración 

intracelular de Ca2+ e inhibición de la actividad mitocondrial por lo que conducen, finalmente, a la 

muerte celular (Ambrose et al., 1949; Neal and Halpert, 1982). La aplicación crónica de TAA (300 

mg/l  en  el  agua  de  bebida  o  en  dosis  de  200 mg/kg  intraperitoneal  2  o  3  veces  por  semana, 

durante  hasta  12  semanas,  produce  una  fibrosis  preferentemente  pericentral  con  eventual 

formación de puentes entre venas centrales y porto‐portales tanto en rata como en ratón (Muller 

et al., 1988; Oren et al., 1996; Li et al., 2002) 

II.4.b Modelo de fibrosis inducido por ligadura del conducto colédoco 

  En  este modelo  se  produce  una  obstrucción  quirúrgica  extra‐hepática  del  flujo  de  bilis 

hacia el duodeno. Se ha observado que en este modelo  los ácidos biliares estimulan  la apoptosis 
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de  los hepatocitos y se generan altos niveles  la necrosis (Miyoshi et al., 1999). A su vez, Sokol   y 

colaboradores demostraron que  los  ácidos biliares  estimulan  el  estrés oxidativo  y  aumentan  la 

producción de TGF‐β1 y  colágeno  (Sokol et al., 1995). El daño  se produce principalmente en el 

área periportal con  la  inducción de  la muerte de  los hepatocitos y  la generación de  inflamación 

(Palmeira  and  Rolo,  2004).  En  este modelo,  la  duración  de  esta  obstrucción  puede  extenderse 

hasta 16 días en ratones y hasta 21 días en ratas; se observa una fibrosis periportal con formación 

de puentes fibróticos porto‐portales.  

 

II.5 Modelos experimentales de fibrosis hepática in vitro  

  La adhesión al plástico de  las CEH es  capaz de generar un proceso de activación en  las 

mismas con algunas características similares a las que ocurren in vivo, es por ello que este modelo 

es muy valioso para el estudio de las CEH. Sin embargo, el aislamiento de las CEH es muy laborioso 

y  el  rendimiento  es  relativamente  bajo.  Para  compensar  estas  dificultades  se  han  establecido 

varias líneas inmortalizadas de CEH con las que ha sido posible realizar numerosos avances a nivel 

celular y molecular del proceso fibrogénico en las CEH (Herrmann et al., 2007). 

  El aislamiento de CEH y  su cultivo en plástico es uno de  los modelos  in vitro de  fibrosis 

hepáticas más aceptado. La activación espontánea que sufren las CEH quiescentes en el cultivo en 

placa, así como la subsiguiente transdiferenciación a miofibroblastos es considerado un fenómeno 

que refleja de una manera bastante ajustada lo que acontece a nivel celular y molecular durante el 

proceso de fibrogénesis hepática in vivo (Bataller and Brenner, 2005). Existen diversos protocolos 

para aislar  las CEH, aunque todos ellos presentan  las dificultades previamente mencionadas. Una 

vez puestas en cultivo y hasta el día 3 se consideran CEH quiescentes, luego comienzan a activarse 

y al día 7 ya adquieren un fenotipo activado de tipo miofibroblástico.  

  Se  han  establecido  varias  líneas  inmortalizadas  de  CEH  con  las  que  se  han  realizado 

avances  significativos  en  el  estudio  de  las  fibrosis  hepática  (Herrmann  et  al.,  2007).  Las  líneas 

celulares provienen de CEH de rata, ratón y humanas. Otra de  las ventajas que  tienen  las  líneas 

celulares  en  comparación  con  los  cultivos  primarios  es  que  son  relativamente  fáciles  de 

transfectar. En esta tesis doctoral se utilizaron, además de cultivos primarios, dos  líneas de CEH: 

las LX2, de origen humano, y  las CFSC‐2G, provenientes de rata  (ver descripción en Materiales y 

Métodos). 



Introducción 

24 

 

 

Tabla 1: Modelos in vivo de fibrosis hepática (extraído y adaptado de Liver fibrosis, Wallace et al, 

2008) 

Agente 
hepatotóxico 

(dosis standard) 

Modelo 
animal  

Mecanismo 
principal de daño 

Hallazgos 
histológicos 
asociados  

Características
de la fibrosis 

Referencias 

CCl4 : 1ml/kg i.p. dos 
veces por semana 
durante 4‐12 
semanas 

Rata, 
ratón 

Peroxidación 
lipídica 

Necrosis de 
hepatocitos 
centro‐

lobulillares 

Pericentral con 
puentes centro‐

centrales 

(Constandinou et 
al., 2005; Plaa, 

2000; Cheeseman et 
al., 1985) 

Tioacetamida: 
300mg/l en agua de 
bebida o 200mg/kg  
i.p. 3 veces por 

semana durante 8‐12 
semanas 

Rata, 
ratón 

Generación de 
especies de 
tioacetamida 
sulfóxido que 

produce uniones no 
covalentes a células 

Necrosis de 
hepatocitos 
centro‐

lobulillares 

Pericentral con 
puentes centro‐

centrales 

(Li et al., 2002; 
Chilakapati et al., 

2007) 

Dimetilnitrosamina: 
10mg/kg  i.p. 3 días 
consecutivos por 

semana durante 2‐4 
semanas; 50mg/kg 

i.p. durante 10 meses 

Rata  Producción de 
formaldehido 
reactivo y 

metilación de 
componentes 
celulares 

Necrosis 
centrolobulillar 
hemorrágica, 
destrucción del 

endotelio 
sinusoidal 

Pericentral con 
puentes centro‐

centrales 

(Guo et al., 2006; 
Pegg and Perry, 

1981; Hirata et al., 
1989) 

Suero de cerdo: 0,5 
ml dos veces por 

semana durante 4‐16 
semanas 

Rata  Adelgazamiento de 
la vena porta, 

efecto 
hemodinámico 

No hay necrosis 
de hepatocitos 

Pericentral con 
puentes centro‐

centrales 

(Baba et al., 2004; 
Shiga et al., 1997) 

Ligadura  del 
conducto coledoco: 
2‐3 semanas luego de 

la intervención 
quirúrgica 

Rata, 
ratón 

Acumulación de 
ácido biliar que 

estimula apoptosis 
y disrupción de la 
membrana celular 

Necrosis 
periportal 

 

Periportal  y 
formación de 

puentes 

(Boker et al., 1991; 
Palmeira and Rolo, 
2004; Miyoshi et al., 

1999) 

Dieta deficiente de 
colina  y metionina 
durante 12‐15 

semanas 

Rata, 
ratón 

Acumulación de 
lípidos en 

hepatocitos. Estrés 
oxidativo,  necrosis 

e inflamación 

Acumulación 
lipídica en 
región 

centrolobulillar 

Pericentral 
 

(Anstee and Goldin, 
2006; Hirose et al., 
2007; Sahai et al., 
2004; McCuskey et 
al., 2004; Koteish 
and Diehl, 2001) 
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II. 6 Tratamientos y perspectivas 

  No existe en  la actualidad un  tratamiento efectivo para  la cirrosis hepática  (Bataller and 

Brenner, 2005). En ocasiones,  la eliminación del  agente productor, por ejemplo el  consumo de 

alcohol, puede permitir  la  regresión del proceso  fibrogénico a un estadio menos avanzado. Por 

otro  lado,  la  inhibición  del  estímulo  pro‐inflamatorio  y  pro‐fibrogénico  inducido  por  procesos 

como  la hepatitis  crónica asociada al VHB o VHC es  capaz de hacer  remitir el grado de  fibrosis 

(Bataller  and  Brenner,  2005).  Aunque  la  fibrosis  hepática  puede  ser  reversible,  la  cirrosis,  el 

estadio más  avanzado  de  la  fibrosis,  es  generalmente  irreversible.  Para  pacientes  con  cirrosis 

avanzadas y complicaciones clínicas el  transplante hepático es  la única alternativa, sin embargo, 

este  procedimiento  es muy  costoso  y  existe  una  escasez  de  donantes  por  lo  que  no  todos  los 

pacientes tienen acceso al mismo. 

  Por esta razón son muchos los trabajos científicos que centran sus esfuerzos en encontrar 

alternativas  terapéuticas  y  nuevas  dianas  que  permitan  frenar  la  progresión  de  la  cirrosis  o 

contribuir a su resolución. Entre ellas se han reportado, aunque con poco éxito, el uso de drogas 

antinflamatorias, como corticoesteroides en el tratamiento de fibrosis en pacientes con hepatitis 

aguda (Czaja and Carpenter, 2004); antioxidantes, como vitamina E o fosfatidilcolina que pueden 

inhibir  la  activación  CEH  y  proteger  a  los  hepatocitos  de  la  apoptosis,  con  algún  beneficio  en 

pacientes  con enfermedad alcohólica y esteatohepatitis no alcohólica  (NASH)  (Tome and  Lucey, 

2004;  Lieber,  1997;  Harrison  et  al.,  2003);  inhibición  de  la  síntesis  o  señalización  de  TGF‐β1 

(Gressner et al., 2002); factores de crecimiento, como  IGF, factor de crecimiento hepatocitario o 

cardiotropina  (Ueki et al., 1999; Bustos et al., 2003); sustancias que  inhiban vías de señalización 

claves  en  la  fibrosis,  como  por  ejemplo  inhibidores  de  fosfodiesterasas,  antagonistas  de  Ras, 

ligandos  de  PPARα  o  PPARγ  (Bataller  and  Brenner,  2005).  Otras  estrategias  se  enfocan  en  la 

expresión  de  MMP  específicas  para  el  colágeno  fibrilar  (MMP1),  inhibición  de  MMP2  y  9,  y 

estudios sobre moléculas  involucradas en  la polimerización de  la  fibras de colágeno, como es el 

caso de ADAMTS2 (Kesteloot et al., 2007). También se han utilizado inhibidores y antagonistas del 

sistema de renina‐angiotensina con resultados prometedores (Yokohama et al., 2004; Bataller et 

al.,  2005).  Una  estrategia  central  es,  sin  dudas,  la  inhibición  específica  de  la  activación  y 

proliferación de las CEH (Bataller and Brenner, 2005). En este sentido, se han reportado distintos 

estudios que intentan: a) disminuir la activación de las CEH; b) disminuir la proliferación de CEH; c) 
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disminuir  la  respuesta  proinflamatoria  generada  por  las  CEH;  d)  estimular  la  apoptosis  de  CEH 

activadas (Friedman, 2003). 

  En  la última década se han realizado avances significativos en el empleo de herramientas 

de terapia génica para el tratamiento de  la fibrosis hepática experimental,  lo que abre un nuevo 

abanico de posibilidades de  tratamiento. Más adelante  se desarrollará este  tema en el  capítulo 

destinado a terapia génica. 

 

 

III Complicaciones de la cirrosis hepática: el hepatocarcinoma 

III.1 Epidemiología  

  El hepatocarcinoma  (HC)  constituye entre el 85‐90% de  todos  los  tumores primarios de 

hígado (Llovet and Bruix, 2008). Es el sexto tumor más frecuente y la tercera causa de muerte por 

cáncer en el mundo,  lo cual  lo convierte en un problema  sanitario de  jerarquía a nivel mundial 

(Parkin,  2001).  Esta  frecuencia  elevada  se  acompaña  de  una  distribución  mundial  muy 

heterogénea,  con  las  cifras más  altas  en África  sub‐sahariana  y  en el  sudeste de Asia;  con una 

incidencia de 13,3 a 35,2/100.000 habitantes para mujeres y hombres, respectivamente (El‐Serag 

and  Rudolph,  2007).  En  lo  que  respecta  a  nuestro  país,  y  si  bien  no  se  conocen  estadísticas 

precisas, se estima que  la  incidencia es baja y cercana a 5/100.000 habitantes. La explicación de 

esta  heterogeneidad  se  encuentra,  al menos  en  parte,  en  que  también  existe  una  distribución 

variable de los factores de riesgo asociados al HC. Por ejemplo, la infección crónica por el VHB es la 

responsable de la aparición del HC en las zonas de mayor incidencia  (Fassio et al., 2009; Fassio et 

al.,  2010).Lo más  preocupante  es  que  la  incidencia  y  la mortalidad  del  HC  se  encuentran  en 

aumento, principalmente en occidente debido a  la diseminación de  la  infección crónica por VHC 

(El‐Serag and Rudolph, 2007). Por el contrario, se han observado cambios positivos en la incidencia 

en algunos países como Taiwán, debido a campañas agresivas de vacunación para el VHB (El‐Serag 

and Rudolph, 2007). 

III.2 Etiología y patogenia 

  En  cuanto  a  los  factores  de  riesgo  para  la  aparición  del  HC  destacan,  como  se  ha 

mencionado previamente, el VHB, el VHB asociado a aflatoxina B, el VHC y el consumo crónico de 
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alcohol,  entre  otros;  estos  últimos  predominan  en  países  industrializados  (Llovet,  2007). 

Independiente del agente etiológico el riesgo se eleva en pacientes con cirrosis establecida, por lo 

que esta condición es considerada una enfermedad pre‐neoplásica  (Llovet et al., 2003). En este 

sentido, se observa que la incidencia anual del HC en paciente con cirrosis por VHB es del 2‐6% y 

para el VHC del 3‐5% (Bruix et al., 2001). En los últimos años se ha demostrado que otros factores 

como la obesidad, la diabetes, el síndrome metabólico, la dislipemia y el tabaquismo se asocian a 

un incremento del riesgo de HC y, para alguno de ellos, también a la mortalidad asociada al mismo 

(El‐Serag and Rudolph, 2007). 

  La  transformación  neoplásica  de  los  hepatocitos,  independientemente  del  factor 

etiológico,  se  produce  como  consecuencia  de  un  incremento  en  el  recambio  celular  hepático 

inducido por la lesión crónica y por la regeneración en el contexto de una inflamación, la respuesta 

inmunitaria, y el daño oxidativo del ADN. Esto podría resultar en alteraciones genéticas, como  la 

activación de oncogenes virales,  la  inactivación de genes supresores de tumores,  la  inestabilidad 

genómica debida a déficits en la reparación del ADN, la sobreexpresión de factores de crecimiento 

y angiogénicos, y la activación de la telomerasa (El‐Serag et al., 2008). 

  Tanto  las  hepatitis  virales  crónicas  como  también  el  consumo  crónico  de  alcohol,  la 

hemocromatosis  y  otros  factores  etiológicos,  actuarían  mediante  la  lesión  hepática  crónica, 

intentos repetidos de reparación, y finalmente la generación de cirrosis. En sustento de lo dicho, el 

principal factor de riesgo es  la cirrosis hepática, ya que el 70‐90% de  los HC se desarrollan en el 

hígado  con  cirrosis  (Blum,  2005).  Otras  causas  de  predisposición  a  la  enfermedad  son: 

estateohepatitis no alcohólica  (NASH), obesidad, diabetes, hepatitis crónica autoinmune, cirrosis 

biliar primaria, diferentes agentes químicos (ej. tabaquismo) (El‐Serag et al., 2008).  

 

III.3 Diagnóstico y tratamiento  

  El único sistema que permite asociar estadificación con  tratamiento y pronóstico del HC 

brindando pautas de utilidad en el proceso de decisión terapéutica es el sistema Barcelona Clinic 

Liver  Cancer  (BCLC)  generado  por  el  grupo  de  Barcelona  y  validado  e  incorporado  por  las 

asociaciones americana y europea para el estudio de  las enfermedades hepáticas, AASLD y EASL, 

respectivamente (Bruix et al., 2001; Bruix and Sherman, 2005) . En  los pacientes cirróticos en  los 

que se hace el diagnóstico de HC la estrategia de tratamiento, y por ende el pronóstico, dependerá 

no sólo del estadio de  la enfermedad tumoral sino también de  la función hepática (Child‐Pugh) y 
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del estado general del paciente (perfomance status). Es importante destacar que la supervivencia 

para los pacientes que se encuentran en los estadios 0 (estadio muy precoz) y A (estadio precoz), a 

los  que  se  les  puede  realizar  un  tratamiento  con  intención  curativa  (transplante,  resección 

quirúrgica o  técnicas de ablación) se encuentra entre el 40‐70% a  los 5 años. Para  los pacientes 

que se encuentran en los estadios B (estadio intermedio) y C (estadio avanzado) para los que está 

indicado  la  quimio‐embolización  transarterial  (TACE)  y  el  tratamiento  médico  con  sorafenib, 

respectivamente, la supervivencia media se encuentra entre los 11 y 20 meses para el estadio B y 

en 9 meses para el estadio C. Para los pacientes en estadio D (estadio terminal) solo se contempla 

tratamiento  sintomático,  siendo  la  supervivencia  media  de  unos  3  meses  aproximadamente 

(Llovet et al., 1999). 

 

 III.4 Nuevas estrategias de tratamiento para el hepatocarcinoma avanzado 

  Existe un desarrollo creciente de nuevas terapias moleculares dirigidas para el HC a nivel 

clínico.  Entre  ellas  se  encuentran  estrategias  que  incluyen:  inhibidores  de  angiogénesis, 

inhibidores de proliferación y inhibidores de la actividad telomerasa necesaria para la proliferación 

de  las  células  del  HC  (Djojosubroto  et  al.,  2005).  Se  han  sumando  terapias  con  anticuerpos 

monoclonales o  inhibidores de quinasas que han demostrado  cierta efectividad.  En el 2007,  se 

comenzó  a  utilizar  en  la  práctica  clínica  el  sorafenib  (Nexavar®),  un  inhibidor  de  múltiples 

quinasas,  que  demostró  tener  capacidad  de  inhibir  la  proliferación  de  células  tumorales,  el 

desarrollo  de  neovasos  y  de  incrementar  la  apoptosis  en  un  número muy  amplio  de modelos 

tumorales  experimentales  (Chang  et  al.,  2007).  Chang  y  colaboradores  demostraron  que  su 

mecanismo de acción se basa en la inhibición de distintas vías de señalización tumoral como la vía 

Raf‐1 y B‐Raf, así como también a  los receptores con actividad tirosina‐quinasa VEGF1, 2 y 3 y al 

receptor del PDGF‐b. Esta molécula ha demostrado prolongar significativamente  la supervivencia 

de los pacientes con HC avanzado en estadio C (Llovet and Bruix, 2008).  

  También  están  siendo  utilizados  otros  tratamientos  moleculares  los  cuales  pueden 

agruparse  en  4  grupos  según  sus  dianas:  i)  anti‐EGRF:  aquí  se  encuentran  erlotinib,  gefitinib, 

lapatinib,  cetuximab,  ii) anti‐angiogénicos: bevacizumab, el mismo  sorafenib,  sunitinib, bivranib, 

vatalanib y cediranib; iii) inhibidores de mTOR: sirolimus, everolimus, temsirolimus; iv) otros: entre 

los que se encuentran inhibidores de IGF‐1, de Wnt, etc. Entre estos últimos, se han comunicado 
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resultados  prometedores  con  erlotinib,  un  inhibidor  del  receptor  para  EGF  (“endotelial  growth 

factor”) (Philip et al., 2005). 

 

III.5 Modelos experimentales de hepatocarcinoma 

  El desarrollo de modelos experimentales que reflejen de manera ajustada lo que ocurre a 

nivel clínico con el desarrollo del HC es un gran desafío para los investigadores. Como se comentó 

anteriormente,  el  90%  de  los HC  surgen  en  hígados  cirróticos,  lo  cual  trae  aparejadas muchas 

dificultades  a  la  hora  de  seleccionar  un modelo  experimental.  Existen  pocos modelos  de  HC 

murino  espontáneos  y  la mayoría  depende  de  la  administración  de  agentes  hepatotóxicos  que 

recreen un entorno de injuria hepática crónica (Newell et al., 2008).  

  En  1969  se  demostró  por  primera  vez  que  células  tumorales  crecidas  in  vitro  tenían  la 

capacidad  de  formar  tumores  al  ser  inyectadas  de  forma  subcutánea  en  ratones 

inmunocomprometidos  (Rygaard  and  Povlsen,  1969).  Se  establecieron  así  los  modelos  de 

xenoinjerto para el estudio de  la progresión  tumoral. En esta  tesis doctoral  trabajamos con dos 

líneas de HC humanas,  las células HepG2 y HuH7  (ver  la sección de Materiales y métodos,  III. 1 

Líneas celulares), con capacidad de formación de tumores  in vivo. Estos modelos experimentales 

cuentan  con  la  ventaja de  inducir  tumores de  forma  fácil  y  rápida  y  su  localización  subcutánea 

permite  la medición directa del volumen  tumoral. Sin embargo, el modelo de xenoinjerto  tiene 

importantes limitaciones que deben tenerse en cuenta y serán discutidas a continuación.  

  Actualmente  se postula al  cáncer  como una enfermedad ocasionada por un desbalance 

patológico entre las células tumorales en sí mismas y los tejidos (Cavallo et al., 2011). El desarrollo 

del cáncer depende tanto de  la transformación a células malignas (con mutaciones oncogénicas) 

como  también  del  microambiente  que  las  rodea,  formado  por  células  normales,  células 

estromales, células vasculares y del sistema  inmunitario  (especialmente macrófagos asociados al 

tumor) (Frese and Tuveson, 2007). Estas características tan relevantes están muy modificadas en 

los modelos de xenoinjerto, especialmente los componentes del sistema inmunitario, por lo que el 

tumor se desarrolla en un ambiente muy diferente al entorno hepático. 
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IV SPARC 

IV.1 Estructura 

  SPARC  (Secreted  Protein,  Acidic  and  Rich  in  Cysteine),  también  denominada  BM40  o 

osteonectina, es una glicoproteína de MEC con funciones no estructurales sino de modulación de 

la función celular (Sage and Bornstein, 1991). Es codificada por un gen de copia única localizado en 

el cromosoma 11 murino y en el brazo largo del cromosoma 5 en humanos (Mason et al., 1986a; 

Schwarzbauer and Spencer, 1993). Posee una gran homología entre especies lo cual hace suponer 

que su función biológica es importante para las diferentes especies.  

  Su promotor carece de secuencias TATA y CAAT tradicionales (Mason et al., 1986b; McVey 

et al., 1988). En humanos existen dos transcriptos: un ARN mensajero con un tamaño de 2.2KB y 

uno menos  abundante de 3kb.  SPARC  consiste en 10 exones  separados por 9  intrones,  con un 

tamaño aproximado de 37 kb. No tiene procesamiento alternativo del ARN mensajero, por lo cual 

estas diferencias se explicarían por  la existencia de poliadenilación diferencial de  los mensajeros. 

El gen murino presenta un 92% de homología con el gen humano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Estructura y función de SPARC. A) Esquema de la estructura cristalográfica de SPARC humana 
donde  se  distinguen  sus  tres  dominios:  extremo  amino  terminal  ácido,  dominio  tipo  folistatina  y  el 
dominio carboxiterminal  de unión a calcio. B) Propiedades funcionales de cada uno de los dominios de 
SPARC.  El  dominio  folistatina  posee  dos  péptidos  relevantes,  el  péptidos  2.1  (en  verde)  y  el  péptido 
angiogénico  (K)GHK  (en negro). El dominio  carboxiterminal el péptido 4.2  (en  amarillo). Adaptado de 
Brekken et al (Brekken and Sage, 2000). 
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  En  vertebrados,  la  proteína  codificada  posee  entre  283  a  304  aminoácidos. Aunque  su 

peso molecular estimado es de 32 KDa, y debido a modificaciones post‐traduccionales, su forma 

secretada  migra  como  una  proteína  de  entre  40‐44KDa  en  SDS‐PAGE.  Diferencias  en  su 

glicosilación  pueden  explicar  la  heterogeneidad  funcional  y  estructural  observadas  (Kelm  and 

Mann, 1991).  

  Estudios de su estructura secundaria determinaron que posee tres dominios estructurales 

bien diferenciados (Figura 9): 

Dominio ácido (aa 3‐51): este dominio se encuentra en el extremo amino terminal y es rico en 

aminoácidos  Asp  y  Glu,  aunque  su  estructura  exacta  no  ha  sido  caracterizada  aún.  Presenta 

epítopes inmunodominantes (Stenner et al., 1984) y se une a hidroxiapatita, por lo que SPARC ha 

sido implicada en la mineralización de hueso y cartílago (Romberg et al., 1985). 

Dominio similar a Folistatina (aa 52‐132): este dominio presenta homología con los dominios 

folistatin (FS‐like). Los estudios de cristalografía de rayos X demostraron que esta región consiste 

en  estructuras  alargadas  formada  por  un  horquilla  β  N‐terminal  y  un  pequeño  núcleo  de 

estructura mixta α/β. Tanto  los estudios de secuenciación como  la estructura cristalina muestran 

que  el núcleo del dominio  se  asemeja  a un  inhibidor de  resina‐proteasa  y que  el dominio  tipo 

horquilla  β  se parece  al del EGF. A  su  vez, este dominio presenta un péptido 2.1  y un péptido 

(K)GHK  con  conocidos efectos proliferativos y antiangiogénicos  (Funk and Sage, 1993;  Lane and 

Sage, 1994). Los dominios  folistatina se caracterizan por  inhibir citoquinas semejantes a TGF‐β1, 

como activin o inhibin.  

Dominio de unión a Ca2+ extracelular (aa 133‐285): En el extremo carboxi terminal se observa 

un dominio de unión a calcio extracelular (EC). Estudios de cristalografía de rayos X muestran una 

estructura  globular  con  dos motivos manos  EF  con  elevada  afinidad  a  Ca2+  (Hohenester  et  al., 

1996). Este dominio posee el péptido 4.2 que  se ha demostrado que  inhibe  la proliferación de 

células  endoteliales  (Kupprion  et  al.,  1998;  Motamed  and  Sage,  1998).  Este  dominio  está 

involucrado en  la  interacción célula‐célula y es capaz de unir colágeno. De hecho,  los colágenos 

fibrilares  tipo  I,  III y V, y el colágeno de  lámina basal  tipo  IV,  se unen a este dominio en  forma 

dependiente  de  Ca2+.  Tanto  el  dominio  FS‐like  como  EC  se  encuentran  conservados  en  otras 

proteínas  de  la  familia  de  SPARC,  como  SC1/hevin, QR1  (NAD(P)H  dehydrogenase,  quinone  1), 

Testican, mientras que el extremo ácido es el más divergente (Brekken and Sage, 2000). 
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IV.2 Expresión y funciones generales 

  En  1981,  Termine  y  colaboradores  demostraron  que  SPARC  se  expresa  en  tejido  óseo 

como un componente de tipo no colágeno (Termine et al., 1981). Más tarde, Sage y colaboradores 

la describieron como una proteína  secretada por células endoteliales  in vitro  (Sage et al., 1981; 

Sage et al., 1984); Otsuka y colaboradores reportaron que también es producida por fibroblastos 

en cultivo (Otsuka et al., 1984) y en la membrana basal de hueso (Mann et al., 1987). 

  SPARC  se  expresa  durante  el  desarrollo  embrionario,  en  ratones  puede  ser  detectada 

desde el día 9 en el primordio del  corazón, más  tarde aparece en  cartílago, hueso, epitelio del 

tracto  digestivo,  vasos  sanguíneos  y  piel.  En  el  humano,  se  han  observado  altos  niveles  de 

expresión en osteoblastos, odontoblastos y fibroblastos adyacentes a condrocitos (Mundlos et al., 

1992).  En  adultos,  la  expresión  se  limita  a  tejidos  que  sufren  cambios  en  su  entorno  y  que 

requieren modificaciones  en  las  interacciones  célula‐matriz  y  célula‐célula,  como  por  ejemplo 

tejidos en regeneración y remodelación (Bornstein, 2000).  

  Aunque  SPARC  es  principalmente  una  proteína  secretada,  también  se  ha  observado 

expresión  intracelular  con  una  localización  perinuclear  que  rodea  al  aparato  de  Golgi  y  en  el 

núcleo de células en división  (Gooden et al., 1999). Aunque  la función de SPARC en el núcleo es 

desconocida,  la  evidencia  sugiere  que  podría  estar  involucrada  en  la  regulación  de  la mitosis 

(Gooden et al., 1999). 

  Las  funciones  de  SPARC  son  variadas  y  se  desarrollarán  a  lo  largo  de  los  siguientes 

apartados. SPARC modula la fisiología tisular actuando a nivel de las interacciones célula‐célula, en 

la migración y proliferación celular, con efectos antiadhesivos, modulando  la  interacción entre  la 

célula y  su entorno, y con efectos  inhibitorios del  ciclo celular. A  su vez, posee  la capacidad de 

influir sobre  la actividad de citoquinas y  factores de crecimiento. De manera  importante, SPARC 

participa en los procesos de cicatrización, angiogénesis, tumorogénesis e inflamación (Brekken and 

Sage, 2001).  

 

IV.3 SPARC y fibrosis 

  Cada vez son más importantes las evidencias que indican que SPARC desempeña un papel 

central  en  los  mecanismos  de  fibrogénesis.  Se  la  encuentra  sobreexpresada  en  múltiples 

enfermedades  que  tienen  un  elevado  componente  fibrogénico  como  la  fibrosis  pulmonar 
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intersticial (Strandjord et al., 1999), fibrosis renal intersticial (Socha et al., 2007), fibrosis cardíaca 

(Bradshaw et al., 2009) y arterosclerosis. Es para destacar  la observación de que  la  inhibición de 

SPARC  atenúa  los  efectos  pro‐fibrogénicos  de  TGF‐β1  en  células  mesangiales  renales  y  en 

fibroblastos dérmicos en cultivo. Más aun, en estudios in vivo se observó que la ausencia de SPARC 

disminuye el desarrollo de fibrosis pulmonar (Strandjord et al., 1999). 

  Muy pocos trabajos han explorado el papel de SPARC en la fibrosis hepática. Los primeros 

trabajos  realizados  en  este  sentido  observaron  la  expresión  de  SPARC  en  miofibroblastos 

hepáticos activados en cultivos y por técnicas de hibridación  in situ se observó marca positiva en 

tractos  fibrosos  y en  los  sinusoides hepáticos  (Blazejewski  et al., 1997a). Posteriormente, estos 

hallazgos serían confirmados por técnicas de Northen blot en muestras de pacientes con fibrosis 

hepática inducida por alcohol y en pacientes con cirrosis biliar primaria; así como también en ratas 

que recibieron el tóxico CCl4 (Frizell et al., 1995a). Los mismos autores demostraron que SPARC se 

expresa en CEH aisladas de rata y no observaron expresión de SPARC en células de Kupffer ni en 

hepatocitos.  Asimismo,  otros  trabajos  describieron  la  presencia  de  SPARC  en  muestras  de 

pacientes con fibrosis hepática ocasionada por atresia de vías biliares (Lamireau et al., 1999). A su 

vez,  en  un  estudio  de  proteómica  de  cultivos  primarios  de  CEH  activadas  in  vitro  e  in  vivo  se 

observó  aumento  de  la  expresión  de  SPARC  en  células  activadas  (Kristensen  et  al.,  2000). 

Finalmente,  Nakatani  y  colaboradores  describieron  la  presencia  de  SPARC  en  CEH  humanas 

activadas en tejidos de pacientes con hepatitis crónica (Nakatani et al., 2002b). Todos los trabajos 

que  demostraron  la  presencia  de  SPARC  en  procesos  de  fibrosis  hepática  han  sido  puramente 

observacionales y no han explorado mecanismos que permitan relacionar un papel patogénico de 

SPARC en el proceso fibrogénico hepático.  

 

IV.3.a SPARC y su relación con la organización de la MEC y la síntesis de colágeno  

  La síntesis desproporcionada de colágeno fibrilar y de otras moléculas de la  MEC provoca 

la formación de una cicatriz fibrosa característica del proceso fibrogénico hepático. SPARC es capaz 

de unirse a diferentes proteínas de la MEC, y de entre estas interacciones la capacidad de unirse a 

colágeno  ha  sido  ampliamente  estudiada.  Por  la  importancia  del  colágeno  como  componente 

fundamental  de  la  fibrosis,  la  interacción  entre  SPARC  y  colágeno  será  desarrollada  en mayor 

detalle a continuación. 
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  SPARC  interacciona con diferentes tipo de colágeno como  los de tipo  I,  II,  III,  IV y V, con 

una gran afinidad (Sasaki et al., 1998). La unión a colágeno  involucra el dominio carboxi terminal 

de SPARC y es Ca++ dependiente. Se ha comunicado que clivajes de SPARC por MMP o su estado 

de glicosilación pueden aumentar aún más la afinidad de SPARC por colágeno (Sasaki et al., 1997; 

Kaufmann  et  al.,  2004).  A  su  vez,  recientemente  se  ha  determinado  la  región  de  las  fibras  de 

colágeno  responsable de  la  interacción con SPARC. Sweeney y  colaboradores han propuesto un 

“dominio de  interacción a  la matriz” y un “dominio de  interacción con  la célula” en  la  fibrilla de 

colágeno, siendo este último el sitio de  interacción con SPARC, entre otras proteínas de  la MEC 

(Sweeney et al., 2008). 

  SPARC está  involucrada en  la maduración y en el ensamblado del colágeno a  la MEC. De 

hecho,  ratones  SPARC null presentan diferencias  significativas  en  la morfología de  las  fibras de 

colágeno y cambios en  la estructura y composición de  la MEC  (Bradshaw and Sage, 2001). Estos 

investigadores  demostraron  que  las  fibrillas  de  colágeno  de  la  dermis  de  los  ratones  null  para 

SPARC eran más pequeñas en comparación con  la dermis normal y observaron disminución en el 

colágeno  intersticial y en depósitos grasos  (Bradshaw et al., 2003; Bradshaw et al., 2009) por  lo 

que  se  postula  que  la  expresión  de  SPARC  sería  necesaria  para  la  correcta  maduración  del 

colágeno en la MEC. Esta idea fue confirmada por Rentz y colaboradores quienes demostraron que 

SPARC regula el procesamiento de procolágeno tipo I y la fibrogénesis del colágeno en fibroblastos 

dérmicos (Rentz et al., 2007). Las evidencias experimentales sugieren que SPARC es necesaria para 

que  las fibras de colágeno puedan unirse entre sí para conformar un entramado fibrilar maduro. 

En  primer  lugar  el  colágeno  es  sintetizado  como  pro‐colágeno,  molécula  que  sufre  un 

procesamiento en el que se remueven dos propéptidos que se encuentran en el extremo amino 

terminal (propéptido N) y en el extremo carboxi terminal (propéptido C), y luego varias moléculas 

de colágeno procesado  se unen para  formar  las  fibras de colágeno maduras. Un procesamiento 

prematuro de  los propéptidos puede  conducir a alteraciones en el ensamblado de  las  fibras de 

colágeno.  La  ausencia  de  SPARC  está  asociada  con  un  aumento  en  el  procesamiento  del 

procolágeno  que  conlleva  una  inhibición  en  la  fibrogénesis.  SPARC  actuaría  uniéndose  al 

procolágeno e impidiendo su procesamiento prematuro que causa alteraciones en la formación de 

fibras. Por  lo que  la  capacidad de SPARC de  influir en  la  fibrogénesis es  crucial en  las primeras 

etapas de la formación del colágeno fibrilar (Giudici et al., 2008) y su inclusión en la MEC. 
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  La  relación  entre  SPARC  y  colágeno  no  solo  es  post‐traduccional  sino  que  varias 

publicaciones han demostrado  la estrecha relación entre  la expresión de SPARC y colágeno tipo I 

(Francki et al., 1999; Brekken and Sage, 2001; Zhou et al., 2006). Por ejemplo, en cultivo de células 

mesangiales donde  se  inhibió  la expresión de SPARC,  se demostró una expresión disminuida de 

colágeno tipo I a nivel proteico y de ARN mensajero (Francki et al., 1999). 

  Por otro lado, la unión de SPARC a colágeno no solo influenciaría la formación de fibras de 

colágeno  sino  que  podría  modificar  la  interacción  del  colágeno  con  receptores  de  superficie 

celulares (Rentz et al., 2007).  Interfiriendo, de esta forma, en  la  interacción entre  las células y  la 

MEC. No está claro si SPARC actúa exclusivamente de forma extracelular modulando la formación 

de  fibras  y  la  interacción  entre  receptores  celulares  y  colágeno  o  actúa  también  de  forma 

intracelular como una chaperona en el tráfico y en  las modificaciones post‐transcripcionales que 

ocurren en el retículo endoplasmático y en el aparato de Golgi (Martinek et al., 2007). 

  SPARC  no  solo  interacciona  con  colágeno  sino  que  también  interactúa  con  diferentes 

proteínas de la MEC (como trombospondina 1, vitonectina, entactina/nidogen), por lo que tiene el 

potencial  de  contribuir  a  la  organización  de  la matriz  basal  y  del  tejido  conectivo.  SPARC  se 

sobreexpresa  en  la MEC  de  una  gran  variedad  de  tejidos.  De  hecho,  los  ratones  SPARC  null 

presentan diferentes anormalidades que reflejan alteraciones en la estructura y composición de la 

matriz  basal  (Bradshaw  and  Sage,  2001),  como  por  ejemplo  osteopenia  (Delany  et  al.,  2003), 

cataratas (Gilmour et al., 1998), alteraciones en la dermis (Bradshaw et al., 2003) y alteraciones en 

la cicatrización (Bradshaw et al., 2002). Otro ejemplo del papel de SPARC en el ensamblado de la 

MEC es el aumento de la expresión de SPARC durante el desarrollo embrionario cuando la MEC se 

encuentra en formación (Brekken and Sage, 2000). 

IV.3.b SPARC y TGF‐β1 

  TGF‐β1 es una citoquina central en el desarrollo de  la fibrosis en general y en  la hepática 

en particular (Bataller and Brenner, 2005). Es una citoquina reguladora de la activación de las CEH 

así  como  también  tiene  efectos  mitogénicos  (Friedman,  2003).  SPARC  y  TGF‐β1  han  sido 

relacionadas  con  la  rápida  remodelación  de  tejidos  conectivos  durante  los  procesos  de 

cicatrización de heridas  (Sporn et al., 1983; Wasi et al., 1984). Es extensa  la evidencia científica 

que demuestra la existencia de una relación entre estas dos proteínas, donde la expresión de TGF‐

β1 aumenta la expresión de SPARC y viceversa (Wrana et al., 1991; Ford et al., 1993; Reed et al., 

1994; Shiba et al., 2001). 
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  Estudios similares de Wrana y colaboradores demostraron en diferentes tipos celulares de 

hueso  que  TGF‐β1  induce  la  síntesis  de  proteínas  de MEC  tales  como  colágeno,  fibronectina  y 

SPARC (Wrana et al., 1988). Más tarde, los mismos investigadores demostraron que TGF‐β1 regula 

la expresión de SPARC en fibroblastos humanos cultivados in vitro (Wrana et al., 1991). Más aun, 

TGF‐β1 indujo la expresión de SPARC durante la diferenciación de queratinocitos humanos (Ford et 

al., 1993). Coincidentemente, Reed y colaboradores demostraron la expresión de colágeno tipo I y 

SPARC de forma dependiente de TGF‐β1 en cultivos primarios de fibroblastos humanos (Reed et 

al., 1994). Resultados  similares  fueron obtenidos en  condrocitos  (Chandrasekhar  et al., 1994)  y 

células de la pulpa dentaria humana (Shiba et al., 1998). 

  TGF‐β1  no  solo  es  capaz  de  regular  la  expresión  de  SPARC  sino  que  esta  relación  es 

recíproca,  es  decir  que  SPARC  induce  a  su  vez  la  expresión  de  TGF‐β1.  Diversos  trabajos  han 

explorado esta relación, entre ellos, se destacan  los estudios realizados sobre cultivos de células 

mesangiales y en fibroblastos dérmicos en los que se observó que la inhibición de la expresión de 

SPARC induce una disminución de la expresión de colágeno tipo I y TGF‐β1, tanto a nivel de ARNm 

como  de  la  proteína  (Francki  et  al.,  1999;  Zhou  et  al.,  2005;  Zhou  et  al.,  2006).  Bassuk  y 

colaboradores demostraron, en un modelo de glomerulonefritis en rata, que el agregado exógeno 

de  SPARC  conducía  a  un  aumento  de  la  expresión  de  TGF‐β1  y  colágeno  tipo  I  en  células 

mesangiales  (Bassuk  et  al.,  2000).  Posteriormente,  otros  autores  demostraron  disminución  de 

mensajeros para TGF‐β1 y de proteína en las células mesangiales de ratones SPARC null en cultivo 

y en células epiteliales de pulmón. La adición de SPARC recombinante aumenta  la producción de 

TGF‐β1  tanto en cultivos provenientes de animales  sanos o como SPARC null  (Schiemann et al., 

2003; Francki et al., 2004). 

  No solo existe una retroalimentación positiva entre la producción de SPARC y TGF‐β1, sino 

que  SPARC  podría  regular  la  vía  de  señalización  inducida  por  TGF‐β1. Aunque  se  desconoce  si 

SPARC interactúa directamente con TGF‐β1 o lo hace a través de la interacción con el receptor de 

TGF‐β1 (Francki et al., 2004), es una proteína importante para la vía de TGF‐β1. Se demostró que 

SPARC inhibe la proliferación de células epiteliales a través de la estimulación de la señalización de 

la vía TGF‐β1‐Smad 2/3 (Schiemann et al., 2003). Del mismo modo, se reportó que SPARC regula la 

fosforilación de Smad 2 mediada por TGF‐β1 en células mesangiales indicando que SPARC no sólo 

regula  la  expresión  de  TGF‐β1  sino  también  la  cascada  de  señalización  dependiente  de  esta 

proteína (Francki et al., 2004). 
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IV.3.c SPARC y los procesos de adhesión, migración y proliferación celular 

  Las CEH activadas poseen la habilidad de migrar y acumularse en los sitios dañados por la 

injuria donde van a producir matriz fibrilar e inducir la producción de citoquinas pro‐inflamatorias 

y  quimiotácticas  (Friedman,  2003).  La  presencia  de  éstas  aumenta  el  reclutamiento  de  CEH, 

generando un mecanismo de retroalimentación positiva. SPARC puede tener implicancia en varios 

aspectos del comportamiento celular incluyendo adhesión, migración y proliferación (Brekken and 

Sage, 2000). Los primeros hallazgos relacionados con la funcionalidad de SPARC demostraron que 

esta proteína podía ser un  inhibidor del ciclo celular con capacidad para frenar a  los fibroblastos 

en fase G1 (Sage et al., 1995; Funk and Sage, 1991). También se demostró que SPARC es capaz de 

inhibir  la  proliferación  de  células  endoteliales,  de  músculo  liso,  mesangiales  y  fibroblastos 

estimulados con factores de crecimiento (Hasselaar and Sage, 1992; Raines et al., 1992; Bradshaw 

et  al.,  1999).  SPARC  puede  atenuar  la  capacidad mitogénica  tanto  de  PDGF  como  de  VEGF,  al 

menos en parte por la alteración de la interacción entre estos factores y sus receptores (Raines et 

al., 1992; Kupprion et al., 1998). Además, puede inhibir la capacidad de inducir proliferación sobre 

células de músculo liso estimuladas por FGF, aunque el mecanismo subyacente no se conoce con 

precisión (Yan and Sage, 1999; Brekken and Sage, 2000). 

  La adhesión celular es un proceso reversible y esencial para el crecimiento celular; consiste 

en tres etapas: pegado, estiramiento y formación de contactos focales y fibras de stress. Aunque el 

mecanismo no  se  conoce  con exactitud, SPARC provoca  cambios a nivel  celular  favoreciendo  la 

aparición de un  fenotipo  redondeado por  inhibición del proceso de adhesión  (Murphy‐Ullrich et 

al., 1995);  esto  se debe,  al menos  en parte,  a  la disolución de  los  complejos  focales  y  a  la  re‐

organización de  las fibras de estrés. Mediante estudios  in vitro se ha podido establecer  la región 

peptídica de SPARC responsable de los efectos antiproliferativos (Figura 9). Young y colaboradores 

han demostrado que el efecto anti‐estiramiento y el desensamblaje de  los contactos  focales de 

adhesión en células endoteliales bovinas es mediado por SPARC o por un péptido C‐terminal de la 

misma conteniendo el sitio de unión a Ca2+. Se cree que alguna de estas dos moléculas, SPARC o su 

péptido derivado, están  involucradas en  la fosforilación de tirosinas de proteínas asociadas a  los 

contactos  focales  de  adhesión  (Young  et  al.,  1998;  Barker  et  al.,  2005). Mediante  estudios  de 

inhibición  de  vías  de  señalización,  se  ha  comprobado  que  la  inhibición  general  de  proteínas 

tirosina‐quinasas protegió a células endoteliales del efecto antiadhesivo de SPARC, pero el efecto 

antiproliferativo  no  pudo  ser  inhibido  (Motamed  and  Sage,  1998).  Este  mismo  grupo  de 
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investigadores  demostró  que  el  efecto  antiadhesivo  de  SPARC  sobre  células  endoteliales  es 

mediado  a  través de una  vía dependiente de  fosforilación de  tirosinas mientras que  la  función 

antiproliferativa es dependiente en forma parcial de una vía acoplada a receptor de proteína G. 

  Mientras  que  el  papel  de  SPARC  en  la  adhesión  celular  y  en  la  proliferación  ha  sido 

ampliamente estudiado, no se conoce mucho acerca de SPARC y el proceso de migración celular. 

Durante  la  reparación  tisular,  que  ocurre  en  el  proceso  de  fibrosis,  la  migración  celular  es 

importante para reclutar  las células a  las zonas con daño  (Friedman, 2003). La migración celular 

depende  de  rearreglos  en  el  citoesqueleto  que  permitan  a  las  células  desplazarse  (Olson  and 

Nordheim, 2010). Existen algunas pocas evidencias de que este proceso también es modulado por 

SPARC  vía  interacciones  con  citoquinas  y  factores de  crecimiento  (Phan  et al., 2007). A  su  vez, 

SPARC es capaz de promover migración celular vía interacciones con integrinas (αvβ3 and αvβ5) en 

células tumorales de próstata (De et al., 2003). Wu y colaboradores demostraron un aumento en 

la expresión de SPARC en  zonas de necrosis que aparecen como consecuencia de un  infarto de 

miocardio donde se puede observar un  incremento en  la migración de fibroblastos a estas zonas 

por  un mecanismo  dependiente  de  integrinas.  Los  investigadores  proponen  que  SPARC  puede 

ayudar a  las células a perder conexiones con el tejido conectivo y, así, permitir que migran hacia 

los sitio de injuria (Wu et al., 2006). Por otro lado, se observó que la reparación tisular en ratones 

SPARC  null  se  encuentra  comprometida,  en  parte,  debido  a  la  inhibición  de  la migración  de 

fibroblastos a  las zonas  lesionadas  (Basu et al., 2001). Los mismos autores realizaron estudios  in 

vitro de reparación de heridas donde demuestran que fibroblastos dérmicos obtenidos de ratones 

SPARC null y  tratados con mitomicina C  (para  impedir su proliferación) son  incapaces de migrar. 

Estos  resultados  resaltan  el  papel  de  SPARC  en  la  migración  hacia  sitios  en  proceso  de 

cicatrización.  

  Sin  embargo,  el  papel  de  SPARC  en  la  migración  parece  ser  célula  específica.  Se  ha 

comunicado  que  SPARC  no  influye  en  la migración  de  queratinocitos  (Wu  et  al.,  2006)  y,  al 

contrario  de  lo  observado  anteriormente,  la  inhibición  de  SPARC  estimula  la  migración  de 

leucocitos (Sangaletti et al., 2005). 

  No  solo parece  ser  relevante  la producción de  SPARC por  las propias  células que  van a 

migrar  o  que  están  migrando,  sino  que  la  presencia  de  SPARC  exógena  puede  influir  en  la 

migración.  Se  demostró  que  en  combinación  con  fibronectina  el  agregado  de  SPARC  en 

concentraciones  bajas  puede  promover  la  migración,  mientras  que  la  presencia  de  altas 
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concentraciones de SPARC impiden la migración (Wu et al., 2006). Del mismo modo, se reportó en 

líneas de glioma efectos duales de SPARC en la migración dependiendo de la concentración en la 

que es producida por las células (Rempel et al., 2001).  

IV.3.d SPARC y Apoptosis 

  La relación entre SPARC y apoptosis podría desempeñar un papel importante en la fibrosis, 

especialmente si tenemos en cuenta que existe interés en aquellas estrategias destinadas a inducir 

apoptosis en  las CEH activadas como mecanismo de resolución de  la  fibrosis  (ver  II.3 Las células 

estrelladas hepáticas: células claves en el desarrollo de la fibrosis). En este sentido, recientemente, 

Tang y colaboradores demostraron que  la expresión de SPARC en  fibroblastos pulmonares en  la 

fibrosis pulmonar  idiopática confiere resistencia a  la apoptosis  inducida por plasminógeno  (Tang 

and  Tai,  2007).  SPARC  vía  interacción  con  integrinas  activa  la  vía  de  PI3K,  consecuentemente 

aumentan  los  niveles  de  β‐catenina  (Shi  et  al.,  2007;  Nie  and  Sage,  2009).  Este  factor  de 

transcripción  activa  la  expresión  de  genes  como  PAI‐1  (plasminogen  activator  inhibitor‐1)  y  el 

aumento de PAI‐1 protege de  la apoptosis (Tang and Tai, 2007). Se ha reportado sobreexpresión 

de PAI‐1  en  fibrosis hepática  inducida por  alcohol  y  en  la  injuria hepática  en  el  contexto de  la 

colestasis  (Arteel, 2008). De manera  interesante,  la relación entre SPARC y apoptosis es a  la vez 

compleja y diferente en el contexto del cáncer, como se desarrollará a continuación (Tai and Tang, 

2008). 

 

IV.4 SPARC y cáncer 

  Hasta el momento hemos descripto el papel de SPARC en distintos órganos y sistemas, y 

en particular su participación en el proceso fibrogénico. Sin embargo, las funciones de SPARC en el 

contexto  del  cáncer  son  un  tanto  más  controvertidas;  más  bien  puede  tener  efectos 

contrapuestos,  en  ocasiones  facilitando  el  crecimiento  tumoral  y  en  otras  inhibiendo  el 

crecimiento y agresividad de  las células tumorales. Estos efectos contradictorios son sumamente 

complejos y dependen, al menos en parte, del tipo celular estudiado y del microambiente tumoral. 

A continuación introduciremos las evidencias de la actividad de SPARC en cáncer. 

  SPARC  se  encuentra  sobreexpresada  en  diversos  tipos  tumorales,  especialmente  en 

componentes de la MEC, como células endoteliales y fibroblastos (Sage et al., 1981; Otsuka et al., 

1984). Las evidencias indican que SPARC es una proteína multifacética involucrada en numerosos 
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procesos relacionados con la progresión tumoral. De hecho, se ha encontrado correlación entre la 

expresión de SPARC y la progresión tumoral en glioma, astrocitoma, melanoma, carcinoma renal y 

adenocarcinoma  pancreático  (Tabla  2).  Sin  embargo,  varios  trabajos  sugieren  que  SPARC  es 

antitumoral en otras situaciones como  leucemia mieloide, neuroblastoma, cáncer de ovario y de 

colon (Tabla 3) (Podhajcer et al., 2008b). Estos datos, aparentemente contradictorios, resaltan  la 

compleja biología de SPARC en cáncer, lo cual requiere un estudio exhaustivo de sus funciones en 

cada tipo de tumor ya que no es posible emplear un criterio único en todos los tipos de cáncer. 

  ¿Cómo se puede explicar esta controversia del papel de SPARC en unos casos antitumoral 

y,  en  otros,  favoreciendo  el  crecimiento  tumoral?  La  respuesta  a  esta  pregunta  no  es  fácil; 

además,  el  crecimiento  tumoral  no  solo  depende  del  linaje  tumoral  sino  también  del 

microambiente donde se desarrolla. La MEC es una compleja  red dinámica cuya  función va más 

allá de ser un soporte mecánico, por el contrario  interviene directamente en distintas  funciones 

celulares como adhesión, migración, proliferación y diferenciación (Liotta and Kohn, 2001). Como 

se describió anteriormente, SPARC es una proteína que si bien no es un componente estructural 

de  la  MEC  forma  parte  de  un  grupo  de  proteínas  matricelulares  con  funciones  regulatorias 

(Bradshaw and Sage, 2001). En este sentido, las evidencias aportadas por la literatura demuestran 

que SPARC no solo se expresa en las células tumorales sino que se encuentra presente en células 

endoteliales y fibroblastos presentes en el entorno tumoral, sugiriendo la participación de SPARC 

en la intercomunicación estroma‐tumor (Koukourakis et al., 2003; Infante et al., 2007). 

IV.4.a El papel protumorigénico y prometastásico de SPARC 

  La capacidad de SPARC de contribuir al fenotipo tumoral se atribuye a distintos procesos 

entre los que se encuentran: ‐su capacidad de transducción de señales vía integrinas, ‐su influencia 

sobre factores de crecimiento, ‐su capacidad antiadhesiva que puede promover el desensamblaje 

de  las  células  malignas  de  la  MEC  promoviendo  la  migración  y  diseminación  de  las  células 

tumorales, o ‐su acción sobre proteasas de MEC permitiendo su degradación e  incrementando  la 

capacidad  invasiva de  las células tumorales. En general, estas rutas moleculares de transducción 

contribuyen a diferentes eventos que afectan  la progresión tumoral como el remodelamiento de 

la MEC,  la  angiogénesis,  la  regulación  de  la migración  y  proliferación  celular, modulación  del 

sistema  inmunitario  y metástasis.  Es  claro  que  no  existe  un  único mecanismo  de  acción  que 

explique los diversos efectos de SPARC en la tumorogénesis. Se puede decir que, SPARC tendría un 
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papel diferencial dependiendo si es expresada por  las mismas células tumorales o por  las células 

estromales del microambiente tumoral (Podhajcer et al., 2008b). 

  SPARC ha demostrado tener propiedades protumorales en una gran variedad de tumores 

tales  como  glioma, melanoma,  cáncer  de mama,  próstata,  riñón,  esófago,  pulmón,  páncreas, 

ovario, vejiga, útero, cáncer de cabeza de cuello, leucemia, cáncer gástrico y de colon (Arnold and 

Brekken,  2009).  En  la  Tabla  2  se  resume  la  información  generada  en  estudios  con muestras 

provenientes  de  pacientes,  de  modelos  experimentales  murinos  y  de  estudios  in  vitro,  que 

muestran evidencias acerca de  la  capacidad promotora del  crecimiento y diseminación  tumoral 

que puede ejercer SPARC.  

  Existen numerosas evidencias en modelos in vivo que muestran que la expresión de SPARC 

en glioblastoma, astrocitoma y meningioma es un predictor negativo de supervivencia (Huang et 

al., 2000; Pen et al., 2007; Rempel et al., 1998; Rich et al., 2003). A su vez, estudios  in vitro en 

líneas  de  glioblastoma  demuestran  que  tanto  la  expresión  endógena  como  exógena  de  SPARC 

aumenta  la capacidad de adhesión, supervivencia, migración y  invasión de  las células  tumorales 

(Golembieski et al., 1999; Kunigal et al., 2006; McClung et al., 2007; Rempel et al., 2001; Rich et 

al.,  2003;  Schultz  et  al.,  2002;  Seno  et  al.,  2009;  Shi  et  al.,  2004;  Shi  et  al.,  2007).  Rich  y 

colaboradores demostraron en un modelo murino de glioblastoma que al sobreexpresar SPARC en 

un  línea no  invasiva esta adquiere un  fenotipo de  tipo  invasivo  (Rich et al., 2005). De  la misma 

manera, otros estudios demostraron que si se  inhibe SPARC en un  línea  invasiva de glioblastoma 

estas células pierden la capacidad de diseminación al inyectarse de forma intracerebral en ratones 

(Seno et al., 2009).  

  En  cáncer  de  mama  los  resultados  son  bastante  coincidentes.  SPARC  se  encuentra 

sobreexpresada en tejido tumoral y se la asocia a tumores más agresivos  (Amatschek et al., 2004; 

Barth et al., 2005; Bellahcene and Castronovo, 1995; Bergamaschi et al., 2008; Helleman et al., 

2008;  Iacobuzio‐Donahue  et al., 2002;  Jones  et al.,  2004;  Lien  et al., 2007; Parker  et al.,  2004; 

Porter  et  al.,  2003;  Sarrio  et  al.,  2008; Watkins  et  al.,  2005; Woelfle  et  al.,  2003).  Tanto  la 

sobreexpresión endógena como exógena de SPARC se asocia a un aumento del potencial invasivo 

de las células tumorales (Briggs et al., 2002; Campo McKnight et al., 2006; Gilles et al., 1998; Jacob 

et al., 1999; Zajchowski et al., 2001). Estudios más recientes enfocados en establecer el papel de 

SPARC en el proceso de metástasis en cáncer de mama demostraron que SPARC pertenece a un 
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grupo de genes cuya presencia  se asoció con un mayor agresividad  tumoral y capacidad de dar 

metástasis pulmonares (Minn et al., 2005). 

  En  lo  que  respecta  al  cáncer  de  pulmón,  también  se  ha  reportado  un  aumento  en  la 

expresión de SPARC en células tumorales pulmonares (Amatschek et al., 2004; Siddiq et al., 2004) 

así como también en el estroma tumoral (Koukourakis et al., 2003), por lo que nuevamente aquí la 

expresión de SPARC se asocia con mal pronóstico.  

  En cuanto al cáncer de páncreas diversos estudios reportan  la expresión de SPARC tanto 

en el tumor primario como en las metástasis (Guweidhi et al., 2005; Prenzel et al., 2006; Ryu et al., 

2001).  En  este  sentido, dos  estudios  realizados  in  vitro demuestran que  la presencia de  SPARC 

exógena  incrementa  la capacidad  invasiva de células  tumorales pancreáticas humanas, mientras 

que  la  inhibición de  la expresión de SPARC  la disminuye  (Guweidhi et al., 2005; Mantoni et al., 

2008). 

  La  sobreexpresión  de  SPARC  ha  sido  asociada  a  los  tipos más  agresivos  de melanoma 

humano  y  se  ha  sugerido  que  su  expresión  es  un  factor  predictivo  de  agresividad  en  esta 

enfermedad  tumoral  (Ledda  et  al.,  1997b;  Massi  et  al.,  1999;  Rumpler  et  al.,  2003).  Más 

recientemente  la presencia de SPARC en el suero de pacientes fue propuesta como marcador no 

invasivo para la detección temprana del melanoma (Ikuta et al., 2005). Por otro lado, la expresión 

de SPARC induce un aumento en la movilidad e invasividad de células de melanoma (Robert et al., 

2006; Smit et al., 2007). Mediante herramientas de terapia génica se ha demostrado en células de 

melanoma que la inhibición de la expresión de SPARC reduce la adhesión, invasión y capacidad de 

formar tumores in vivo (Alvarez et al., 2005; Ledda et al., 1997b; Prada et al., 2007; Robert et al., 

2006; Smit et al., 2007; Sosa et al., 2007). Por otro  lado, células de melanoma sobreexpresando 

SPARC  fueron  capaces  de  generar  tumores  en  ratones  nude  que  presentaron  aumento  de  la 

angiogénesis (Prada et al., 2007), otro potencial mecanismo por el cual SPARC podría promover la 

progresión tumoral. También se ha relacionado a SPARC con la capacidad de inducir una transición 

epitelio‐mesenquimal (TEM), proceso por el cual las células cambian su patrón de expresión hacia 

un fenotipo con mayor capacidad    invasiva y agresiva (Sosa et al., 2007; Smit et al., 2007; Thiery, 

2002). Esta transición se caracteriza por la existencia de una pérdida de las uniones intercelulares 

(cambio  en  la  expresión  de  caderina  E  por  la  N),  disminución  de  la  expresión  de marcadores 

epiteliales  (citoqueratinas),  sobreexpresión  de  moléculas  mesenquimales  (vimentina)  y 

adquisición de un fenotipo similar al del fibroblasto con un aumento en su capacidad de migración 
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e invasividad (Thiery, 2002). Recientemente, un estudio de expresión génica por micro arreglos en 

cáncer  de mama  observó  un  aumento  de  SPARC  y  de moléculas  asociadas  a  TEM  (Lien  et  al., 

2007). TGF‐β1 es una molécula que desempeña un papel importante en el proceso de TEM (Thiery 

and Sleeman, 2006). Cuando TGF‐β1 es producida por  células epiteliales  tumorales es  capaz de 

inducir  TEM  incrementando  su  potencial  invasivo  y  metastático.  Teniendo  en  cuenta  la 

interrelación  antes  descripta  entre  TGF‐β1  y  SPARC  se  piensa  que  el  efecto  de  SPARC  en  TEM 

podría estar mediado por TGF‐β1 (Thiery and Sleeman, 2006). Los componentes de la MEC, como 

colágeno, también pueden inducir TEM vía interacción con integrinas que producen transducción 

de  señales  específicas  (Thiery  and  Sleeman,  2006).  Considerando  la  relación  entre  SPARC  y 

colágeno es posible que SPARC esté involucrada en la inducción de TEM dependiente de colágeno 

(Brekken et al., 2003).  

  Todas  estas  evidencias  postulan  a  SPARC  como  una  proteína  con  un  claro  efecto 

protumoral, sin embargo en otros tipos de tumores SPARC parece ejercer un efecto contrario que 

será discutido en la próxima sección. 

 

Tabla  2:  Evidencias  del  papel  de  SPARC  como  una  proteína  protumoral.  Resumen  de  las  evidencias 
bibliográficas del papel de SPARC como favorecedora del crecimiento y/o desarrollo tumoral en muestras de 
pacientes, en modelos murinos y líneas celulares. Correlación positiva: se refiera a aumento de la expresión 
de  SPARC  en  tumor,  aumento  de  la  expresión  de  SPARC  correlacionado  con metástasis  o  aumento  del 
tamaña  tumoral,  inhibición de  la expresión de SPARC asociado  con pronostico positivo  y  inhibición de  la 
expresión asociado a aumento de supervivencia. SP, SPARC. Adaptado y modificado de Arnold et al, 2009. 

 
ESTIRPE 
TUMORAL 

MUESTRAS HUMANAS  MODELOS MURINOS Y LINEAS CELULARES 

  Expresión  Referencias  Descripción  Referencias 

Vejiga 
Aumento en estroma; 
correlación positiva 

(Nimphius et al., 2007; 
Yamanaka et al., 2001) 

Sangre 

(Leucemia) 

Aumento de la 
expresión 

(Hedvat et al., 2003; 
Martinez et al., 2003) 

 
 

Hueso  Correlación positiva 
(Dalla‐Torre et al., 2006; 
Fanburg‐Smith et al., 
1999; Schulz et al., 1998) 
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Cerebro 
Aumento de la 
expresión en tumores 
benignos y malignos 

(Huang et al., 2000; Pen 
et al., 2007; Rich et al., 
2005) 

SP  aumenta invasión y 
supervivencia; SP 
endógena aumenta 
adhesión y migración 
pero reduce 
proliferación 

(Golembieski 
et al., 1999; 
Kunigal et al., 
2006; McClung 
et al., 2007; 
Rempel et al., 
2001; Rich et 
al., 2003; Rich 
et al., 2005; 
Seno et al., 
2009; Shi et al., 
2004) 

Mama 
Aumento en estroma; 
correlación positiva 

(Amatschek et al., 2004; 
Barth et al., 2005; 
Bellahcene and 
Castronovo, 1995; 
Bergamaschi et al., 2008; 
Helleman et al., 2008; 
Iacobuzio‐Donahue et al., 
2002; Jones et al., 2004; 
Lien et al., 2007; Parker 
et al., 2004; Porter et al., 
2003; Sarrio et al., 2008; 
Watkins et al., 2005; 
Woelfle et al., 2003) 

SP exógena aumenta 
invasión; ratones SP‐/‐ 
mostraron menor 
crecimiento tumoral; 
aumento de SP en 
metástasis 

(Briggs et al., 
2002; Campo 
McKnight et al., 
2006; Gilles et al., 
1998; Jacob et 
al., 1999; Minn et 
al., 2005; 
Sangaletti et al., 
2008; Zajchowski 
et al., 2001) 

Colon 

Aumento de la 
expresión en tumor, 
estroma y focos de 
metástasis 

(Kaiser et al., 2007; 
Lussier et al., 2001; 
Madoz‐Gurpide et al., 
2006; Porte et al., 1995; 
Porter et al., 1995; St 
Croix et al., 2000; Wewer 
et al., 1988; Wiese et al., 
2007) 

SP  aumenta invasión; 
ratones SP‐/‐ menor 
desarrollo tumoral 

(Sansom et al., 
2007; Volmer et al., 
2004) 

Esófago  Correlación positiva 

(Porte et al., 1998; 
Yamashita et al., 2003; 
Xue et al., 2006; Luo et 
al., 2004; Mitas et al., 
2005; Che et al., 2006) 

   

Cabeza y cuello  Correlación positiva 
(Chin et al., 2005; Kato et 
al., 2005) 
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Riñón 
Aumento de la 
expresión en tumor 

(Amatschek et al., 2004; 
Gieseg et al., 2002; Sakai 
et al., 2001) 

SP  aumenta invasión  (Kato et al., 1998) 

Hígado  Correlación positiva 
(Goldenberg et al., 2002; 
Le Bail et al., 1999) 

   

Pulmón  Aumento en estroma 
(Amatschek et al., 2004; 
Koukourakis et al., 2003; 
Siddiq et al., 2004) 

Aumento de SP durante 
la transformación y 
aumento de la 
capacidad de formar 
colonias; aumento de SP 
en cocultivos de NSCLC 
y fibroblastos 

(Fromigue et al., 
2003; Siddiq et al., 
2004) 

Ovario 
Aumento en estroma; 
correlación positiva 

(Brown et al., 1999; Paley 
et al., 2000; Porter et al., 
1995) 

   

Páncreas 
Aumento de la 
expresión; correlación 
positiva 

(Bloomston et al., 2007; 
Guweidhi et al., 2005; 
Mantoni et al., 2008; 
Prenzel et al., 2006; Ryu 
et al., 2001; Sato et al., 
2003) 

SP exógena aumenta 
invasión celular 

(Guweidhi et al., 
2005; Mantoni et 
al., 2008) 

Próstata 
Aumento de la 
expresión en focos de 
metástasis 

(Best et al., 2005; 
Lapointe et al., 2004; 
Thomas et al., 2000) 

SP exógena aumenta 
invasión y metástasis en 
hueso 

(De et al., 2003; 
Chen et al., 2007; 
Jacob et al., 1999) 

Piel  

(Melanoma) 

Correlación positiva. 
SPARC sérica utilizada 
como indicador de 
diagnóstico 

(Alonso et al., 2007; Ikuta 
et al., 2005; Ledda et al., 
1997a; Massi et al., 1999) 

Inhibición de SP inhibe 
desarrollo tumoral; 
aumento de SP en líneas 
metastásicas; 
correlación entre SP y 
EMT 

(Alvarez et al., 
2005; Kato et al., 
2000; Kuphal et al., 
2005; Ledda et al., 
1997b; Prada et al., 
2007; Robert et al., 
2006; Rumpler et 
al., 2003; Smit et 
al., 2007; Sosa et 
al., 2007) 

Estómago 
Aumento en estroma; 
correlación positiva 

(Inoue et al., 2002; 
Maeng et al., 2002a; 
Takeno et al., 2008; Wang 
et al., 2004; Wewer et al., 
1988) 

SP aumenta durante la 
transformación celular 

(Maeng et al., 
2002b) 
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Tiroides 
Aumento en estroma 
en tumores pocos 
diferenciados 

(Takano et al., 2002)     

 

Útero 

 

Aumento en estroma 
(Chen et al., 2003; 
Rodriguez‐Jimenez et al., 
2007; Sova et al., 2006) 

   

 

 

IV.4.b El papel antitumoral de SPARC 

  SPARC  también  posee  propiedades  supresoras  del  crecimiento  y  diseminación  de  los 

tumores y su presencia se ha asociado con un buen pronóstico clínico en algunos tipos de cáncer 

como leucemia mieloide aguda, neuroblastoma, cáncer de mama, colon, ovario y páncreas, entre 

otros (Arnold and Brekken, 2009). En la Tabla 3 se encuentran listados los tipos tumorales donde 

SPARC  actúa  como una proteína  anti‐tumorigénica. Como  se puede observar, en  algunos  casos 

SPARC  puede  comportarse  como  una  proteína  pro  o  anti‐tumoral  en  un mismo  tipo  tumoral, 

según el modelo experimental utilizado.  

  En ovario, se propuso que SPARC podría actuar como un supresor del crecimiento tumoral. 

Estudios  de  inmunohistoquímica  sobre  tejido  tumoral  demostraron  una  diminución  de  la 

inmunoreactividad para SPARC comparado con tejido sanos (Yiu et al., 2001). En líneas tumorales 

se observó una reducción de la expresión y secreción de SPARC comparada con células normales, 

además, la sobreexpresión de SPARC en estas líneas o el agregado exógeno de la misma disminuyó 

la proliferación  celular  in  vitro  y el  crecimiento  tumoral  in  vivo  (Mok  et al., 1996;  Socha  et al., 

2009; Yiu et al., 2001). De hecho, recientemente, Socha y colaboradores asociaron la reducción de 

la expresión de SPARC con la reducción de la progresión tumoral (Socha et al., 2009). Asimismo, se 

demostró que  la  inoculación peritoneal de  células de  carcinoma ovárico en  ratones  SPARC null 

redujo  significativamente  la  supervivencia de  los animales en comparación con  los animales del 

grupo controles (Bull Phelps et al., 2009). Son interesantes las observaciones realizadas en relación 

a la expresión de SPARC y la apoptosis; Yiu y colaboradores mostraron que la presencia de SPARC 
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induce  la  apoptosis  en  líneas  tumorales  de  ovario  (Yiu  et  al.,  2001).  Consistentemente,  SPARC 

induce el clivaje de caspasa 3 en células de carcinoma ovárico humano (Said and Motamed, 2005). 

  En neuroblastoma se ha demostrado que SPARC tiene efectos anti‐angiogénicos (Chlenski 

et  al.,  2002).  En  este  sentido,  se  demostró  que  SPARC  inhibe  la  división  celular  de  células 

endoteliales  así  como  también  inhibe  el  efecto mitogénico  inducido  por  VEGF  (Chlenski  et  al., 

2004); estos efectos serían  los mecanismos subyacentes a  la actividad antiangiogénica observada 

para  SPARC.  El  cáncer  de  colon  es  otro  ejemplo  en  el  cuál  SPARC  demuestra  tener  un  efecto 

antitumoral;  en  este  caso  se  observó  la  existencia  de  hipermetilación  del  promotor  de  SPARC 

(impidiendo  la  expresión  de  SPARC)  asociada  a  mal  pronóstico  de  la  enfermedad  tumoral 

(Cheetham et al., 2008; Yang et al., 2007). Un análisis genómico sobre  líneas celulares de cáncer 

de colon resistentes a agentes quimioterapéuticos mostró que los niveles de SPARC se encuentran 

fuertemente disminuidos (Tai et al., 2005). Por otro lado, se vinculó a los cambios de la expresión 

de  SPARC  con  una  resistencia  disminuida  a  la  apoptosis, mediante  una  interacción  directa  de 

SPARC con pro‐caspasa 8 (Gooden et al., 1999; Taghizadeh et al., 2007). Sin embargo, no todas las 

evidencias en cáncer de colon coinciden en otorgarle una función antitumoral para SPARC. En este 

sentido,  Porter  y  colaboradores  demostraron  un  incremento  de  la  expresión  de  SPARC  en 

muestras de cáncer de colon derivadas de pacientes (Porter et al., 2003). Recientemente, Wiese y 

colaboradores  identificaron un grupo de 65 genes que permiten diferenciar  las células tumorales 

de  las  normales;  entre  los  genes  modificados  significativamente  SPARC  se  encontró 

sobreexpresada (Wiese et al., 2007). 

  La hipermetilación de un gen es una forma de regulación epigenética, de manera tal que 

se  regula  la  expresión  génica  impidiéndose  la  transcripción  normal  del  gen  (Mueller  and  von 

Deimling,  2009).  En  cáncer  de  pulmón  humano  se  ha  observado  que  el  gen  que  codifica  para 

SPARC se encuentra hipermetilado (Suzuki et al., 2005) y resultados similares han sido descriptos 

en diferentes  líneas  tumorales pulmonares  (Suzuki  et  al.,  2005). Confirmando  estas  evidencias, 

Pan  y  colaboradores  demostraron  que  el  tratamiento  de  células  de  cáncer  de  pulmón  con  un 

fármaco anti‐inflamatorio indujo una reducción del potencial invasivo asociado a una restauración 

de la expresión de SPARC vía demetilación de sus secuencias promotoras (Pan et al., 2008). 
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Tabla 3: Evidencias del papel de SPARC como una proteína antitumoral. Resumen de los trabajos en 
los  que  se  estudia  el  papel  de  SPARC  en  cáncer.  Las  evidencias  bibliográficas  provienen  de  muestras 
humanas,  modelos  experimentales  murinos  y  de  líneas  celulares.  Correlación  inversa:  se  refiera  a 
disminución de la expresión de SPARC en tumor, disminución de la expresión de SPARC correlacionado con 
metástasis o aumento del tamaña tumoral, disminución de la expresión de SPARC asociado con pronostico 
negativo  y  aumento  de  la  expresión  asociado  a  aumento  de  supervivencia.  SP,  SPARC.  Adaptado  y 
modificado de Arnold et al, 2009. 

 
ESTIRPE 
TUMORAL 

MUESTRAS HUMANAS  MODELOS MURINOS Y LINEAS CELULARES 

  Expresión  Referencias   Descripción  citas 

Sangre 
(leucemia 
mieloide) 

Disminución de la 
expresión 

(Bullinger et al., 2004; 
DiMartino et al., 2006; 
Ross et al., 2004) 

SP exógena inhibe 
proliferación 

(DiMartino et al., 
2006) 

Neu‐ 
roblastoma 

Correlación  inversa  (Chlenski et al., 2002) 
SP inhibe migración, 
angiogénesis y estimula 
apoptosis 

(Chlenski et al., 
2004; Chlenski et 
al., 2002) 

Mama 
Correlación inversa, 
aumento de SP en 
estroma 

(Beck et al., 2008; 
Bergamaschi et al., 2008) 

Sobre‐expresión de SP 
inhibe proliferación; SP 
endógena reduce 
metástasis 

(Koblinski et al., 
2005; Dhanesuan et 
al., 2002) 

Colon  Correlación  inversa 
(Cheetham et al., 2008; 
Tai et al., 2005; Yang et 
al., 2007) 

Expresión de SP 
aumenta sensibilidad a 
quimioterapia 

(Tai et al., 2005; 
Cheetham et al., 
2008; Yang et al., 
2007; Taghizadeh et 
al., 2007) 

Riñón     
SP endógena inhibe 
crecimiento tumoral 

(Chlenski et al., 
2006) 

Hígado     
Expresión de SP reduce 
crecimiento tumoral y 
angiogénesis 

(Lau et al., 2006) 

Pulmón  Correlación  inversa  (Suzuki et al., 2005) 
Aumento del 
crecimiento tumoral en 
ratones SP null 

(Brekken et al., 
2003; Suzuki et al., 
2005; Pan et al., 
2008) 

Ovario  Correlación  inversa 
(Socha et al., 2009; Yiu et 
al., 2001) 

Menor expresión de SP 
en células tumorales; 
SP inhibe crecimiento 
tumoral; SP exógena 
inhibe proliferación, 
adhesión e invasión y 

(Bull Phelps et al., 
2009; Mok et al., 
1996; Said and 
Motamed, 2005; 
Socha et al., 2007; 
Said et al., 2007; 
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aumenta apoptosis; 
aumento del 
crecimiento tumoral en 
ratones SP null 

Socha et al., 2009; 
Yiu et al., 2001) 

Páncreas  Correlación  inversa 
(Brune et al., 2008; Hong 
et al., 2008; Sato et al., 
2003) 

SP inhibe proliferación 
celular; aumento del 
crecimiento  tumoral en 
ratones SP null 

(Arnold et al., 2008; 
Puolakkainen et al., 
2004; Guweidhi et 
al., 2005; Sato et 
al., 2003) 

Próstata   
(Kahn et al., 2008; 
Rodriguez‐Jimenez et al., 
2007; Sova et al., 2006) 

SPARC hipermetilada   

 

IV.4.c SPARC y hepatocarcinoma 

  Como  se  comentó  en  apartados  anteriores,  en  los  últimos  años  se  está  prestando  un 

interés especial a  la  relación entre  las  células  tumorales  y  los  componentes del microambiente 

tumoral  como  fibroblastos,  células  endoteliales,  macrófagos  asociado  al  tumor  y  proteínas 

matricelulares.  Esta  interrelación  es  capaz  de  modular  la  capacidad  del  tumor  de  invadir  y 

diseminarse (Liotta and Kohn, 2001). Sabiendo los cambios que se producen en la MEC durante el 

desarrollo de la cirrosis y considerando que la cirrosis hepática es la enfermedad subyacente o el 

entorno  más  apropiado  para  el  desarrollo  del  hepatocarcinoma  (Llovet  et  al.,  2003)  es 

fundamental estudiar de qué forma proteínas de  la matriz, como SPARC,  influyen en  los eventos 

celulares que participan de la biología del HC. Por lo tanto, en general, y en el HC en particular, es 

muy  importante estudiar  los eventos celulares que  surgen como consecuencia de  las  relaciones 

célula‐MEC.  

  Como  describimos  anteriormente  existen  evidencias  que  sugieren  que  SPARC  se 

sobreexpresa en hígados fibróticos. El papel de SPARC en el HC no ha sido explorado en detalle. El 

primer  trabajo  en  relación  con  SPARC  y  HC  fue  publicado  por  Le  Bail  y  colaboradores;  estos 

investigadores analizaron muestras de HC humanos mediante inmunohistoquimica e hibridación in 

situ  demostrando  expresión de  SPARC  en  fibroblastos del  estroma, de  la  cápsula  tumoral  y  en 

fibroblastos  del  entorno  capilar  dentro  del  HC  (Le  Bail  et  al.,  1999). Mediante  un  estudio  de 

expresión de genes por tecnología de microarreglos en tres HC humanos con diferentes factores 

de  riesgo, Goldenberg  y  colaboradores  reportaron  a  SPARC  como uno de  los  tres  genes  sobre‐

expresados  en  forma  diferencial  en  todas  las muestran  analizadas  (Goldenberg  et  al.,  2002). 
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Finalmente,  Lau  y  colaboradores  observaron  un  aumento  del  ARN mensajero  para  SPARC  en 

hígados  tumorales  y  localizaron  SPARC  en  áreas  sinusoidales  tumorales  aunque  no  detectaron 

presencia  de  SPARC  en  células  tumorales  en  si  (Lau  et  al.,  2006).  Interesantemente,  el mismo 

grupo  de  investigadores  describió  la  presencia  de  formas  truncadas  de  SPARC  en muestras  de 

pacientes asociadas con angiogénesis, mientras que estudios en ratones nude inoculados con una 

línea humana de HC que  sobreexpresa SPARC muestran un  retraso  significativo del  crecimiento 

tumoral  relacionado  a  un  efecto  anti‐angiogénico  (Lau  et  al.,  2006).  Nuevamente  queda  en 

evidencia que  la complejidad de  la biología de SPARC requiere profundizar en el estudio de esta 

proteína en otros modelos de HC y definir su función que parece ser diferencial según se exprese 

en las mismas células tumorales o en células del entorno tumoral. 

 

 

V. Terapia Génica 

V.1 Definición 

  La  terapia  génica  podría  definirse  como  la  transferencia  de material  génico  exógeno  a 

células, tejidos u órganos para corregir un defecto genético o conferir una nueva función biológica 

con el propósito de prevenir o  tratar una enfermedad  (Anderson, 2000). El material génico que 

puede  ser  transferido  es  muy  diverso:  genes  completos  (Schiedner  et  al.,  1998),  moléculas 

antisentido  (Dias  and  Stein,  2002),  ribozimas  (Mulhbacher  et  al.,  2010)  o ARN  de  interferencia 

(Shim and Kwon, 2010). La transferencia de material genético a  los tejidos o a  las células puede 

realizarse in vivo o ex vivo. El procedimiento ex vivo requiere el aislamiento de las células diana, su 

cultivo  in vitro,  la transferencia del material genético y, posteriormente,  la reintroducción de  las 

células  en  el  huésped.  Por  el  contrario,  en  el  procedimiento  in  vivo,  el material  genético  se 

introduce  directamente  en  el  organismo  sin  aislar  previamente  a  las  células  diana.  Como  se 

describe a continuación para la transferencia del material génico es necesaria la utilización de un 

vehículo o vector que facilite la introducción de dicho material génico. 
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V.2 Vectores 

  Un vector ideal es aquel capaz de transferir el material genético a las células deseadas de 

una manera  segura y específica,  sin que  resulte  tóxico para el huésped ni  inmunogénico, y que 

pueda producirse en cantidades adecuadas. Lógicamente es difícil conseguir un vector que reúna 

todas  las cualidades necesarias pero han ocurrido  importantes avances en  los últimos años. Los 

vectores pueden ser de dos tipos: virales y no virales o físicos. 

V.2.a Vectores no virales 

  Existen numerosos métodos de  transferencia  génica basados  en  vectores no  virales.  En 

general son simples y fáciles de preparar, permiten transferir moléculas de gran tamaño, son poco 

inmunogénicos, su toxicidad suele ser baja y son seguros. Sin embargo, la eficacia de transferencia 

génica alcanzada suele ser baja y son poco específicos (Ledley, 1995). Los vectores no virales más 

empleados  son  el  DNA  desnudo,  los  liposomas,  la  pistola  génica,  los  polímeros  catiónicos 

(poliplejos),  los  complejos DNA‐proteína y  los ARN de  interferencia. En  los últimos años  se han 

desarrollado  numerosas  estrategias  para mejorar  la  eficiencia  de  estos  vectores.  De  particular 

interés  para  esta  tesis  es  el  uso  de  ARN  de  interferencia,  el  cual  constituye  una  excelente 

herramienta  para  el  silenciamiento  de  genes  in  vitro  (Iorns  et  al.,  2007).  Su  utilización  in  vivo 

presenta mayores dificultades ya que son muy susceptibles de degradación y su incorporación en 

las células es baja (Kirchhoff, 2008). Sin embargo, recientemente, se han realizado modificaciones 

químicas  en  los  ARN  de  interferencia  que  permiten  mejorar  la  resistencia  a  degradación 

enzimática  con el objetivo de que permanezcan en  circulación por  tiempos más prolongados e 

incrementar la eficiencia y especificidad de transferencia (Shim and Kwon, 2010). 

V.2.b Vectores virales 

  Los más eficaces, y a su vez los más empleados actualmente, son los vectores de tipo viral. 

Su diseño  se  realiza mediante  la  supresión de  regiones  implicadas en el proceso de  replicación 

viral y la incorporación, en su lugar, del material genético de interés (Prieto et al., 2004). De esta 

forma el nuevo virus es defectivo, lo que significa que mantiene la capacidad de infectar las células 

pero es  incapaz de  replicarse en ellas. Se utilizan diferentes virus para construir vectores, entre 

ellos  los  más  utilizados  son  los  adenovirus,  los  retrovirus  (incluyendo  lentivirus),  virus 

adenoasociados (AAV), herpesvirus, baciniavirus, entre otros (Waehler et al., 2007).  
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  De  particular  interés  en  esta  tesis  doctoral  es  el  uso  de  vectores  adenovirales.  Los 

adenovirus recombinantes son uno de  los vectores virales más empleados (Hall et al., 2010). Son 

virus pertenecientes a la familia adenoviridae, de estructura icosahédrica, y carentes de envoltura. 

Están  constituidos  por  ADN  y  proteína,  con  una  partícula  viral  de  aproximadamente  75 

nanómetros de diámetro  y un genoma de 36 Kb. Existen 6  subgéneros  (A‐F)  y alrededor de 47 

serotipos diferentes de los cuales los tipo 2 y 5 son los más empleados (Hall et al., 2010). El virus 

posee un ciclo de replicación dividido en dos fases: una fase temprana que  implica a  los sucesos 

que ocurren  antes de  la  replicación del ADN,  y otra  tardía que  se  corresponde  con  los  sucesos 

posteriores. Las proteínas necesarias para  la transcripción y replicación viral (regiones E1a y E1b, 

E2a  y  E2b,  E3  y  E4)  se  expresan  en  la  fase  temprana.  En  la  fase  tardía  (L1‐L5)  se  expresan  las 

proteínas que conformarán la envoltura del adenovirus (Zhang, 1999). 

  Los vectores adenovirales se construyen mediante la deleción de los genes de la región E1, 

maniobra que  los convierte en virus defectivos, ya que E1 es un  trans‐activador del resto de  los 

genes del adenovirus. Los adenovirus recombinantes se propagan en células empaquetadoras que 

expresan en  forma constitutiva  la proteína E1 (células 293)(Graham et al., 1977). Los adenovirus 

no integran su material genético en el genoma del huésped, por lo que su expresión es transitoria 

(Kovesdi et al., 1997).  

  Los adenovirus penetran  las  células que  infectan a  través de un proceso de endocitosis 

dependiente de receptores, mecanismo que se inicia cuando la fibra proteica se une al receptor de 

superficie. Dos proteínas han sido propuestas para cumplir la función de unir el virus a la célula: el 

receptor de coxsakie y el receptor de adenovirus denominados CAR, que es una glucoproteína de 

transmembrana, y la cadena pesada del CMH de tipo I (Bergelson et al., 1997). La interacción fibra‐

receptor se acompaña de otro evento en el que la base pentona interactúa con las integrinas αvβ3 

y  αvβ5  que  están  localizadas  en  la  superficie  celular  (Wickham  et  al.,  1993).  Recientemente, 

Waddington y colaboradores demostraron que la internalización de los adenovirus no solo ocurre 

mediante estas vías  sino que el  factor de  coagulación X  (FX) puede unirse a una proteína de  la 

capside viral, llamada hexon, y el complejo FX‐adenovirus puede penetrar las células por medio de 

la interacción con heparina (Waddington et al., 2008). 

  Los adenovirus tienen un especial  interés en hepatología por su tropismo natural por  los 

hepatocitos y por su capacidad para infectarlos a pesar de tratarse de células en estado de reposo 

(Sullivan  et  al.,  1997).  Sin  embargo  deben  tenerse  los  recaudos  necesarios  ya  que  desde  que 
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comenzaron a usarse los adenovirus se observó que la expresión de estos vectores es transitoria, y 

que desencadena en el huésped una importante respuesta inmunitaria de tipo humoral y celular, 

tanto  contra  las  proteínas  virales  como  contra  el  transgen  (Yang  et  al.,  1994),  lo  que  conduce 

finalmente a  la eliminación de  las células  transducidas. Se han  ideado distintas estrategias para 

resolver estos problemas de respuesta  inmunitaria anti‐adenovirus, como por ejemplo el uso de 

inmunosupresores  (Ilan  et  al.,  1997)  o modificaciones  en  los  adenovirus  para  que  sean menos 

inmunogénicos (como los adenovirus “gutless” que solo poseen secuencias de empaquetamiento 

y han demostrado expresión elevada y sostenida)(Schiedner et al., 1998). 

V.3 Terapia génica en fibrosis hepática 

  En  cirrosis  hepática  experimental,  recientemente  se  ha  avanzado  con  el  empleo  de  la 

terapia génica, con el fin de aumentar la actividad de las MMPs que degradan el excesivo acúmulo 

de proteínas  fibrilares  (principalmente colágenas). Al  respecto se ha  reportado el empleo de un 

vector adenoviral con el activador de plasminógeno tipo uroquinasa humano (Ad‐huPA), el cual es 

un iniciador de la cascada proteolítica, con la finalidad de revertir la fibrosis hepática experimental 

inducida  en  ratas,  con  resultados  alentadores  (Miranda‐Diaz  et al., 2004;  Salgado  et  al., 2000). 

Otras estrategias de terapia génica que se encuentran en fase experimental en animales, incluyen 

el empleo de MMP‐8 (Ad‐MMP8) y MMP‐157, tanto en el modelo de ligadura del conducto biliar 

como en el de CCl4 (Siller‐Lopez et al., 2004; Garcia‐Banuelos et al., 2002a; Prosser et al., 2006). 

Otra estrategia adicional es el bloqueo de TGF‐β1, a  través de un  receptor dominante negativo 

(ΔCitTßRII) que ha sido modificado de tal manera que no posea la región citoplásmica, bloqueando 

así  la cascada de señalización  intracelular e  impidiendo que  lleve a cabo sus efectos fibrogénicos 

(Hernandez‐Canaveral et al., 2004; Marquez‐Aguirre et al., 2009) o mediante  la utilización de un 

antisentido  para  TGF‐β1(Arias  et  al.,  2003). Borkham‐Kamphorst  y  colaboradores  generaron  un 

adenovirus que codifica para  la secuencia anti‐sentido de PDGF y demostraron atenuación de  la 

fibrosis  experimental  (Borkham‐Kamphorst  et  al.,  2004). Más  tarde  Kinoshita  y  colaboradores 

utilizando  un  adenovirus  que  codifica  para BMP‐7,  un  antagonista  de  TGF‐β1,  lograron  buenos 

resultados  en  un modelo  en  fibrosis  por  TAA  en  rata  (Kinoshita  et  al.,  2007).  También,  varios 

trabajos  estudian  expresar  o  inhibir  genes mediante  el  uso  de  terapias  génicas  de  forma  de 

disminuir  la proliferación y activación o  inducir apoptosis de  las CEH  (Son et al., 2009; Hu et al., 

2009). Por otro lado, algunas estrategias han intentado dirigir a los adenovirus específicamente a 
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las CEH activadas y disminuir el  tropismo a hepatocitos de manera de poder desarrollar nuevas 

posibilidades en la terapia de la fibrosis hepática (Schoemaker et al., 2008).  

  Hasta el momento hemos mencionado estrategias que implican el uso de vectores virales; 

sin  embargo  otras  tantas  utilizan  vectores  no  virales,  como  ARN  de  interferencia  sintéticos  o 

sintetizados por plásmidos. Por ejemplo  la  inhibición de TIMP‐2  (Hu et al., 2007), del  factor de 

crecimiento  de  tejido  conectivo  (Li  et  al.,  2008),  de  PDGF  (Chen  et  al.,  2008),  entre  otros. 

Recientemente, Sato y colaboradores desarrollaron un complejo liposomal acoplado a retinol que 

porta el ARN de  interferencia y puede administrarse de forma sistémica. El retinol es reconocido 

por el receptor de retinol de las CEH asegurando de esta forma el envió del ARN de interferencia 

antifibroticos a las CEH (Sato et al., 2008). 

V.4 Terapia génica en el hepatocarcinoma 

  Como se ha comentado previamente no existen tratamientos con  intención curativa para 

pacientes con HC que no son susceptibles de resección quirúrgica, transplante o terapias ablativas 

como  la  radiofrecuencia  (Llovet  and  Bruix,  2008);  por  esta  razón,  la  terapia  génica  es  una 

alternativa  interesante  para  el  tratamiento  de  aquellos  tumores  en  los  cuales  las  terapias 

convencionales  no  son  aplicables.  Actualmente  existen  varios  enfoques  en  la  terapia  génica 

experimental frente al HC. Entre ellas podemos destacar las siguientes: 

a) Utilización de vectores virales para la administración de “genes suicidas”: estos genes codifican 

una  enzima  (por  ejemplo  la  timidina  quinasa  o  citocina  deaminasa)  que  tiene  la  propiedad  de 

convertir un pro‐fármaco inocuo (por ejemplo el ganciclovir) en un producto tóxico para la célula 

en división (Kanai, 2001) 

b)  Inhibición  de  oncogenes  y  restauración  de  la  expresión  de  genes  supresores  de  tumores 

mediante estrategias con genes antisentido,  ribozimas, anticuerpos  intracelulares, proteínas con 

efecto dominante negativo o con ARN de interferencia (Hernandez‐Alcoceba et al., 2006). 

c) Inmunoterapia: transferencia de génica de citoquinas inmunoestimuladoras (IL‐2, IL‐4, IL‐6, IL‐7; 

IL‐12, INF‐γ, TNF‐α, GM‐CSF) para potenciar la respuesta antitumoral (Matar et al., 2009).  

d) Transferencia de genes con efecto antiangiogénico, ya que la generación de nuevos vasos es un 

elemento fundamental para el crecimiento y diseminación de  los tumores. Entre estas estrategia 

se encuentran el uso de endostatina, bloqueo del receptor de VEGF (Vascular Endothelial Growth 
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Factor), antagonistas de HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Hong et al., 2004; Goldman et al., 1998; 

Murakami et al., 2005). 

e) Viroterapia: consiste en utilizar virus que puedan replicarse y así eliminar las células tumorales, 

específicamente, sin dañar células normales. Estos virus,  llamados oncolíticos, pueden tener esta 

capacidad o estar modificados genéticamente para tal fin (Chang et al., 2009).  
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Hipótesis de trabajo 

  SPARC en una proteína con un gran espectro de  funciones biológicas que se expresa en 

tejidos que se encuentran en proceso de renovación, remodelación y/o cicatrización, como es el 

caso de la fibrosis hepática y algunos tipos de cáncer. SPARC también tiene una relevancia especial 

en el desarrollo tumoral si bien en esta entidad sus funciones pueden llegar a ser contradictorias o 

al menos dependientes del tipo de tumor o del microambiente tumoral. La hipótesis principal del 

presente trabajo es que SPARC participa activamente en la etiopatogenia de la cirrosis hepática, y 

que  inhibiendo su expresión mediante estrategias de  transferencia génica se puede contribuir a 

atenuar  la  intensidad del proceso  fibrogénico hepático. Considerando que  la cirrosis hepática es 

un  entorno  favorable  para  la  aparición  del  hepatocarcinoma  postulamos  que  SPARC  también 

puede tener un papel importante en el desarrollo del hepatocarcinoma.  

Objetivos 

  En  el  presente  trabajo  se  incluyen  tres  apartados  relacionados  entre  sí  y  expuestos  de 

forma  consecutiva.  En  función  de  los  antecedentes  expuestos  el  objetivo  general  del  presente 

trabajo es: 

Estudiar el papel de  la proteína de matriz extracelular SPARC en hígado. En particular  se busca 

comprender su importancia en el desarrollo de la fibrosis hepática y el hepatocarcinoma. 

 

Objetivos particulares 

Primera parte: en la primera parte del trabajo se plantearon los siguientes objetivos en relación a 

la fibrosis hepática: 

Objetivo  1.  Estudiar  la  expresión  de  SPARC  en  un  modelo  de  fibrosis  experimental  inducida 

mediante la administración crónica de tioacetamida, tanto en rata como en ratón. 

Objetivo  2.  Evaluar  los  efectos  de  la  transferencia  génica  mediada  por  adenovirus  de  una 

secuencia antisentido para el ARNm de SPARC (AdasSPARC) sobre un modelo de prevención de la 

fibrosis hepática en ratas.  

  Objetivo  2a  Demostrar  la  inhibición  de  la  expresión  de  SPARC  en  hígados  de  ratas 

transducidas con el vector AdasSPARC. 
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  Objetivo 2b  Estudiar  los  efectos de  la  inhibición de  SPARC  en  el desarrollo de  la  fibrosis 

hepática. 

Objetivo  3.  Estudiar  el  desarrollo  de  la  fibrosis  hepática  en  ratones  sin  expresión  de  SPARC 

(ratones SPARC null). 

  Objetivo 3a Desarrollo de fibrosis avanzada en ratones tipo salvaje y en ratones SPARC null. 

  Objetivo 3b Estudiar los mecanismos subyacentes a los efectos observados. 

 

Segunda parte: Con  la  finalidad de profundizar en el papel de SPARC en el proceso  fibrogénico 

hepático y dado que  las células estrelladas hepáticas son claves en el desarrollo de  la fibrosis se 

plantearon los siguientes objetivos: 

Objetivo  1.  Evaluar  la mejor  herramienta  de  transferencia  génica  para  inhibir  la  expresión  de 

SPARC in vitro en diferentes líneas de células estrelladas hepáticas y en cultivos primarios. 

Objetivo  2.  Estudiar  los  efectos  biológicos  de  la  inhibición  de  SPARC  en  las  células  estrelladas 

hepáticas en diferentes líneas de células estrelladas hepáticas y en cultivos primarios. 

 

Tercera  parte:  En  la  tercera  parte  se  pretende  estudiar  la  relación  entre  SPARC  y 

hepatocarcinoma. Para ello nos proponemos: 

Objetivo 1. Estudiar la expresión de SPARC en una línea de HC (HepG2).  

Objetivo 2. Modular la expresión de SPARC en las líneas de hepatocarcinoma empleando vectores 

adenovirales que expresen secuencias antisentido y sentido para SPARC. 

Objetivo 3. Estudiar los efectos biológicos inducidos por los cambios de la expresión de SPARC en 

células de hepatocarcinoma. 

 Objetivo 4. Estudiar in vivo de los efectos de la modulación de SPARC sobre el crecimiento de los 

tumores experimentales. 

 

Los objetivos propuestos permitirán ahondar en el estudio del papel de SPARC en dos entidades 

clínicas  desprovistas  de  tratamiento  eficaz  como  la  cirrosis  hepática  y  el  hepatocarcinoma 

avanzado, así  como  también brindar  las bases para un posible desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas para estas enfermedades. 
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I PARTE 

I.1 Líneas celulares 

  En  la primera parte del trabajo se utilizó  la  línea celular HEK‐293 para  la amplificación de 

los  vectores  adenovirales  utilizados.  La  línea  celular  HEK‐293  deriva  de  células  de  riñón 

embrionario  humano.  Está  transfectada  de manera  estable  con  la  región  E1  perteneciente  al 

adenovirus  humano  tipo  5  (Ad5),  transformación  que  permite  que  los  adenovirus  empleados 

puedan replicarse y amplificarse en el interior de las células 293, ya que esta región se encuentra 

delecionada  en  los  adenovirus  que  se  utilizan  en  estos  experimentos.  El  medio  de  cultivo 

empleado fue DMEM (Dulbeco Modified minimal Essential Medium) suplementado con suero fetal 

bovino  (SFB) al 10%  (%v/v)  inactivado a 56°C, 2 mM glutamina, 100 μg/ml estreptomicina, 100 

UI/ml penicilina. Estas células fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO2. 

I.2 Producción de los vectores adenovirales recombinantes 

I.2.a Generación del vector Adenoviral AdasSPARC y del vector Adβ‐gal 

  Para  este  trabajo  se  utilizaron  adenovirus  de  primera  generación  no  replicativos.  El 

adenovirus que contiene la secuencia antisentido para SPARC humana (AdasSPARC) (clonado en el 

laboratorio del Dr. O. Podhajcer)  fue preparado  cortando un  fragmento de 1.7  kb  con  Sal  I del 

plásmido pBSSK+. Este  fragmento  fue  clonado en el vector  shuttle pADPSY  (proveído por el Dr. 

Jacques Mallet)  con  Sal  I  (Figura  10A).  El  nuevo  plásmido,  pADPSY,  que  contiene  la  secuencia 

antisentido del ARN mensajero para SPARC  fue  co‐transfectado posteriormente  con el DNA del 

adenovirus tipo 5  (desprovisto de regiones E1 y E3) empleando Cla  I mediante precipitación con 

fosfato de calcio. La recombinación homóloga resultante entre ambos ADNs se realizó en células 

HEK‐293. La  incorporación de  la secuencia antisentido para SPARC en el esqueleto adenoviral se 

confirmó por efecto citopático en células HEK‐293. Dado que las células HEK‐293 expresan SPARC 

se estableció el descenso en el nivel de SPARC mediante análisis con Northern blot y Western blot 

de  los  clones  y  del  adenovirus  stock.  El  adenovirus  que  expresa  β‐galactosidasa  (Ad‐βgal)  fue 

clonado con Sal I en el vector shuttle pADPSY‐LTRSVpolyA.  
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I.2.b Preparación del stock adenoviral y purificación de los vectores adenovirales 

  El primer paso en la generación del stock adenoviral consistió en infectar células HEK‐293 

cultivadas en una placa de 150 mm con una confluencia aproximada del 80%. Se retiró el medio 

sobrenadante de la placa y se colocaron 8 ml de DMEM 2% SFB, luego las células fueron infectadas 

con 1‐2 μl de un stock viral previamente generado en el  laboratorio del Dr. Podhajcer, como se 

comentó anteriormente. Tras una incubación de 3 hs con agitación esporádica se agregó medio y 

las  células  se  incubaron  por  18‐20  hs.  Se  colectaron  las  células  y  se  lisaron  por  ciclos  de 

congelado/descongelado. Luego de centrifugar por 10 min a 4000 rpm, se utilizó el sobrenadante 

para infectar 15 placas de 150 mm. Se incubó 2 hs a 37°C con agitación cada 20 min y se esperó 24 

hs  para  colectar  las  células  infectadas.  Luego  de  este  tiempo  las  células  se  centrifugaron  y  se 

lisaron por congelado/descongelado. Para obtener el virus, el extracto se centrifugó a 4000 rpm 

por  10  min  y  el  sobrenadante  fue  utilizado  para  purificar  el  virus  amplificado.  Se  utilizó  un 

gradiente de ClCs  (1ml ClCs densidad 1,6 + 1ml ClCs densidad 1,3) para separar el virus del ADN 

remanente y de las cápsides vacías. El sobrenadante se sembró sobre el gradiente y se centrifugó a 

35000 rpm durante 1,5 hs. Se obtuvieron tres bandas, la banda inferior que corresponde al virus, 

se extrajo con una aguja y se sometió a una nueva centrifugación. Para ello se colocó  la muestra 

obtenida  del  primer  gradiente  sobre  2ml  de  ClCs  densidad  1,34  y  se  centrifugó  a  35000  rpm 

durante 18 hs. De esta forma se obtuvo una nueva banda con virus puro el cual fue dializado en 

solución de diálisis (1l de PBS / Cl2Mg 1mM). El virus se resuspendió en  glicerol 10% y las alícuotas 

se almacenaron a ‐80°C hasta su utilización.  

I.2.c Titulación del adenovirus 

  El  título  de  adenovirus  fue  determinado mediante  análisis  de  formación  de  calvas  en 

cultivo por ensayo de dilución  límite. Para ello  se  infectaron  células HEK‐293  (1x104  células por 

pocillo) previamente sembradas en placas de 96 pocillos. El adenovirus fue diluido en series de 10 

y por duplicado. Se removió el sobrenadante de la placa de 96 y se agregó el adenovirus diluido en 

un volumen de 100 μl por pocillo. Se incubaron a 37°C durante un período de 10 días, fecha en la 

cual fue evaluada la presencia del efecto citopático del virus sobre las células mediante tinción con 

cristal  violeta. El  título de  los  vectores  fue expresado  como 50% de dosis  infectiva por mililitro 

sobre células HEK‐293 (TCID50/ml), aplicando el siguiente calculo: 

TCID50/ml = ‐ log ( X0 + ½ +1 * Σ X/n) 
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X0 exponente de la dilución con 100% de efecto citopático 
X número de pocillos con 100% de efecto citopático 
n número de réplicas 
 

I.3 Animales empleados 

  En el estudio de inducción de fibrosis en ratas se utilizaron ratas Sprague‐Dawley machos 

de 250‐300 gramos (Fucal, Argentina). Durante el período de experimentación los animales fueron 

mantenidos  en  el  bioterio  de  la  Universidad  Austral.  Los  animales  fueron  alojados  en  jaulas 

individuales  sometiéndolos a  ciclos de  luz‐oscuridad de 12 hs de duración a una  temperatura y 

humedad  constantes.  Recibieron  alimento  balanceado  y  agua  ad  libitum.  Los  procedimientos 

experimentales que involucren animales vivos se realizaron ajustándose a las normas indicadas en 

“Guide for Care and Use of Laboratory Animals" (National Academy Press, Washington, D.C. 1996).  

  Para  los  estudios  en  ratones  se  utilizaron  ratones  machos  SPARC  null  (Sparctm1Hwe/ 

Sparctm1Hwe) de entre 5 y 8 semanas (Jackson Laboratory). Estos animales poseen una inserción en 

el exón 4 del gen de sparc de dos casette en tandem de resistencia a neomicina, por lo que, no se 

detecta ARNm ni expresión proteica en  los animales homocigotas para  la  inserción. Como grupo 

control se utilizaron ratones machos híbridos C57BL/6J y 129S/SvEv (serán  llamados ratones WT) 

que  se obtienen   de  cruzamiento entre  ratones heterocigotas para el  knock out de  SPARC.  Los 

animales fueron apareados en el bioterio del  Instituto Leloir y  luego trasladados al bioterio de  la 

Universidad Austral para realizar los experimentos. 

  Los animales homocigotas SPARC null son viables y fértiles. Fenotípicamente son normales 

aunque  presentan  una  disminución  en  la  actividad  física,  pueden  desarrollar  cataratas  u 

osteopenias.  La  opacidad  lenticular  comienza  a manifestarse  a  las  4  o  8  semanas,  llegando  a 

cataratas maduras a los 5‐8 meses. En animales de 17 semanas se observó una reducción del 50% 

en el hueso  trabecular  y a  las 36  semanas es del 70%. Una descripción más detallada de estas 

patologías se encuentra en  www.jaxmice.jax.org/strain/003728.html.  

I.4 Terapia Génica in vivo y desarrollo de fibrosis en ratas 

  Con el objetivo de desarrollar un modelo preventivo para el desarrollo de  la  fibrosis,  las 

ratas  fueron  inyectadas  en  la  vena de  la  cola  con 500  μl  (5x109  TCID50) AdasSPARC, Ad‐βgal o 

solución salina (Día 0). Simultáneamente se comenzó la administración de tiocetamida (TAA) para 

desarrollar  la  fibrosis.  La  TAA  (Sigma)  se  administró  de  forma  intraperitoneal  (i.p.)  diluida  en 
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solución salina (200 mg/kg peso corporal) tres veces por semana durante 7 semanas (Muller et al., 

1988; Oren et al., 1996). Al día 7 se administró una segunda dosis de vectores virales (AdasSPARC 

o Ad‐βgal) por laparotomía directamente en el parénquima hepático. Los animales se sacrificaron 

al  día  10  o  a  semana  7  (Figura  10B).  Se  utilizaron  6  animales  en  cada  uno  de  los  grupos  de 

tratamiento y los experimentos se realizaron por triplicado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.5 Desarrollo de fibrosis en ratones SPARC null 

I.5.a Modelo de inducción de fibrosis con tioacetamida (TAA) 

  Se administró TAA de forma intraperitoneal (i.p.) a animales SPARC null o WT 3 veces por 

semana durante distintos tiempos: 2, 4, 6, 8 y 10 semanas. Se utilizó una dosis de 200 mg/kg de 

peso corporal. A los distintos tiempos mencionados los animales fueron sacrificados para evaluar 

la magnitud de  la  fibrosis  (Figura 11). Se obtuvieron muestras de  suero, para determinación de 

citoquinas  y  transaminasas  hepáticas,  muestras  de  tejido  hepático  para  realizar  estudios 

Figura  10.  Construcción  del  adenovirus  recombinante  AdasSPARC  y  diseño  experimental  de  la 
inducción  de  fibrosis  en  ratas.  A)  Representación  esquemática  de  la  construcción  del  adenovirus 
AdasSPARC.  Este  vector  codifica para  la  secuencia  antisentido de  SPARC humana bajo  el  control del 
promotor  constitutivo RSV. B)  Esquema de  la  administración de  TAA  y de  la  transferencia  génica.  El 
adenovirus fue administrado conjuntamente con la primera dosis de TAA y 7 días más tarde se inoculó el 
adenovirus directamente en el hígado (2da dosis). Se recogieron muestras a día 10 y semana 7.   
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histológicos y extracción de ARN y proteínas. Se utilizaron 6 animales en cada uno de los grupos de 

tratamiento.  

I.5.b Modelo de inducción de fibrosis por ligadura del conducto colédoco 

  Como un modelo alternativo al desarrollo de fibrosis por TAA se llevó a cabo el modelo de 

ligadura del conducto colédoco. Ratones SPARC null y WT de 8 semanas de edad, recibieron una 

mezcla de fármacos para sedo‐analgesia (compuesta por midazolan 10%, ketamina 12%, fentanilo 

5% en agua estéril) antes del procedimiento quirúrgico. Se practicó una laparotomía medial y tras 

exponer la vía biliar extra‐hepática se ligó el conducto colédoco con seda 5‐0, realizando una doble 

sutura. Los animales fueron sacrificados luego de 7 días siguiendo la misma metodología de toma 

de muestras realizada en el modelo de administración de TAA (Figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.6  Determinación  de  la  eficiencia  de  infección  hepática  de  los  vectores  
adenovirales  

  Se realizó una tinción  inmunohistoquímica para evaluar  la expresión del gen reportero β‐

galactosidasa  en  tejido  hepático.  El  tejido  hepático  obtenido  48  hs  después  de  la  inyección 

intravenosa del Ad‐βgal o 48 hs después de la 2da administración intrahepática del adenovirus (día 

Figura 11. Esquema de trabajo con ratones SPARC null y WT. Se administró TAA a un grupo de ratones 
SPARC null y WT. Los mismos fueron  inoculados durante 8 semanas con TAA, tres dosis semanales de 
200mg/kg. A otro grupo de animales se les ligó el conducto colédoco y al cabo de 7 días se sacrificaron 
para obtención de muestras. LDB, ligadura del conducto biliar. 
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10) se criopreservó en OCT (Biopack). Las muestras fueron congeladas rápidamente en nitrógeno 

liquido y guardadas a ‐80°C. Posteriormente, el tejido se cortó con un grosor de entre 8 a 10 μm. 

Se  fijó  con  formalina  y  se  mantuvieron  en  buffer  fosfato  (PBS)  hasta  realizar  la  técnica  de 

inmunohistoquimica. Tras  lavados en PBS se procedió a neutralizar  la actividad de  la peroxidasa 

endógena utilizando peróxido de hidrógeno 0,03% en alcohol durante 20 min. Luego se incubó con 

un anticuerpo de conejo anti β‐galactosidasa de rata (Vector) durante 24 hs a 4°C. Se realizaron 3 

lavados con PBS de 10 min cada uno. Las muestras fueron reveladas incubando con un anticuerpo 

anti conejo conjugado con biotina  (dilución 1:40, Vector) durante 1 h y posteriormente tratando 

durante 1 h con el complejo avidina‐biotina‐peroxidasa  (Vectastain ABC Elite). La actividad de  la 

peroxidasa  se detectó usando diaminobenzidina  (DAB) y níquel  (Shu et al., 1988).  Los  cortes  se 

montaron en xilol  (Biopack)  luego de deshidratarlos con pases  sucesivos en alcohol 70%, 95% y 

100%. 

I.7 Análisis de la expresión del ARNm hepático de SPARC por PCR en tiempo real 
(qPCR) 

I.7.a Extracción de ARN total de tejido hepático 

  Se recolectaron entre 150‐200 mg de tejido hepático tanto de ratas como de ratones. En el 

caso del ensayo en  ratas  se obtuvieron muestras de  ratas  inyectadas  con  solución  salina o  con 

5x109 TCID50 AdasSPARC o de Ad‐βgal a día 2 o 10 post‐ tratamiento. En el caso de los ratones se 

recolectaron muestras a semana 2, 4, 6, 8 y 10 posteriores al inicio del tratamiento con TAA tanto 

en ratones WT como SPARC null. Los tejidos se homogenizaron con Polytron (Janke & Kunkel IKA‐

WERK)  y  el  ARN  total  se  extrajo  usando  TRIzol  (Invitrogen)  según  las  recomendaciones  del 

fabricante. La integridad del ARN se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa.   

I.7.b RT‐qPCR 

  Se  trataron  30  μg  de  ARN  con  ADNasa  (Invitrogen)  para  degradar  el  ADN  genómico 

remanente. Luego se re‐purificó el ARN y se cuantificó. Se realizó transcripción reversa de 2 μg de 

ARN utilizando 200U de  la enzima SuperScript  II (invitrogen), 500 ng de primers oligo dT, dNTPs, 

inhibidor de ARNasa, 2,5 mM Cl2Mg durante 45 min a 42°C. Posteriormente se realizó una qPCR 

para  cuantificar  el  ARNm  deseado  utilizando  el  método  de  Sybergreen.  La  qPCR  permite  la 

detección y cuantificación del producto de la PCR a medida que se sintetiza. Cada reacción de PCR 

fue realizada en un volumen final de 25 μl que contiene: 1 U de Taq ADN polimerasa (invitrogen), 
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buffer de  reacción 1X  (20 mM Tris–HCl, pH 8,4 y 50 mM KCl), 1,5 mM Mg2Cl, 0,4 mM de  cada 

primer  gen  específico  (para  amplificar  SPARC, GAPDH,  colágeno  o  TGF‐β1)  (Tabla  4),  200 mM 

dNTPs. Se realizaron 30 ciclos de PCR: 30 seg a 94ºC, 45 seg a la temperatura de pegado del primer 

(Tm)  y  60  seg  a  72ºC,  seguido  de  la  extensión  final  de  10 min  a  72ºC.  Las  reacciones  fueron 

realizadas por triplicado. En  las muestras de rata el promedio de  los datos por triplicado de cada 

muestra se utilizó para calcular el cambio relativo en la expresión génica luego de normalizar por 

la  concentración  de  ADN  copia.  La  concentración  del  ADN  copia  se  cuantificó  por  el  kit  de 

“OligoGreen Single Stranded Quantification kit” (Invitrogen) de acuerdo con las recomendaciones 

del fabricante. Al trabajar con hígados de ratón se utilizó el gen GAPDH como normalizador de la 

reacción. 

 

Tabla 4. Primers utilizados en esta sección. 

GEN  ORGANISMO  SECUENCIA SENTIDO (5´‐ 3´) SECUENCIA ANTISENTIDO (5´‐ 3´)  Tm (°C)

sparc  Rata  CCACTCGCTTCTTTGAGACC  TAGTGGAAGTGGGTGGGGAC  56 

sparc  Ratón  CCACACGTTTCTTTGAGACC  GATGTCCTGCTCCTTGATGC  56 

colágeno  Ratón  CCACACGTTTCTTTGAGACC  GATGTCCTGCTCCTTGATGC  56 

tgf‐β1  Ratón  CCACTCGCTTCTTTGAGACC  TAGTGGAAGTGGGTGGGGAC  54 

gapdh  Rata 
/humano  

CATCTCTGCCCCCTCTGCTG  GCCTGCTTCACCACCTTCTTG  54‐56 

 

I.8 Tinciones Histológicas 

  Los hígados fueron fijados en formol 10%. Luego, fueron embebidos en parafina, cortados 

(5 μm) y posteriormente sometidos a las siguientes tinciones:  

H&E: Se desparafinizó el tejido mediante dos pasajes de 10 min cada uno en xilol (Biopack) y se 

hidrató  en  agua.  Se  incubó  con  una  solución  de  hematoxilina  por  15 min.  Se  lavó  con  agua 

corriente durante 5 min. Para rehidratar el tejido se incubó 1 min en etanol 100%, 1 min en etanol 

96%, 1 min en etanol 70%   y 1 min en agua. Se realizó una contratinción con solución de eosina 

alcohólica durante 2 min. Se eliminaron los restos de eosina con etanol 70%. Se incubó 2 veces en 

etanol 100% por 2 min. Se aclaró en xilol y montó con bálsamo de Canadá (Biopack). 

Tricrómico de Masson: Se desparafinizó el  tejido mediante dos pasajes de 10 min en xilol y se 

lavó con agua destilada por 5 min. Se incubó con una solución de hematoxilina férrica de Weigert 
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por 10 min. Se lavó en flujo de agua corriente por 5 min. Se incubó  con rojo Masson (Fucsina ácida 

0,4% m/v, Rojo Biedbric 1,6% m/v (Sigma‐Aldrich, B6008). Se lavó con agua destilada. Se trató con 

solución acuosa de ácido fosfotúngstico (ácido fosfotúngstico 1% m/v en agua destilada) durante 

15 min. Se  lavó con agua destilada. Se  tiño con solución verde  luz  (Verde Luz 0,3% m/v, Acético 

Glacial 0,3 %  v/v en agua destilada) durante 5 min.  Se  lavó en  solución de  ácido acético al 1% 

durante 5 min a  temperatura ambiente. Se deshidrató mediante un pasaje de 30  seg en etanol 

70%, 30 seg en etanol 96% y 30 seg en etanol 100%, se aclaró en xilol y se montó con bálsamo de 

Canadá. 

Rojo  Sirio:  Se  desparafinizó  el  tejido mediante  dos  pasajes  en  xilol  durante  10 min.  Se  incubó 

durante 1 h con rojo sirio (Rojo sirio 0,1 % m/v; Sigma‐Aldrich 365548) en ácido pícrico saturado. 

Se lavó dos veces en ácido acético glacial al 0,005% en agua destilada. Se deshidrató mediante dos 

pasajes de 30 seg en etanol 100%. Se aclaró en xilol y se montó con bálsamo de Canadá.     

I.9 Ensayo de inmunofluorescencia para detectar SPARC y α‐SMA en tejidos 

  Para estudiar  la expresión de  SPARC  y  ‐actina alfa de músculo  liso  (α‐SMA) en el  tejido 

hepático de ratas, se extrajeron muestras de hígados luego de 7 semanas de tratamiento. El tejido 

se  fijó  en  formol  10%  y  se  incluyó  en  parafina.  Se  cortaron  secciones  de  tejidos  de  5  μm,  se 

desparafinizó y se rehidrató. La recuperación antigénica se realizó calentando en microondas  los 

tejidos en buffer citrato. Se bloqueó   con suero de cabra al 10% en PBS‐0,2% Tween durante 60 

min a TA.  Luego  se  incubó durante  toda  la noche a 4°C con un anticuerpo policlonal de conejo 

anti‐SPARC  (diluído 1:200, cedido por  la Dra. Helen Sage, Universidad de Washington) y  con un 

anticuerpo monoclonal anti  α‐SMA  (diluído 1:1000, Dako).  Se  realizaron 3  lavados en PBS  y  los 

anticuerpos  se  detectaron  con  un  anticuerpo  de  cabra  anti  IgG  de  conejo  conjugado  a  FITC 

(Jackson Immuno Research) y con un anticuerpo de cabra anti IgG de ratón conjugado a rodamina 

(Jackson  Immuno  Research).  Ambos  anticuerpos  secundarios  se  diluyeron  1:40  en  PBS‐0,2% 

Tween‐20 y se  incubaron 2h a 37°C. Como control de  inespecificidad se realizó el mismo ensayo 

sin agregar anticuerpo primario. Las  imágenes  fueron obtenidas con un microscopio Nikon E800 

acoplado a una cámara CCD.  

  Con el objeto de estudiar la expresión de SPARC en ratones se realizaron cortes  de 8 μm 

en  criostato  a  partir  de  tejido  hepático  congelado  en  OCT.  El  tejido  fue  fijado  en  formalina 

alcohólica por 15 min. Se permeabilizó mediante pasajes en etanol 70%, etanol 96%, etanol 100%, 
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xilol, etanol 100%, etanol 96%, etanol 70% durante 30 seg cada uno. Se lavó en PBS por 5 min. Se 

bloquearon  las  proteínas  con  1%  de  BSA  en  PBS  durante  30 min  en  cámara  húmeda  a  TA.  Se 

incubó ON a 4˚C con un anticuerpo monoclonal de rata anti‐SPARC murino (R&D) en una dilución 

1:150 en 0,2% BSA 0,1% tritón en PBS. Luego se realizaron 4 lavados con PBS durante 5 min cada 

uno.  Se  incubó  con  un  anticuerpo  monoclonal  de  conejo  anti‐rata  conjugado  a  FITC  (Vector 

Laboratories) en una dilución 1:40 en 0,25% BSA en PBS durante 2 horas a TA cubierto de la luz. Se 

lavó 4 veces con PBS durante 5 min cada uno. Se montó con 2,5% DABCO en glicerol.  

 

I.10 Ensayos de inmunohistoquímica  

  Para estudiar la expresión de α‐SMA en el tejido hepático de rata se realizó un ensayo de 

inmunohistoquímica.  El  tejido  se  fijó  en  formol  al  10%  y  se  incluyó  en  parafina.  Se  cortaron 

secciones  de  5  μm,  se  desparafinizó  y  se  rehidrataron  los  tejidos.  La  peroxidasa  endógena  se 

bloqueó utilizando Vectastain peroxidase blocking  complex  (Vectastain ABC Elite). Para detectar 

las  CEH  activadas  los  tejidos  se  incubaron  durante  toda  la  noche  a  4°C  con  un  anticuerpo 

monoclonal anti α‐SMA (diluído 1:50; Dako) preparado en PBS 1% Tween‐20 y 1% BSA. Luego se 

realizaron  lavados  con  PBS  y  se  incubó  durante  60 min  con  un  anticuerpo  de  cabra  anti‐ratón 

acoplado  a  biotina.  Luego  se  agregó  el  complejo  biotina‐avidina  acoplado  a  peroxidasa.  La 

activación peroxidasa se detectó usando DAB y níquel (Shu et al., 1988). Los cortes se montaron 

en  xilol  luego de deshidratarlos  con pases  sucesivos  en  alcohol  70%, 95%, 100%.  Se  realizó un 

control de especificidad donde no se colocó el anticuerpo primario anti‐α‐SMA, el mismo no dio 

señal positiva. Con el objetivo de realizar un análisis cuantitativo se hizo un estudio morfométrico 

de 200  imágenes de microscopía  (400X) por espécimen. Se utilizó un programa de detección de 

color  desarrollado  en  el Matlab  6.0.  Los  resultados  se  expresaron  como  porcentaje  del  área 

positiva. 

Para  estudiar  la  expresión  de  α‐SMA  en  tejido  hepático  de  ratón  se  siguió  un  protocolo 

similar. Las secciones de  tejido hepático embebidas en parafina y montadas sobre vidrio  fueron 

desparafinizadas mediante incubación a 60˚C durante 20 min. Luego, se incubó en xilol dos veces 

durante 15  y 10 min  respectivamente.  Se  rehidrataron mediante 2 pasajes de 2 min  en etanol 

100%, un pasaje de 2 min en etanol 96% y un pasaje de 2 min en etanol 70%. A continuación se 

incubó en agua destilada por 2 min. Se realizó una recuperación antigénica en microondas, para 
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esto  se  colocaron  las  muestras  en  un  recipiente  de  vidrio  con  buffer  citrato  pH  6,0,  dicho 

recipiente  se  colocó  en  otro  recipiente   más  grande  conteniendo  agua  en  un  nivel  de  unos  5 

centímetros.  Se  cubrió  con  papel  film  y  se  colocó  en  el  microondas  siguiendo  la  siguiente 

secuencia de incubaciones: se incubó a máxima potencia durante 4 min, 10 min apagado sin abrir 

la  puerta  del microondas,  2 min  a máxima  potencia,  10 min  apagado  sin  abrir  la  puerta  del 

microondas, 1 minuto a máxima potencia,  10 min apagado sin abrir la puerta del microondas y 30 

min a temperatura ambiente. Se realizaron 3  lavados con PBS de 5 min cada uno. Se bloqueó  la 

peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno   al 3% en PBS durante 20 min. Se  lavó 3 veces 

con PBS durante 5 min  cada uno.  Se bloqueó  la biotina endógena  con una  solución de  avidina 

(Blocking Kit‐Vector  Laboratories) en  cámara húmeda durante 20 min.  Se  lavó 3  veces  con PBS 

durante 5 min cada uno. Se bloqueó la avidina endógena con una solución de biotina (Blocking Kit‐

Vector Laboratories) en cámara húmeda durante 20 min. Se  lavó 3 veces con PBS durante 5 min 

cada uno. Se bloquearon  las proteínas con 10% suero normal de cabra + BSA 1% en PBS durante 

30 min en cámara húmeda a TA. Luego se incubó ON a 4˚C con un anticuerpo policlonal de conejo 

para α‐actina de músculo liso (Abcam) en una dilución 1:100 en BSA 0,2%, tritón 0,1% en PBS. Se 

lavó  3  veces  con  PBS  durante  5  min  cada  uno.  Luego  se  incubó  durante  2  hs  a  TA  con  un 

anticuerpo  secundario  biotinilado  de  cabra  anti‐conejo  (Vector  Laboratories)  en  una  dilución 

1/100 en BSA 0,2% en PBS. Se  lavó 3 veces con PBS durante 5 min cada uno. Se  reveló con un 

conjugado enzimático avidina‐peroxidasa  (Extravidin‐peroxidase, Sigma‐Aldrich) diluido 1:100 en 

PBS,  incubando 30 min a TA. Se  lavó nuevamente 3 veces en PBS y posteriormente 2 veces en 

acetato  0,1 M  durante  5 min.  El  revelado  final  se  realizó  en  una mezcla  de  una  solución  con 

diaminobenzidina 0,1% en agua destilada y una solución con sulfato de amonio‐níquel 5%, ClNH4 

0,08%  y  glucosa  0,4%  en  acetato  de  amonio  0,2 M,  incubando  de  5  a  15 min  en  oscuridad. 

Finalmente, los vidrios se lavaron en acetato 0,1 M (2 lavados de 5 min) y PBS (2 lavados de 5 min), 

se deshidrataron con pasajes de 30  seg por alcohol 70%, 96%, 100% y xilol, y  se montaron con 

bálsamo de Canadá.  

  Con el objeto de cuantificar el área marcada,  se obtuvieron alrededor de 80  fotografías 

por muestra a una magnificación de 200X, utilizando un microscopio Nikon E800 asociado a una 

cámara digital y se obtuvo el valor promedio de área marcada a partir de cada sección utilizando el 

software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/; National Institutes of Health). 
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I.11 Ensayo de Western blot 

I.11.a Preparación de los extractos de tejido hepático 

  Con  el  objetivo  de  evaluar  la  expresión  de  SPARC  en  el  tejido  hepático  se  sacrificaron 

animales inyectados con solución salina, AdasSPARC o Ad‐βgal (5x109 TCID50) luego de 10 días del 

inicio del tratamiento. Se homogeneizaron los hígados con un Polytron (Janke & Kunkel IKA‐WERK) 

en buffer de  lisis con  inhibidores de proteasas  (50 mM Tris‐HCl pH7,4, 0,1% Tween‐20, 150 mM 

NaCl, 10 μg/ml aprotinina, 5 μg/ml peptastina, 5 μg/ml leupeptina, 1 mM DMSO y 25 μg/ml E64) y 

se centrifugó dos veces a 10000 x g  a 4°C por 20 min. El lisado clarificado se alicuotó y se guardó a 

‐80°C. La cantidad de proteína total se midió por el método de Bradford (Bradford, 1976). 

 

I.11.b Electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot 

  Los  extractos  se  mezclaron  con  buffer  de  siembra  con  β‐mercaptoetanol  2%  y  se 

sembraron 20 μg de proteína total en geles de SDS‐poliacrilamida. Las proteínas se transfirieron a 

una membrana de nitrocelulosa que luego se bloqueó con BSA 3% en PBS durante toda la noche. 

La  carga  y  la  transferencia  de  las  proteínas  fueron monitoreadas  utilizando  el  colorante  Rojo 

Ponceau. Se lavó 2 veces con PBS –Tween (0,1% Tween‐20 en PBS) durante 5 min y se incubó con 

anticuerpo  de conejo policlonal anti‐SPARC (diluído 1:500 en PBS‐Tween, cedido por el Dr Osvaldo 

Podhajcer) durante 2 hs. Luego de 3 lavados de 10 min con PBS‐0,1% Tween‐20 se incubó con un 

anticuerpo  anti‐IgG  de  conejo  conjugado  a  peroxidasa  (diluído  1:3000  en  PBS‐Tween;  Jackson 

ImmunoResearch  Labs).  Las membranas  se  lavaron 2 veces durante 10 min  con PBS‐Tween y 2 

veces  por  5 min  con  PBS.  Las  proteínas  se  revelaron  con  el  reactivo  de  quimioluminiscencia 

(Western  Blotting  Luminol  Reagent,  Santa  Cruz  Biotechnology)  por  exposición  a  las  placas  de 

autoradiografía. La  intensidad de  las bandas  se analizó por densitometría utilizando el  software 

Scion Image 1.54 (Scion Corporation).  

 

I.12 Determinación de la actividad inflamatoria hepática y de la fibrosis 

  Para evaluar el grado de severidad del proceso necroinflamatorio y de la fibrosis se utilizó 

el  índice  Knodell  (Knodell  et  al.,  1981).  Además,  la  fibrosis  hepática  se  estudió  de  forma 

semicuantitativa aplicando el  índice de METAVIR  (Beaussier et al., 2005). Para ello  se utilizaron 

secciones  hepáticas  de  5  μm  teñidas  con  H&E  y  tricrómico.  La  fibrosis  también  fue  evaluada 
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cuantificando  la  tinción  de  rojo  Sirio  específica  para  colágeno  fibrilar,  como  se  detalló 

anteriormente. Cada  sección  fue analizada excluyendo  las venas centrolobulillares grandes y  los 

tractos portales mayores a 150 μm. De  cada preparado  se  registraron entre 80  campos  con un 

aumento  de  400X.  La  cuantificación  del  área  positiva  para  la  tinción  de  rojo  sirio  se  realizó 

utilizando  el  software  ImageJ  1.33u  software  (National  Institutes  of  Health).  Los  resultados  se 

expresan como % de área positiva. 

  Con  el  objetivo  de  estudiar  el  grado  de  maduración  de  las  fibras  de  colágeno  los 

preparados teñidos con rojo sirio se observaron bajo luz de Normarski en un microscopio Olympus 

BX60  configurado  para  la  observación  de  luz  polarizada,  esta  técnica  permite  evaluar  la 

maduración y el grado de empaquetamiento de las fibras de colágeno.  

  La  cantidad  de  colágeno  también  se midió  en  el  ensayo  de  hidroxiprolina  (Woessner, 

1961). El contenido de hidroxiprolina se cuantificó colorimétricamente a 557 nm a partir de 0,2 gr 

de  hígado  y  en  duplicado.  Se  realizó  una  curva  estándar  para  cuantificar.  Los  resultados  se 

expresan en mg/g de tejido hepático.  

I.13 Tinción histoquímica para ácido hialurónico 

  Se analizó el nivel de expresión de ácido hialurónico  (AH) en  tejido hepático por  tinción 

histoquímica utilizando una proteína de unión a AH biotinilada (bHABP, Calbiochem). Los hígados 

de  ratones WT  y  SPARC  null  tratados  fueron  embebidos  en  parafina,  seccionados  y montados 

sobre vidrio. En el momento de ser utilizados fueron desparafinados en xilol durante 1 min. Luego, 

los  vidrios  se  rehidrataron  mediante  2  pasajes  de  1  min  por  alcohol  100%,  96%  y  70% 

respectivamente. A continuación se lavaron 2 veces en PBS, y se deshidrataron mediante 2 pasajes 

de 30 seg por alcohol 70%, 96%, 100%, xilol y  luego se rehidrataron con alcohol 100% y 96%. Se 

bloqueó la peroxidasa endógena mediante incubación con 3% de peróxido de hidrógeno en etanol 

durante 30 min a TA, y se finalizó la rehidratación con un pasaje de 30 seg en alcohol 96% y 70%. 

Se lavó 2 veces en PBS durante 5 min, y se trató uno de los cortes con 100 U/ml de Hyaluronidasa 

(Calbiochem) en PBS a 37ºC durante 30 min a modo de control de muestra sin ácido hialurónico. A 

continuación  se  bloqueó  la  avidina  endógena  utilizando  una  solución  de  biotina  (Blocking  Kit‐

Vector Laboratories) incubando durante 20 min a temperatura ambiente. Se lavó 3 veces, y luego 

se  bloqueó  la  biotina  (Blocking  Kit‐Vector  Laboratories)  con  una  solución  de  avidina.  Se  lavó  3 

veces,  y  se  bloquearon  las  proteínas  con  5  μg/ml  BSA  en  PBS  durante  30 min  a  temperatura 
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ambiente.  Luego  se  trataron  las muestras  con  5  μg/ml  bHABP  en  PBS‐BSA  1%  ON  a  4ºC.  Las 

muestras  se  lavaron  3  veces,  y  se  reveló  con  un  conjugado  enzimático  avidina‐peroxidasa 

(Extravidin‐peroxidase,  Sigma‐Aldrich)  diluida  1:100  en  PBS,  incubando  30  min  a  TA.  Se  lavó 

nuevamente 3 veces en PBS y 2 veces en 0,1 M acetato. El revelado final se realizó en una mezcla 

de una solución con 0,1% Diaminobenzidina en agua destilada y una solución con sulfato de 5% 

Amonio‐Níquel, 0,08% ClNH4 y 0,4% glucosa en 0,2 M acetato de amonio, incubando de 5 a 15 min 

en oscuridad. Finalmente, los vidrios se lavaron en acetato y PBS, se deshidrataron con pasajes por 

alcohol 70%, 96%, 100% y xilol, y se montaron con bálsamo de Canadá. 

I.14 Determinación de la producción de TGF‐β1 en suero de ratón 

  Se realizó el ensayo de ELISA (R&D) sobre muestras de suero de animales tratados durante 

10  semanas  con  TAA,  tanto  SPARC WT  (n=4)  como  SPARC  null  (n=4).  Los  procedimientos  de 

medición  se  realizaron  de  acuerdo  a  las  especificaciones  del  fabricante  (Quantikine  ELISA  Kit, 

R&D). 
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II PARTE 

II.1 Líneas celulares 

  Se utilizaron dos líneas de CEH, CFSC‐2G y LX2. En la Tabla 5 figura el nombre de cada una 

de ellas, su origen y el medio utilizado para su cultivo. Las células se cultivaron a 37ºC en 5% CO2 

en  medio  de  cultivo  indicado  suplementado  con  100  μg/ml  de  penicilina  y  100  μg/ml  de 

estreptomicina. Los reactivos para los cultivos celulares son de GIBCO (Invitrogen), y las placas de 

cultivo son de Greiner Bio‐one y Falcon.  

 

Tabla 5. Líneas celulares utilizadas en la II parte 
Línea celular  Origen Medio  de crecimiento 

CFSC‐2G  CEH de hígado cirrótico de rata MEM+ aminoácidos esenciales + 10% 
SFB 

LX2  CEH humanas  DMEM + 2‐5% SFB 
 

CFSC‐2G: esta  línea celular  fue generada por  inmortalización espontánea a partir de hígados de 

ratas Wistar cirróticas  (Greenwel et al., 1991). La cirrosis  fue  inducida por  tratamiento con CCl4 

durante  5  semanas.  Las  células  fueron  obtenidas  por  perfusión  con  colagenasa  seguida  de  un 

gradiente de Percoll. Luego del clonado por dilución  límite se seleccionaron 4 clones diferentes, 

uno de los cuales fue denominado CFSC‐2G. Las células CFSC‐2G expresan colágeno tipo I y III, así 

como también desmina, vimentina, fibronectina, laminina y TGF‐β1.  

LX2:  esta  línea  celular deriva de CEH humanas  inmortalizadas de  forma  espontánea  (Xu  et al., 

2005). Estas células poseen la capacidad de crecer en condiciones de bajo suero. Expresan α‐SMA, 

vimentina,  y GFAP, procolágeno  alpha  I, MMP2, MT1‐MMP,  TIMP‐2,  así  como  el  receptor para 

PDGF y el receptor de  leptinas OB‐RL. Es decir que poseen un fenotipo que se aproxima al de  las 

CEH activadas. 

 

II.2 Cultivo primario de células estrelladas hepáticas de rata 

  Para establecer el cultivo primario de CEH se utilizó una rata macho Spraque‐Dawley (400‐

500  gr).  Se  siguió  el  protocolo  establecido  por  el Dr.  Friedman  (Friedman  and  Roll,  1987)  con 

algunas modificaciones. Brevemente,  luego de anestesiar al animal el hígado fue perfundido con 

buffer de  lavado  (Hanks’ Balanced  Salt  Solution) por medio de una  cánula  colocada en  la  vena 
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porta, posteriormente  se  seccionó    la vena cava  inferior. Cuando  se  removió  toda  la  sangre del 

hígado  se  colocó  una  cánula  por  la  vena  cava  superior  accediendo  a  la  aurícula  derecha  del 

corazón, y se cerró  la vena cava  inferior de manera de generar un circuito cerrado. Se digirió el 

hígado in situ con pronasa I (Roche) y colagenasa tipo IV (Sigma). La cánula colocada en el corazón 

permite recuperar la solución colagenasa de forma de poder re‐administrarla. Este procedimiento 

se mantuvo durante 30 min hasta que el hígado cobró  la apariencia de haber sido bien digerido. 

Posteriormente se extrajo el hígado, se filtró la pasta hepática obtenida y se incubó 30min a 37°C 

en  presencia  de  pronasa  y  ADNasa  tipo  I  (Roche).  Las  células  hepáticas  se  colocaron  en  un 

gradiente de Nicodenz (Axis‐Shield) para lograr separar las diferentes poblaciones celulares. Luego 

de 25 min de centrifugación a 20.000 rpm se observaron tres bandas claramente diferenciadas: en 

la  parte  inferior  se  depositan  los  hepatocitos  y  restos  celulares,  una  banda  intermedia  rica  en 

células endoteliales y células de Kupffer y una banda superior donde se concentran  las CEH. Con 

una pipeta Pasteur se extrajeron las CEH y se lavaron para eliminar restos celulares. Las células se 

cultivaron en DMEM/F12 SFB 20%, luego de 24 hs el medio se reemplazó por MEM SFB 10%. Hasta 

el tercer día las células mantienen un fenotipo quiescente, luego de 7 días en cultivo se activan y 

adquieren un fenotipo activado. En todos los ensayos se utilizaron CEH luego de 7 días de cultivo. 

 

II.3 Transfección con ARN de interferencia 

  Con el objetivo de inhibir la expresión de SPARC en la línea celular CFSC‐2G y en el cultivo 

primario de  CEH  se diseñaron ARN de  interferencia  (ARNi)  específicos  adquiridos  a  la  empresa 

Dharmacon  (Chicago,  IL,  USA).  El  ARN  de  interferencia  específico  para  SPARC  (siSPARC)  está 

constituido por una mezcla de 4 secuencias diferentes de 20 nucleótidos cada una específicas para 

SPARC (Figura 12A). Como control se utilizó un ARN de interferencia no específico (D‐001210‐05‐

05; Dharmacon). Para establecer la eficiencia de transfección se utilizó un ARN de interferencia no 

específico marcado con FITC (siRNA‐FITC) (D‐001630‐01‐05; Dharmacon). 

  Doce  horas  previas  a  la  transfección,  las  células  CFSC‐2G  se  cultivaron  en  medio  sin 

antibióticos. La  transfección  se  realizó con Lipoafectamina 2000  (Invitrogen) en medio  sin  suero 

Opti‐MEM  (Invitrogen)  siguiendo  las  recomendaciones  del  proveedor.  Para  200.000  células  se 

utilizó 7,5 μl de lipoafectamina y 375 pmoles de ARN de interferencia. La lipoafectamina se incubó 
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junto con el ARN durante 20 min a TA en 500 μl de Opti‐MEM. Luego se agregó la mezcla de ARN‐

lipoafectamina a las células cultivadas en un pocillo de p6 con 1 ml  de Opti‐MEM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Después de 4‐5 hs  se  agregó 1 ml por pocillo de medio  con  SFB 10%. A  las 24 hs el medio  se 

reemplazó con medio MEM SFB 2%. La transfección se evaluó  luego de 72 hs. Un procedimiento 

similar se utilizó con el cultivo primario de CEH. Luego de 8 días del aislamiento las células fueron 

transfectadas, a diferencia del protocolo empleado con la línea celular, las células fueron tratadas 

sólo  por  unos  segundos  con  tripsina  para  eliminar  los  residuos  generados  luego  de  7  días  de 

cultivo. 

  Para  calcular  la  eficiencia  de  transfección,  las  células  transfectadas  con  siRNA‐FITC  se 

observaron en un microscopio de fluorescencia. 

  En  la  Figura  13  se  indica  el  diseño  experimental  que  se  llevó  a  cabo  luego  de  la 

transfección. 

Figura 12. Diseño de  los ARN de  interferencia específicos para SPARC. A) Para  inhibir SPARC en  la 
línea CFSC‐2G se diseñaron 4 ARN doble cadena (dc) utilizando un software de la empresa Dharmacon, 
en negro se  indica su  localización sobre  la secuencia de SPARC de  rata. La mezcla con  los 4 ARN de 
interferencia  (siRNA)  fue  sintetizada  por  Dharmacon.  B)  Esquema  del  plásmido  pRNATinH1.4 
(Genscript) modificado que contiene un ARN de interferencia específico para SPARC humano (violeta) 
clonado entre los sitios BamHI y XhoI.   
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II.4 Transfección de la línea celular LX2 con plásmidos 

  Con el objetivo de  inhibir  la expresión de  SPARC en  la  línea  LX2  se utilizó un plásmido, 

diseñado en el laboratorio del Dr. Podhajcer, que codifica  para un ARN de interferencia específico 

para SPARC humano. Brevemente,  se  sintetizaron  tres oligos específicos para  inhibir SPARC con 

extremos cohesivos con  sitios para  las enzimas de  restricción BamHI y XhoI. Estos oligos  fueron 

clonados en el plásmido pRNATinH1.4  (Genscript), para ello el plásmido  se digirió  con BamHI  y 

XhoI. Se realizó una ligación con T4 ligasa (Invitrogen) en una relación inserto‐vector 3:1. Una vez 

construido  el  plásmido  se  transformaron  células  competentes  (one  shot  Stbl3,  Invitrogen)  y  se 

seleccionaron  al menos  20  clones.  Los mismos  se  secuenciaron  para  detectar  la  presencia  del 

inserto. Los mejores resultados en cuanto a la inhibición de la expresión de SPARC se obtuvieron al 

utilizar  el  ARN  de  interferencia  contra  la  región  del mensajero  de  SPARC  constituida  entre  las 

bases 52 y 72 (pRNATin‐H1.4siSPARC).  

  Las  células  LX2  se  cultivaron  en  medio  sin  antibióticos  en  placas  de  6  pocillos 

(3x105células/pocillo) de  forma  tal de obtener una  confluencia del 90%. Para  la  transfección  se 

utilizó  Lipoafectamina 2000  (Invitrogen).  Se diluyeron 4  μl de  lipoafectamina en 250ul de Opti‐

MEM  (Invitrogen) y se  incubó durante 5 min a TA. Luego se adicionó 4 μg de plásmido control, 

pRNATin‐H1.4,  o  de  plásmido  que  contiene  un  ARN  de  interferencia  para  SPARC,  pRNATin‐

H1.4siSPARC (Figura 12B), diluido en 250 μl de Opti‐MEM. La mezcla se  incubó 20 min a TA para 

permitir la formación de los complejos ADN‐lipoafectamina. Finalmente, se agregó la mezcla (500 

μl) al cultivo de células,  luego de mezclar suavemente se  incubó a 37°C por 48 o 72 hs según se 

indique. 

  En  la  Figura  13  se  indica  el  diseño  experimental  que  se  llevó  a  cabo  luego  de  la 

transfección. 

 

II.5  Análisis de la expresión del ARNm por PCR en tiempo real 

II.5.a Extracción del ARN total  

  Para el análisis de los diferentes genes se extrajo ARN total de las células (1x106) utilizando 

TRizol Reagment® (Invitrogen). La extracción  se realizó 48 hs o 72 hs post transfección con siRNA 

o ADN plasmídico  siguiendo  las  recomendaciones del proveedor. En  todos  los  casos el ARN  fue 

tratado con DNAsa  I  (Invitrogen) previo a  la  retrotranscripción. En un volumen  final de 10  μl  se 



Materiales y Métodos 

77 

 

incubaron 2 μg de ARN, buffer y DNAsa I (2U). Luego de agregar 0,5 μl de 25 mM EDTA se incubó 

15 min a TA. Para inactivar se incubó 15 min a 65°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.5.b Retro transcripción de ARN 

  Se realizó  la transcripción reversa utilizando el kit de SuperScript II Reverse Transcriptase 

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente se realizó una mezcla de 2 μg 

de ARN, oligo (dT) primers, 1mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP y se calentó 5 min a 65°C. Luego las 

muestras  se  enfriaron  en  hielo  y  se  agregó  a  la  mezcla  2,5  mM  de  Cl2Mg,  y  200U  de  la 

retrotranscriptasa.  Se  incubó  1  h  a  42°C,  luego  se  trató  con  ARNasa  para  eliminar  el  ARN 

remanente.  

II.5.c PCR en tiempo real 

  Se  estudió  la  expresión de diversos  genes por qPCR utilizando primers  específicos para 

SPARC, CdhE, CdhN, Mmp13, Adamts8,  colágeno  tipo  I y TGF‐β1. Estos genes  se amplificaron a 

Figura 13. Diseño experimental utilizado con cultivos de CEH. Se esquematiza el diseño experimental 
utilizado con el cultivo primario de CEH, la línea de CEH de rata CFSC‐2G y la línea de CEH humana LX2. 
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partir del ADN copia de células sin transfectar otransfectadas con  los RNAi o plásmidos, según el 

tipo celular como se explicó anteriormente. En todos los casos se utilizó Taq platinium (Invitrogen), 

0,2 mM de dNTPS,  0,4  μm de primers  y  Sybergreen para  realizar  la qPCR  en un  termociclador 

Stratagene Mx3005p (Stratagene, La Jolla, CA). Se realizó una incubación de 10 min a 95°C seguida 

de 40 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg al Tm que depende de la composición de bases de los primers 

(Tabla 6) y 60 seg a 72ºC; finalmente una extensión de 10 min a 72°C. Al terminar  la reacción de 

PCR  se  aumentó  la  temperatura  de  forma  gradual  (2°C)  desde  60°C  hasta  95°C  y  se  midió 

fluorescencia  cada  15  seg  de  forma  de  construir  una  curva  de  disociación  para  cada  inserto 

amplificado. El gen para gapdh fue utilizado como control de  la carga y amplificación, por  lo que 

todos  los valores fueron normalizados según su nivel de expresión. Se aplicó el método de ΔΔCt 

para el análisis de los datos obtenidos; para cada gen se determinó un índice de cambio respecto 

de la expresión del gen en las células sin tratar. Todos los ensayos se repitieron dos o tres veces en 

triplicado. 

 

Tabla 6: Secuencia de los primers utilizados 

 
GEN  ORGANISM

O 
SECUENCIA SENTIDO (5´‐ 3´) SECUENCIA ANTISENTIDO (5´‐ 3´)  Tm (ºC)

sparc  Rata  CCACTCGCTTCTTTGAGACC  TAGTGGAAGTGGGTGGGGAC  56 
sparc  Humano  AAACCGAAGAGGAGGTGGTG  GCAAAGAAGTGGCAGGAAGA  56 
cdhE  Rata  AGCCAATCCTGATGAAATCG  CCATACATATCGGCCAGCTT  54 
cdhN  Rata  ACCTGGACAAGCAGCTCCAA  GTTGATGATGAAGATGCCCGTTGGA  56 
mmp13  Rata  ACCTGGACAAGCAGCTCCAA  GAGTGGTCCAGACCGAGGG  56 
adamts8  Rata  TCCTGACTGTGTCTGGTGAGGT  GATGTTGGTGCTTGCTCTTTCTT  55 
gapdh  Rata 

/humano  
CATCTCTGCCCCCTCTGCTG  GCCTGCTTCACCACCTTCTTG  54‐56 

colágeno tipo I  Rata  CCTACATGGACCAACAGACTG  GGAGGTCTTGGTGGTTTTGTA  56 
colágeno tipo I  Humano  CCTACATGGACCAGCAGACTG  GGAGGTCTTGGTGGTTTTGTA  56 
TGF‐β1  Rata   ACCAACTACTGCTTCAGCTC  TGTTGGTTGTAGAGGGCAAG  54 

 
 

II.6 Arreglo para PCR en tiempo real 

  Con  el  objetivo  de  analizar  la  expresión  de  un  panel  de  genes  en  células  CFSC‐2G 

transfectadas con  siSPARC o con el ARNi control,  se utilizó un arreglo para PCR en  tiempo  real, 

“RT2ProfilerTMPCR  array  system”  (PARN‐013,  SuperArray  Bioscience  Corporation,  Qiagen)  que 

permite  analizar  de  forma  simultánea  84  genes  relacionados  con  interacciones  célula‐célula  y 

célula‐MEC. El arreglo consiste en una placa de 96 pocillos, cada uno de los cuales posee primers 
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para un determinado gen. Para realizar el arreglo de qPCR se extrajo ARN de células transfectadas 

con siSPARC o siCtr, se utilizó un pool  de ARN de células CFSC‐2G que proviene de dos ensayos de 

transfección diferentes. EL ARN se purificó utilizando RNeasy mini kit (Quiagen) de acuerdo con las 

instrucciones del proveedor y se trató con ADNasa como se indicó anteriormente. Luego se generó 

el ADN copia utilizando el kit de  retrotranscripción  (Invitrogen). Todo el ADN copia generado se 

mezclo con la RT2 Real‐Timer SyBR Green/ROX PCR Mix (dNTPs, buffer, Sybergreen), se alicuotaron 

25 μl de la mezcla en cada pocillo de la placa. Para realizar la reacción de qPCR se utilizó un equipo 

Stratagene Mx3000p (Stratagene, CA), se aplicó un programa de ciclado de dos pasos:  

Paso 1: 1 ciclo de 10 min a 95°C 

Paso 2: 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C. 

  En el arreglo se  incluyen controles para evaluar contaminación con ADN genómico, para 

medir  el  desempeño  de  la  técnica  general,  para  evaluar  la  calidad  del  ARN  y  5  genes 

“housekeeping”  que  fueron  utilizados  para  relativizar  los  valores  obtenidos.  Los  datos  se 

analizaron  aplicando  el método  de  ΔΔCt,  para  cada  gen  se  calculó  la  diferencia  de  expresión 

(factor de variación, fold change).  

 

II.7  Inmunofluorescencia para SPARC 

  Setenta  y  dos  horas  post  transfección  de  la  línea  celular  CFSC‐2G  con  el  ARN  de 

interferencia, las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido 4% por 20 min a TA. 

Para realizar  las  inmunofluorescencias  las células se permeabilizaron con PBS 0,2% tritón X‐100 y 

se bloqueó con suero normal de cabra al 10% por 60 min a TA. Luego de lavarlas se incubaron con 

un anticuerpo de ratón anti‐SPARC (cedido por el Dr. Podhajcer) diluido en PBS 0,1% tritón (1:250) 

durante 2 hs a TA. Para detectar el anticuerpo primario se  incubó 2 hs a 37°C con un anticuerpo 

anti‐ratón marcado con FITC  (dilución 1:100;  Jackson  Immunoresearch). Luego de 3  lavados con 

PBS  las  células  fueron  observadas  y  fotografiadas  con  un microscopio  de  fluorescencia  (E800 

Nikon) acoplado a una cámara CCD. Como control re realizó un ensayo sin el anticuerpo primario 

donde sólo se observa una leve tinción inespecífica. 
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II.8 Ensayos de proliferación celular y apoptosis 

  Para estudiar la proliferación las células se cultivaron en placa de 96 pocillos donde fueron 

transfectadas  con  las  construcciones anteriormente descriptas.  Luego de 72 hs  se  reemplazó el 

sobrenadante  por medio  sin  suero  y  se  incubaron  por  18  hs.  A  continuación  se  pulsaron  con 

timidina  tritiada  1  μCi/ml  (actividad  específica  20  Ci/ml;  Perkin  Elmer)  durante  6  hs.  Luego  se 

lisaron  las  células  y  se midió  la  incorporación  radioactiva  utilizando  un  contador  de  centelleo 

(BeckmanLS 6500). 

  La apoptosis fue analizada por tinción con naranja de acridina/bromuro de etidio. Setenta 

y dos horas luego de la transfección las células (1x106) fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5 

min, resuspendidas en 30 μl de una solución de 100 μg/ml de naranja de acridina y 100 μg/ml de 

bromuro de etidio y visualizadas en un microscopio de fluorescencia. Se realizaron al menos dos 

experimentos independientes, en cada uno se contaron 100 células discriminando entre viables y 

apoptóticas por sus características distintivas: fragmentación del núcleo, aumento del citoplasma y 

condensación de cromatina. Apoptosis temprana, núcleo verde donde se observa condensación de 

la  cromatina  (áreas  verde  intenso);  apoptosis  tardía,  núcleo  naranja  con  condensación  de  la 

cromatina; necrosis, células naranja donde no se distingue claramente núcleo y citoplasma. 

 

II.9 Ensayos de migración 

  Se evaluó  la capacidad migratoria de ambas  líneas celulares sin  transfectar y 72 hs post‐

transfección con los RNAi o plásmidos hacia diferentes estímulos quimiotractantes en cámaras de 

microquimiotaxis  de  Boyden  de  48  pocillos  (Neuroprobe)  (Figura  14).  Los  pocillos  inferiores  se 

cargaron  con  TGF‐β1  (5ng/ml)  (Peprotech),  PDGF‐BB  (10ng/ml)  (Peprotech)  o  SFB  como 

quimiotractantes,  y  sobre  ellos  se  colocó  una  membrana  de  policarbonato  (membranas 

Nucleopore, poro de 5 um o 8 um, Neuroprobe).  Las  células  cultivadas por 18 hs en medio  sin 

suero se agregaron en los pocillos superiores (50000 células/pocillo). En otro ensayo se estudió la 

capacidad migratoria de las células CFSC‐2G transfectadas con siSPARC al preincubarlas durante 24 

hs con 0,1 ng/ml de TGF‐β1 (Peprotech). La cámara se incubó 4 horas a 37°C para las células CFSC‐

2G  o  durante  12  hs  para  las  células  LX2.  Luego  se  quitó  la membrana  y  las  células  en  el  lado 

superior de  la membrana fueron cuidadosamente removidas por medio de una cuchilla. Aquellas 

que migraron, en el lado inferior de la membrana se fijaron con formol 2% y se tiñeron con May‐
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Grünwald/Giemsa.  El  número  de  células  que  migraron  se  determinó  por  microscopía, 

registrándose 10 campos por pocillo y se calculó el número promedio de células por campo. Todos 

los ensayos fueron repetidos al menos 3 veces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.10 Ensayos de adhesión 

  Para determinar la capacidad de las células para la adhesión se transfectaron ambas líneas 

de  CEH  (CFSC‐2G  y  LX2)  y  el  cultivo  primario  de  CEH.  Setenta  y  dos  horas  después  de  la 

transfección se estudió la adhesión a fibronectina. Para esto se sensibilizaron placas de 96 pocillos 

con 10 μg/ml de fibronectina (Sigma) en PBS durante toda la noche a 4°C. Se bloquearon con BSA 

1%, se lavó 3 veces con PBS y se sembraron 50.000 células/pocillo en medio con suero, incubando 

2 hs a TA. Las células no adheridas fueron removidas y las células adheridas se fijaron con 50 μl de 

Cristal  violeta  (cristal  violeta  0,5%  en  metanol  20%).  Se  incubó  10  min  a  TA.  Se  lavó 

exhaustivamente hasta no observar liberación de color. Luego de agregar 200 μl de ácido acético 

10% se leyó a 600nm. El porcentaje específico de adhesión fue calculado mediante la DO a 600nm 

de  las  células  adheridas  a  fibronectina menos  la DO600nm  de  las  células  adheridas  al  plástico 

(adhesión inespecífica). 

Figura 14. Cámara de Boyden modificada. La cámara consta de varias partes, en el dispositivo inferior 
se coloca el quimiotractante y en el superior la células. Entre ambas partes se coloca una membrana de 
policarbonato porosa y una silicona para que el sistema quede bien armado. Las células con capacidad de 
migrar  serán  capaces  de  atravesar  los  poros  y migrar  hacia  el  quimiotractante  quedando  en  la  cara 
inferior de la membrana de policarbonato.  
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II.11  Determinación de la expresión de TGF‐β1 

  Para  evaluar  la  producción  de  TGF‐β1  en  CEH  transfectadas  con  siSPARC  se  realizó  un 

ELISA  (R&D). Cuarenta y ocho horas post  transfección se reemplazó el medio por uno sin suero. 

Luego de 24 hs los medios condicionados se recolectaron y se centrifugaron a 5000 x g a 4°C por 

10 min.  Se  utilizaron  los  sobrenadantes para  cuantificar  la  producción de  TGF‐β1  siguiendo  las 

instrucciones del fabricante. Se pre trataron  los medios condicionados con 1M HCl   por 15 min a 

temperatura  ambiente  y  luego  se  neutralizaron  con  1M  NaOH.  Este  procesamiento  permite 

convertir la forma latente de TGF‐β1 en la forma activa.  

 

II.12 Tinción de faloidina 

  Con  el  objetivo  de  estudiar  la  disposición  de  las  fibras  de  actina  del  citoesqueleto,  las 

células  CFSC‐2G  y  LX2  sin  transfectar  o  transfectadas  con  las  construcciones  previamente 

nombradas  se  tiñeron  con  faloidina  (Molecular  Probe).  En  primer  lugar  las  células  tratadas  se 

cultivaron a baja densidad  sobre cubreobjetos cubiertos de polilisina y fibronectina (Sigma) 4 hs a 

37°C. Luego  se  fijaron con paraformaldehido 4% durante 15 min a TA y  se permeabilizaron con 

0,1%  tritón  X‐100  en  PBS  durante  10  min.  Las  células  se  lavaron  y  se  incubó  con  faloidina 

conjugada  a  Alexa  Fluor  546  durante  2  hs  a  TA.  Los  vidrios  se montaron  en  gelatina‐glicerol 

(Sigma).  Cuantificando  al menos  30  células  por  condición,  se  calculó  el  %  de  células  con  un 

fenotipo migratorio (polarizado) y con presencia de fibras gruesas. Por otro lado se calculó el área 

positiva para  la tinción en células con fenotipo migratorio utilizando el software ImageJ (NIH), se 

consideran células con este  fenotipo aquella con prolongaciones mayores al  tamaño del núcleo. 

Dado que la morfología irregular de las células dificulta el análisis de área positiva se consideraron 

dos áreas, una perimetral y otra interna, en cada célula analizada. Las células fueron observadas y 

fotografiadas con un microscopio de fluorescencia (E800 Nikon) acoplado a una cámara CCD. 

 

II.13  Análisis estadísticos 

  Los intervalos de confianza (IC) de 95 % se determinaron a través del cálculo de los valores 

promedios  y  la  varianza de  los porcentajes de  adhesión  y migración  celular. Para evaluar  si  las 

diferencias  entre  los  valores  obtenidos  con  los  distintos  tratamientos  fueron  significativas,  se 
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utilizó el Test t de dos colas. El análisis de varianza (ANOVA) también fue utilizado para evaluar los 

resultados  de  adhesión  y  migración.  En  todos  los  casos  donde  los  valores  no  siguieron  una 

distribución  normal  se  utilizaron  test  no  paramétricos  como  Mann‐Whitney.  Se  empleó  el 

software Prism (Graph Pad) y se consideró un p<0,05 como estadísticamente significativo.  



Materiales y Métodos 

84 

 

III PARTE 

III.1 Líneas celulares 

  Se utilizaron  líneas celulares de hepatocarcinoma  (HC) humanas, HepG2, Hep3B y Huh7, 

gentilmente  cedidas  por  el  Dr.  Jesús  Prieto  (Universidad  de  Navarra,  España).  La  línea  celular 

HepG2 deriva de un hepatocarcinoma obtenido de un individuo masculino de 15 años de edad. La 

línea celular Hep3B, proviene de un hepatocarcinoma obtenido de un  individuo masculino de 8 

años. Por último,  la  línea  celular Huh7, establecida por Nakabayashi y Sato  (Nakabayashi et al., 

1982),  se originó a partir un  tumor hepático de un  individuo  japonés masculino de 57 años de 

edad . En  la tabla 7 figura el nombre de cada una de ellas, su origen y el medio utilizado para su 

amplificación.  
  Las células se cultivaron a 37°C en 5 % de CO2 en medio de cultivo indicado suplementado 

con  100  μg/ml  de  penicilina  y  100  μg/ml  de  estreptomicina.  Los  reactivos  para  los  cultivos 

celulares son de GIBCO (Invitrogen), y las placas de cultivo son de Greiner Bio‐one y Falcon.  

 

Tabla 7 
DMEM:  Dulbecco´s  Modified  Eagle  Medium  (Invitrogen);  SFB:  suero  fetal  bovino  descomplementado 
(Natocor). 

Línea celular  origen Medio  de crecimiento 
HepG2  Hepatocarcinoma humano DMEM + 10% SFB 
Hep3B  Hepatocarcinoma humano DMEM + 10% SFB 
Huh7  Hepatocarcinoma humano DMEM + 10% SFB 
 

III.2 Generación de los vectores adenovirales recombinantes 

  Para esta parte del  trabajo  se utilizaron  tres vectores adenovirales, uno que contiene  la 

secuencia  antisentido  para  SPARC  (AdasSPARC),  otro  que  codifica  para  el  gen  reportero  β‐

galactosidasa  (Ad‐βgal)  (ver Materiales  y Métodos  I.2  Producción  de  los  vectores  adenovirales 

recombinantes) y por último un vector que codifica para SPARC humano (AdsSPARC). Este último 

fue  construido por el grupo del Dr. Osvaldo Podhajcer. El  fragmento de 1,7 kb que  contiene  la 

secuencia  sentido de SPARC humana  se  clonó en el vector pADPSY‐LTRSVpolyA para generar el 

vector adenoviral AdsSPARC (Sosa et al., 2007). 
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  La producción del  stock viral y  la  titulación  se  realizo  según  se  indica en el apartado de 

Materiales y Metódo I.2 Producción de los vectores adenovirales recombinantes. 

 

III.3 Transducción de las líneas celulares HepG2, Hep3B y Huh7 

  Para  la  transducción  de  las  líneas  celulares  se  utilizaron  los  vectores  adenovirales  de 

primera  generación  descriptos,  AdasSPARC,  AdsSPARC  y  Ad‐βgal.  Veinticuatro  horas  antes  se 

sembraron las células en placas (dependiendo el ensayo se utilizaron p100, p6, p24, p96) de forma 

de obtener una confluencia del 80 % al momento de realizar la transducción. En todos los casos se 

utilizó  una MOI  de  100.  Se  retiró  el medio  reemplazándolo  por  la mínima  cantidad  de medio 

DMEM 2% SFB necesario para cubrir  las células. Luego  se agregaron  los  μl correspondientes de 

virus  (MOI de 100), se agitaron suavemente  las placas cada 20 min durante 2 hs. Cumplido este 

plazo,  se agregó DMEM 2% hasta  completar  los volúmenes habituales dependiendo del  tipo de 

placa de cultivo. 

 

III.4 Inmunofluorescencia para SPARC 

  Para observar  la expresión y  localización de SPARC en  las células tumorales se realizaron 

ensayos de  inmunofluorescencia. Cuarenta y ocho horas post transducción,  las células se  lavaron 

con  PBS  y  se  fijaron  con  paraformaldehido  al  4%  por  20  min  a  TA.  Para  realizar  las 

inmunofluorescencias  las células  se permeabilizaron con PBS 0,2%  tritón X‐100 y  se bloquearon 

con  suero  normal  de  cabra  al  1%  por  60  min  a  TA.  Luego  de  lavarlas  se  incubaron  con  un 

anticuerpo de ratón anti‐SPARC humano (AON, cedido por el Dr. Podhajcer) diluido en PBS 0,1% 

tritón (1:250) durante 2 hs a TA. Para detectar el anticuerpo primario se incubó 2 hs a 37°C con un 

anticuerpo  anti‐ratón marcado  con  FITC  (dilución  1:100;  Jackson  Immunoresearch).  Luego de  3 

lavados con PBS las células fueron observadas y fotografiadas con un microscopio de fluorescencia 

(E800; Nikon) acoplado a una cámara CCD. Como control  re  realizó un ensayo  sin el anticuerpo 

primario donde sólo se observa una leve tinción inespecífica. 
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III.5 Generación in vitro de esferoides tridimensionales 

  Se  evaluó  la  capacidad  de  las  líneas  celulares,  HepG2  y  Hep3B,  de  crecer  in  vitro  en 

esferoides.  Esta  técnica  permite  simular,  de  alguna  manera,  el  crecimiento  tumoral  in  vitro. 

Primero  se cubrió cada pocillo de una placa de 96 con 75  μl de agarosa 1% en PBS. Las células 

infectadas con AdasSPARC, AdsSPARC, Ad‐βgal o  sin  infectar  se  sembraron en 150  μl de DMEM 

SFB 2 % en placa de 96 pocillos (5x103 células/pocillo). Para obtener un único esferoide por pocillo 

las placas se agitaron de forma circular durante 1 min en intervalos de 5 min durante media hora. 

Cada  3  días  se  reemplazaron  75  μl  del  sobrenadante  por  medio  fresco.  Los  esferoides  se 

fotografiaron  en  un microscopio  invertido  a  día  3  y  6.  El  volumen  de  los  esferoides  se  calculó 

midiendo altura y ancho con el software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD). En 

otro  ensayo  y  para  determinar  la  importancia  de  la  presencia  de  SPARC  en  el  entorno  del 

esferoide,  se  sembraron  células HepG2  sin  infectar  con  o  sin  SPARC  recombinante  (0,5  μl/ml). 

Luego se procedió como ha sido descripto. 

III.6 Ensayo de viabilidad in vitro 

  Para medir la viabilidad celular se trabajó con diferentes líneas celulares (HepG2, Hep3B y 

Huh7)  sin  infectar  o  infectadas  con  AdasSPARC,  AdsSPARC  y  Ad‐βgal.  Se  utilizó  un  ensayo 

colorimétrico de MTT  (Invitrogen), el MTT se  intercala en el ADN. Se colocaron 3000 células por 

pocillo  de  microplaca  de  p96  en  100  μl  de  medio  y  fueron  infectadas  como  se  describe 

previamente.  A  diferentes  tiempos  post  infección  se  reemplazó  el medio  por  100  μl  de  una 

solución  que  contiene  5  mg/ml  de  MTT  (3‐(4,5‐dimethylthiazol‐3‐yl)‐2,5‐diphenyl  tetrazolium 

bromide) (Sigma). Se incubó 4 hs a 37°C, se solubilizó el colorante y se cuantificó el color midiendo 

absorbancia a 490 nm. Cada ensayo fue realizado 3 veces en triplicado. Para medir la proliferación 

de los esferoides los mismos se incubaron con tripsina y luego se siguió con el protocolo como fue 

descripto. 

III.7 Determinación de la apoptosis in vitro 

  La inducción de apoptosis se analizó tanto en la línea celular HepG2 sin transducir o 72 hs 

post transducción con AdsSPARC o Ad‐βgal, como en los esferoides previamente disgregados con 

tripsina, mediante las siguientes metodologías. 
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III.7.a Morfología por microscopía de fluorescencia 

  Los cambios morfológicos asociados con la inducción de apoptosis se analizaron mediante 

la  tinción  con  bromuro  de  etidio  y  naranja  de  acridina  como  se  explicó  anteriormente  (ver 

apartado Materiales  y Métodos  II.  8  Ensayos  de  proliferación  celular  y  apoptosis).  Las  células 

(1x106) fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5 min, resuspendidas en 30 μl de una solución de 

100  μg/ml  de  naranja  de  acridina  y  100  μg/ml  de  bromuro  de  etidio  y  visualizadas  en  un 

microscopio de  fluorescencia. Se contaron 200 células discriminando entre viables y apoptóticas 

por sus características distintivas. Se observaron al menos 100 células por tratamiento y se calculó 

el  porcentaje  de  células  apoptóticas.  Los  resultados  tienen  en  cuenta  4  experimentos 

independientes.   

III.7.b Medición de la apoptosis por Anexina V 

  Se utilizó el kit para detección de apoptosis por anexina V  (BioVision), que se basa en  la 

detección de  fosfatidil  serina, una molécula que  se  transloca a  la cara externa de  la membrana 

celular cuando comienza el proceso apoptótico. Brevemente,  las células (1x106) fueron  lavadas y 

resuspendidas en 50 μl de buffer binding 1X provisto en el kit. Luego se adicionó 2,5 μl de Anexina 

V‐FITC  y 2,5  μl de  ioduro de propidio.  Se  incubó 10 min  en oscuridad,  se  agregaron 150  μl de 

buffer de binding y se analizaron en un citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson). Los datos 

adquiridos fueron procesados con el programa WinMDI 2.8 (Scripps Institute). 

 

III.8 Análisis del ciclo celular 

  Para  analizar  la  etapa  del  ciclo  celular  en  que  se  encuentran  las  células,  2x106  células 

HepG2  o  Hep3B  se  lavaron  con  PBS  y  se  fijaron  en  etanol  frío  (etanol  70%,  SFB  25%  y  agua 

destilada). Luego se centrifugaron y se tiñeron con ioduro de propidio (PI) (50 mg/ml PI, 180 U/ml 

de RNAsa). El contenido de ADN fue determinado usando un citómetro de flujo FACScan  (Becton 

Dickinson Immunocytometry Systems). 
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III.9 Ensayo de migración 

  Para  evaluar  la  capacidad  migratoria  de  la  línea  HepG2  y  Huh7,  las  células  fueron 

transducidas y  luego de 48 hs se realizó el ensayo de migración en cámaras de microquimiotaxis 

de Boyden de 48 pocillos (Neuroprobe) como se describió anteriormente (ver apartado Materiales 

y Métods II. 9 Ensayo de migración). Las células cultivadas por 18 hs en medio con bajo suero (SFB 

1%)  se agregaron en  los pocillos  superiores  (50.000 células/pocillo). En  los pocillos  inferiores  se 

agregó TGF‐β1 (5 ng/ml) como quimiotractante. Entre ambos pocillos se colocó una membrana de 

policarbonato (membranas Nucleopore, poro de 8 µm, Neuroprobe). La cámara se incubó 16 hs en 

estufa  a  37°C  y  CO2  5%.  Luego  se  quitó  la  membrana,  las  células  en  el  lado  superior  de  la 

membrana  fueron  cuidadosamente  removidas. Aquellas que migraron,  en  el  lado  inferior de  la 

membrana se fijaron con formol 2 % en PBS y se tiñeron con May‐Grünwald/Giemsa. El número de 

células que migraron se determinó por microscopia, registrándose el total de células migradas por 

pocillo, con un total de 4 pocillos por condición. Todos  los ensayos  fueron repetidos al menos 3 

veces.  Para  evaluar  la  capacidad  de  adherencia  de  las  células  HepG2  infectadas  o  no  a  la 

membrana  de  policarbonato,  se  armó  la  cámara  de  quimiotaxis  como  ha  sido  descripto  y  se 

sembraron  las células en el pocillo superior. Luego de 4 hs  las células adheridas a  la membrana 

(cara superior, células que aun no han migrado) se fijaron y tiñeron.  

III.10 Ensayo de formación de colonias 

  Para evaluar la capacidad de las células de crecer en colonias, las células HepG2, Hep3B y 

Huh7 se  infectaron con  los vectores AdsSPARC, AdasSPARC y Ad‐βgal o como control no  fueron 

infectadas. Las células (1x103)  células se incubaron en un pocillo de p6 durante 2 semanas y luego 

se  tiñeron  con  cristal  violeta.  Las  colonias,  compuestas por  aproximadamente 20‐30  células,  se 

observaron  en un microscopio de  contraste de  fases.  Los  ensayos  se  repitieron 3  veces  y  cada 

condición fue evaluada por triplicado. 

III.11 Análisis de la expresión de SPARC y caderina por Western blot 

III.11.a Preparación de los extractos proteicos 

  Para  confirmar  la  expresión  diferencial  de  SPARC  se  recolectaron  sobrenadantes  de  las 

células  tumorales  transducidas  con  los  vectores  adenovirales  o  sin  transducir  72  hs  post‐
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transducción.  Veinticuatro  horas  antes  las  células  se  cultivaron  en  medio  sin  suero.  Los 

sobrenadantes  obtenidos  se  centrifugaron  dos  veces  a  10.000  x  g  a  4°C  por  20  min  para 

clarificarlos y se precipitaron con 4,5 volúmenes de acetona fría ON a ‐20°C. Luego de centrifugar a 

11.000 x g durante 30 min el precipitado se resuspendió en 30mM NaCl y se analizó por SDS‐PAGE. 

Para  estudiar  la  expresión  de  caderina  E  se  prepararon  extractos  proteicos  de  células  HepG2 

transducidas con los vectores adenovirales o sin transducir 72 hs post transducción. Las células se 

recolectaron  (sin  tripsina),  se  lavaron  y  se  resuspendieron  en  buffer  de  lisis  con  agregado  de 

inhibidores de proteasas (50 mM Tris‐HCI buffer, pH 7,4; 0,1% Tween‐20; 150mM NaCl; 10 μg/ml 

aprotinina; 5 μg/ml  leupeptina, 1 mM PMSF) durante 30 min en hielo. Luego se centrifugaron a 

9.000 x.g durante 15 min y se midieron las proteínas totales en sobrenadante. La cuantificación de 

proteínas se realizó por la técnica de Bradford.   

III.11.b Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS‐PAGE) y Western blot 

  Los  extractos  se  mezclaron  con  buffer  de  siembra  con  β‐mercaptoetanol  2%  y  se 

sembraron  en  geles  de  SDS‐poliacrilamida.  Las  proteínas  se  transfirieron  a  una membrana  de 

nitrocelulosa luego se bloqueó con BSA 3% en PBS  durante toda la noche. Se lavaron 2 veces con 

TBS‐Tween (0,1% Tween‐20 en TBS) durante 5 min y se incubaron con anticuerpos específicos para 

SPARC humano  (diluido  1:500, monoclonal  anti‐SPARC humano,  cedido  por  el Dr.  Podhajcer) o 

caderina  E  (diluido  1:2000,  gentilmente  cedido  por  la  Dra.  Berasain,  Universidad  de  Navarra) 

durante toda  la noche o durante 2 hs en TBS‐1% BSA respectivamente. Luego de 1  lavado de 10 

min y 3  lavados de 5 min  con PBS‐Tween  se  incubaron  con el anticuerpo  secundario anti‐ratón 

marcado con peroxidasa  (dilución 1:1000, Vector) durante 1,5 horas en TBS.  Las membranas  se 

lavaron 2  veces durante 10 min  con PBS‐Tween  y 2  veces por 5 min  con PBS.  Las proteínas  se 

revelaron  con  el  reactivo  de  quimioluminiscencia  (ECL)  por  exposición  a  las  placas  de 

autoradiografía. Las placas fueron fotografiadas y se realizó el análisis densitométrico utilizando el 

software  Scion  Image  1.54  (Scion  Corporation).  Como  control  de  carga  del western  blot  para 

SPARC  se  realizó una  tinción con  rojo Ponceau de  la membrana de nitrocelulosa. En el caso del 

western blot para caderina E la membrana se incubó con un anticuerpo anti‐actina (diluído 1:700, 

Sana Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) que se reveló con un anticuerpo anti‐ratón acoplado a 

peroxidasa. 
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III.12 Determinación de la expresión de caderina N por citometría de flujo 

  Para  evaluar  la  expresión  de  caderina  N  en  células  HepG2  transducidas  o  no  con  los 

vectores adenovirales, se recolectaron células cultivadas en medio con 2% SFB 48hs y 72hs post‐

transducción.  Las  células  se  despegaron  utilizando  EDTA  1,25  mM  para  evitar  daño  en  sus 

moléculas de membrana. Después de lavar bien se procedió a incubar las células con 2 mg/ml de 

un anticuerpo anti‐caderina N (anti‐A‐CAM, clon CG‐4, Sigma) durante 30 min a 4°C. Finalmente, 

se lavaron bien las muestras de células para eliminar el anticuerpo sobrante y se incubaron con un 

anticuerpo  secundario  de  cabra  anti‐ratón  conjugado  a  FITC  (Jackson  Immuno  Research).  Las 

células  se  fijaron en paraformaldehido  al 4% en PBS durante 10 min  a TA  y posteriormente  se 

analizaron en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson).   

 

III.13  Determinación  de  la  expresión  de  caderina  N  y  α‐SMA  por  inmuno‐ 
histoquímica 

  Para estudiar  la expresión de estas proteínas se cultivaron, sobre cubreobjetos cubiertos 

por polilisina/fibronectina,  1x103 células HepG2 previamente transducidas o no. Luego de 8 hs de 

incubación a 37°C las células se fijaron a los vidrios con paraformaldehido 4%. Se permeabilizaron 

con  PBS 0,2% tritón X‐100.  Sobre las células fijadas se realizó inmunohistoquimica para caderina 

N  y  α‐SMA.  Las  células  se  incubaron  durante  toda  la  noche  con  un  anticuerpo  de  ratón  anti‐

caderina N (1:50; Zymed, Sigma) o con un anticuerpo de ratón anti‐α‐SMA (1:200; Sigma), la marca 

específica del anticuerpo  fue detectada por  incubación durante 2hs a TA  con un anticuerpo de 

burro  anti‐ratón  acoplado  a  biotina  (1:100;  Vector).  Luego  se  agregó  el  complejo  avidina‐

peroxidasa. La actividad de  la peroxidasa se detectó usando diaminobenzidina (DAB) y níquel. Se 

cuantificó  la  intensidad  de  la  tinción  considerando  únicamente  las  células  pegadas  y  con 

morfología normal. Con este propósito se utilizó el software  ImageJ y se analizaron al menos 20 

células  por  condición.  Se  obtuvo  una  intensidad  media  por  células  considerando  5  áreas 

citoplasmáticas  (para  la cuantificación de α‐SMA) o 5 áreas de  la periferia celular para  la tinción 

con caderina N. 
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III.14 Estudio con animales 

III.14.a Animales empleados 

  En el estudio se utilizaron ratones machos BALB/c nude (ratones atímicos N:NIH(S)‐nude) 

de  entre  6  y  8  semanas  de  edad. Durante  el  período  de  experimentación  los  animales  fueron 

mantenidos en el bioterio de Biofucal  (Pilar, Argentina).  Los animales  fueron alojados en  jaulas 

condicionadas sometiéndolos a ciclos de luz‐oscuridad de 12 hs de duración a una temperatura y 

humedad  constantes.  Recibieron  alimento  balanceado  y  agua  ad  libitum.  Los  procedimientos 

experimentales que involucran animales vivos se realizaron ajustándose a las normas indicadas en 

la Guide  for  Care  and Use  of  Laboratory  Animals"  (National  Academy  Press, Washington, D.C. 

1996). 

III.14.b Desarrollo de tumores subcutáneos. 

  Se eligió un modelo subcutáneo (s.c.) debido su accesibilidad y fácil monitoreo. El tumor se 

estableció  mediante  la  inoculación  directa  de  células  HepG2  o  Huh7  en  el  tejido  s.c.  de  los 

animales.  Se  resuspendieron 1,5x106  células HepG2 o 5x106  células Huh7  en 100ul de  solución 

salina y se inocularon en la región dorso lateral de ratones nude. Cuarenta y ocho horas antes de la 

inoculación las células fueron transducidas con los vectores adenovirales, AdsSPARC, AdasSPARC  y 

Ad‐βgal. Se utilizaron 10 animales por grupo. El tamaño tumoral fue monitoreado dos veces por 

semana mediante  la medición  de  dos  diámetros  tumorales  empleando  calibre  de  precisión.  El 

volumen tumoral fue calculado mediante  la multiplicación entre el cuadrado del mayor diámetro 

(b) y el menor diámetro (a) del tumor (V=axb2). Por razones éticas, los animales fueron sacrificados 

cuando el tamaño del tumor excedía a 1,5 cm en dos diámetros perpendiculares o cuando uno de 

ellos  era mayor  de  2cm.  La  significación  estadística  entre  los  diferentes  grupos  fue  estudiada 

mediante el análisis de Kruskal‐Wallis con post test de Dunn. La supervivencia  fue analizada con 

una curva de Kaplan‐Meyer (Test de Log‐rank).  

 

III.15 Histología y ensayo de inmunohistoquímica para macrófagos. 

  Para  realizar  estos  ensayos  se  sacrificaron  animales  5  días  luego  de  la  inoculación.  Los 

tumores se extrajeron y se fijaron en formol al 10% y posteriormente se incluyeron en parafina. Se 
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realizaron  secciones  de  5  μm  de  espesor.  Los  tejidos  se  desparafinizaron  y  fueron  teñidos  con 

hematoxilina  y  eosina  (H&E)  como  se  indicó  anteriormente  (I.8  Tinciones  Histológicas)  para 

evaluar  su morfología. Para  estudiar  la presencia de macrófagos  en  los  tumores  se  realizó una 

inmunohistoquímica para F4/80. Los pasos generales de la inmunohistoquimica fueron descriptos 

previamente (I.10 Ensayos de inmunohistoquímica ), en particular para la detección de macrófagos  

se utilizó un anticuerpo monoclonal  anti‐F4/80 (dilución 1:100; Serotec). Luego de incubar con un 

anticuerpo  de  cabra  anti‐ratón  acoplado  a  biotina  (dilución  1:100;  Vector)  y  con  el  complejo 

avidina‐peroxidasa  se  reveló  con  diaminobenzidina  y  níquel.  Tanto  el  control  sin  anticuerpo 

primario como al utilizar un suero no específico no dieron marca positiva. El análisis cuantitativo se 

realizó con el software Image J a partir de microfotografías con aumento de 400 veces.  

 

III.16 TUNEL in vivo 

  Con el  fin de estudiar  la presencia de  células apoptóticas en  los  tumores generados en 

ratones  nude,  se  realizó  TUNEL  (TdT‐mediated  dUTP Nick‐End  Labeling)  en muestras  de  tejido 

tumoral  obtenidas  5  días  después  de  la  inoculación.  Este  ensayo  permite  la  detección  de 

fragmentos  de  ADN  nucleosomal  propios  del  proceso  apoptótico.  Se  utilizó  el  kit  de  FragELTM 

(Calbiochem)  sobre  tejido  tumoral  en  parafina  siguiendo  las  instrucciones  del  proveedor.  En 

resumen, se desparafinizó y rehidrató el tejido; luego se permeabilizó incubando con proteinasa K 

(2mg/ml)  durante  20  min  a  TA.  Después  de  sucesivos  lavados  el  tejido  se  embebió  en  TdT 

Equilibration buffer (provisto en el kit) y se agregaron deoxinucleótidos marcados con fluoresceína 

junto  con  la  enzima  TdT  (Terminal  Deoxynucleotidyl  Transferasa),  que  permite  transferir  los 

dideoxinucleótidos marcados a  los oxhidrilos 3´libres generados en  la apoptosis. Luego de 1,5 hs 

de  incubación  a 37°C,  los preparados  se  lavaron  y montaron en medio de montaje.  Las  células 

apoptóticas  se  observaron  en  un  microscopio  de  fluorescencia  (E800;  Nikon)  con  filtro  para 

fluoresceína (465 – 495 nm) acoplado a una cámara CCD. 
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I PARTE 

  Como se mencionó previamente, uno de los objetivos de esta tesis doctoral es estudiar el 

papel de SPARC en  la  fibrosis hepática. Teniendo en  cuenta que SPARC ha  sido  implicada en el 

proceso  fibrogénico  en  otros  órganos  y  la  evidencia,  aunque  limitada,  de  que  SPARC  se 

sobreexpresa en la cirrosis, postulamos que puede ser una proteína con un papel importante en el 

desarrollo de  la  fibrosis hepática. El modelo de  fibrosis  inducida por TAA en  rata  fue el primer 

modelo  utilizado  en  el  trabajo  para  corroborar  nuestra  hipótesis. Mediante  una  colaboración 

científica  entre  nuestro  laboratorio  y  el  grupo  del  Dr.  Podhajcer  (Fundación  Instituto  Leloir) 

pudimos  adquirir  un  adenovirus  de  primera  generación  tipo  5  que  expresa  una  secuencia 

antisentido  para  el  ARNm  de  SPARC.  Como  se  mostró  previamente,  los  adenovirus  son 

herramientas muy útiles para  la  transferencia de genes a  las células diana  tanto  in vivo como  in 

vitro (Hall et al., 2010). Además, poseen una eficiencia de transducción muy alta, es relativamente 

fácil su producción en títulos altos y, al no integrarse en el genoma del huésped, no existen riesgos 

de mutagénesis por  inserción. Los adenovirus tienen un tropismo hepático muy marcado  lo cual 

los  convierte  en  una  herramienta  excelente  para  el  tratamiento  de  ciertas  enfermedades 

hepáticas (Wilson, 2001a; Ilan et al., 1999b; Yu et al., 2002a).   

I.1 Transferencia génica en hígados de ratas 

  En  diversos  modelos  experimentales  se  ha  demostrado  que  los  vectores  basados  en 

adenovirus resultan de utilidad para la transferencia génica. Con el objetivo de estudiar la eficacia 

de la transferencia génica en el modelo de fibrosis hepática en rata se indujo la fibrosis mediante 

la  administración  crónica  de  TAA.  Como  se  observa  en  la  Figura  10  (Materiales  y métodos)  la 

fibrosis  fue generada mediante  la administración de TAA 3 veces por  semana y, conjuntamente 

con  la primera administración de TAA,  se  inoculó el adenovirus por vía  intravenosa. Luego de 7 

días  se  administró  una  segunda  dosis  mediante  la  inyección  intrahepática  directa  bajo 

laparotomía. Con el fin de estudiar la eficacia de la transferencia génica en el parénquima hepático 

un grupo de animales  recibió una dosis  intravenosa del   adenovirus  reportero Ad‐βgal. Dos días 

después de  la  inyección  intravenosa  (día 2) o 2 días después de  la administración  intrahepática 

(día 10) se observó la presencia del gen reportero en el tejido hepático, detectándose la presencia 

de células  transducidas distribuidas en áreas periportales  (Figura 15A). A día 10,  la magnitud de 
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células que expresan el gen  reportero  fue menor que a día dos; resultado esperado debido a  la 

respuesta inmunitaria antiviral generada luego de la primera administración de adenovirus (Figura 

15B). Consideramos que si se hubiera administrado el vector adenoviral de forma intrahepática a 

tiempos previos, es decir antes del 7 día de  la primera administración  intravenosa,  la  respuesta 

inmunitaria  hubiese  sido menor  y,  quizás,  la  expresión más  potente.  Sin  embargo,  se  prefirió 

distanciar ambas dosis con 7 días para lograr una inhibición eficaz de SPARC durante los primeros 

días del desarrollo de la fibrosis.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

I.2 Análisis de la expresión hepática del ARN mensajero para SPARC 

  Para estudiar la eficacia de la inhibición de la expresión de SPARC en los animales tratados 

con el adenovirus que contiene  la secuencia antisentido para el ARNm de SPARC (AdasSPARC) se 

realizó qPCR, a día 2 y a día 10, en muestras de tejido hepático provenientes de animales tratados 

con  TAA.  Como  se  observa  en  la  Figura  16  el  tratamiento  con  el  vector  AdasSPARC  redujo 

significativamente  los niveles de ARN mensajero para SPARC 2 días después de  la administración 

intravenosa  del  vector  AdasSPARC  (50±15%)  en  comparación  a  los  animales  inoculados  con 

solución salina (control) o con el vector Ad‐βgal. A pesar de la respuesta inmunitaria antiviral que 

pudo  haberse  generado  (y  que  no  fue  medida  experimentalmente)  se  obtuvieron  buenos 

resultados en cuanto a  la  inhibición de SPARC; en este sentido, 2 días  luego de  la administración 

intrahepática  (día 10)  la  inhibición de  la expresión de SPARC  fue del 44±14%. De esta  forma  se 

disminuyó la expresión de SPARC, al menos, durante los primeros 10 días de tratamiento con TAA. 

Figura  15.  Eficiencia  de  transducción  hepática  con  el  adenovirus  reportero  Ad‐βgal.  Inmuno‐
histoquímica para  β‐galactosidasa. A) 48hs  (día 2)  luego de  la primera  administración  intravenosa de  
5x109 DICT50 del vector Ad‐βgal. B) 48hs luego de la segunda administración intrahepática del vector Ad‐
βgal (día 10). 
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Los efectos observados  son específicos del vector AdasSPARC ya que no  se observaron cambios 

significativos al utilizar el vector control Ad‐βgal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.3  Inhibición  de  la  expresión  de  SPARC  en  ratas  tratadas  con  tioacetamida  y 
AdasSPARC 

  Coincidentemente  con  los  resultados observados a nivel de ARN mensajero,  se observó 

por  la  técnica de Western blot una disminución  significativa de  la expresión de SPARC en  tejido 

hepático  2  días  después  de  la  administración  intrahepática  del  vector  AdasSPARC  (día  10).  Se 

observó expresión de SPARC tanto en los animales a los que se les administró solución fisiológica 

como  aquellos  animales  a  los  cuales  se  les  administró  el  vector  Ad‐βgal  (Figura  17).  Por  el 

contrario, en  los animales  tratados  con AdasSPARC  se observó una  reducción  significativa de  la 

expresión de  SPARC.  Estos  resultados  junto  con  los  estudios previos demuestran que  el  vector 

AdasSPARC resulta eficaz para inhibir la expresión de SPARC tanto a nivel del ARNm como a nivel 

proteico. 

 

 

Figura  16.  El  vector  AdasSPARC  reduce  la  expresión  del  ARN mensajero  para  SPARC  en  hígados 
tratados con tioacetamida. qPCR para SPARC. Se obtuvo ARN total de hígados de animales tratados con 
solución salina  (control), con Ad‐βgal o AdasSPARC  luego de 2 y 10 días del  inicio del tratamiento con 
TAA y de la primera administración de los adenovirus. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias 
relativos al los animales control (sin administración de adenovirus). *p˂0,05 vs. control 
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  Como se comentó en la sección de introducción, se ha descripto aumento de la expresión 

de SPARC en otros modelos de fibrosis como la fibrosis renal o pulmonar y, en menor medida, en 

la  fibrosis hepática. Con  el objetivo de  ver  el  efecto del  tratamiento  con  TAA  en  la  síntesis de 

SPARC  se  estudió  la  expresión  de  esta  proteína  por  inmunofluorescencia.  En  nuestro modelo 

experimental se observó también un aumento sustancial de SPARC por inmunofluorescencia en el 

parénquima hepático de  los animales  tratados durante 7 semanas con TAA en comparación con 

los  animales  sanos  (Figura  18).  En  otras  palabras,  demostramos  que  la  expresión  de  SPARC  se 

incrementó  en  el  proceso  de  fibrosis  inducido  en  ratas.  Como  se  describe  luego,  un  resultado 

similar se observó en ratones tratados durante 10 semanas con TAA. 

  Los adenovirus de primera generación, como los utilizados en este trabajo, no se integran 

al genoma por lo que su expresión es transitoria y no se espera que se expresen mas allá de 7 a 10 

días posteriores a su  inoculación. Sin embargo,  los efectos de  la  inhibición de SPARC al  inicio del 

tratamiento producen  cambios  en  el progreso de  la  enfermedad de modo que  la  expresión de 

SPARC se encuentra disminuida en comparación con animales tratados con solución salina o Ad‐

βgal (Figura 18 C vs A y 17).  

  Para  estudiar  la  relación  entre  SPARC  y  la  activación  de  las  CEH,  fundamentales  en  el 

desarrollo de la fibrosis, se realizó una inmunofluorescencia indirecta para detectar la presencia de 

SPARC  y  de  α‐SMA,  un marcador  reconocido  de  activación  de  CEH. Mediante  esta  técnica  se 

observó colocalización de SPARC y de α‐SMA en  la zona perisinusoidal en células con morfología 

característica de las CEH (Figura 18). El número de células positivas para SPARC disminuye en los  

Figura 17. El vector AdasSPARC reduce la expresión de SPARC en hígados tratados con tioacetamida. 
Western  blot  para  SPARC  utilizando  extracto  proteicos  de  tejido  hepático.  Ratas  tratadas  con  TAA 
recibieron  solución  salina  (control), AdasSPARC o Ad‐βGal  a día 0 por  vía  intravenosa  y,  a día 7, una 
segunda administración por vía  intrahepática directa. A día 10 se extrajeron  los hígados y se analizó  la 
expresión de SPARC. Se muestra un experimento representativo de 3 que arrojaron resultados similares. 
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Figura  18.  El  vector  AdasSPARC  disminuye  la  expresión  de  SPARC  en  CEH  activadas. 
Inmunofluorescencia para  SPARC  y  α‐SMA.  Se obtuvo  tejido hepático de  ratas  tratadas  con  solución 
salina (A), Ad‐βGal (B) o AdasSPARC (C) luego de 7 semanas de administración de TAA. D) Ratas sanas sin 
fibrosis. Flechas blancas, CEH que expresan SPARC. Pt, espacio porta.  
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cortes hepáticos provenientes de  los animales  tratados con el vector AdasSPARC, mientras que, 

por esta  técnica, no se observa reducción del número de células positivas para α‐SMA entre  los 

animales tratados con AdasSPARC y  los animales tratados con Ad‐βgal o  inyectados con solución 

salina. Dado  que  la  inmunofluorescencia  no  es  la  técnica más  adecuada  para  el  estudio  de  la 

expresión α‐SMA, más adelante  se muestran  los  resultados de  inmunohistoquimica para α‐SMA 

que permiten estudiar en forma global la expresión de esta proteína en el parénquima hepático. 

 

I.4  La  administración  del  vector  AdasSPARC  disminuye  el  grado  de  fibrosis 
hepática en ratas.  

  Una vez explorada la capacidad del vector AdasSPARC para inhibir la expresión de SPARC a 

nivel hepático decidimos evaluar el  impacto de este efecto en  la  fibrogénesis  inducida por TAA. 

Con  este  fin  se  estudió  la  expresión  y  los  depósitos  de  colágeno  fibrilar,  como  producto  de  la 

excesiva  reparación  tisular  e  indicador  del  grado  de  fibrosis,  utilizando  tinciones  de  rojo  Sirio. 

Como se esperaba, las ratas que recibieron TAA mostraron un grado severo de fibrosis luego de 7 

semanas de administración del tóxico (Metavir F3‐F4, Tabla 8), caracterizada por una distorsión de 

la arquitectura hepática general, la presencia de extensos tractos fibrosos de tipo porto‐portales y 

porto‐centrales y la presencia de nódulos de regeneración hepática. Por el contrario, los animales 

tratados  con el  vector AdasSPARC presentaron una  reducción  significativa del  grado de  fibrosis 

(Metavir F1‐2). A su vez, las tinciones con rojo Sirio mostraron una disminución significativa de los 

depósitos de colágeno fibrilar (Figura 19).  

Tanto  los  animales  tratados  con  el  vector  Ad‐βgal  como  con  solución  salina  no  presentaron 

modificación del grado de fibrosis hepática (Metavir F3‐4) (Tabla 8, Figura 19 A‐H). Este resultado 

sugiere  que  la  reducción  de  la  fibrosis  es  consecuencia  directa  de  la  administración  del  vector 

AdasSPARC. 
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  Recientemente se ha observado que SPARC es una proteína  involucrada en  la síntesis de 

fibras de colágen. Como fuera desarrollado en la introducción de esta tesis SPARC tiene incidencia 

directa  en  la  expresión  y  maduración  de  las  fibras  de  colágeno.  En  este  sentido,  Rentz  y 

colaboradores  demostraron  que  la  ausencia  de  SPARC  se  acompaña  de  alteraciones  en  el 

ensamblado de  las fibras de colágeno  (Rentz et al., 2007). Es por ello que decidimos estudiar en 

nuestro modelo el grado de ensamblado y madurez de las fibras de colágeno entre los diferentes 

grupos de tratamientos mediante el empleo de microscopia con luz polarizada en las tinciones de 

Figura 19.  La administración del vector AdasSPARC disminuye  la  severidad de  la  fibrosis hepática. 
Microfotografías  representativas  de  secciones  de  hígados  de  ratas  tratadas  con  TAA.  Se  obtuvieron 
muestras de animales tratados con solución salina (A‐G), con Ad‐βGal (B‐H) o con AdasSPARC (C‐I) luego 
de  7  semanas  y  se  tiñeron  con H&E  (A,  B,  C),  tricrómico  de Masson  (D,  E,  F)  o  rojo  Sirio  (G, H,  I). 
Magnificación original 200X. 
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rojo Sirio; esta técnica permite discriminar fibras maduras, con una coloración roja intensa, de las 

fibras inmaduras con una coloración naranja‐amarilla. Las ratas tratadas con el vector AdasSPARC 

presentaron una menor acumulación de  fibras de colágeno con predominio de  fibras  inmaduras 

(amarillas), mientras que  las ratas tratadas con el vector Ad‐βgal o que recibieron solución salina 

mostraron fibras de colágeno de tipo maduras (rojo intenso) (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Las  imágenes presentadas en  la Figura 20 muestran que  los cambios en  los depósitos de 

colágeno no solo están relacionados con la maduración sino también con la cantidad de fibras. En 

este sentido, el porcentaje de áreas hepáticas con  fibrosis (depósitos de colágeno) se determinó 

por análisis de  imágenes cuantificando el área positiva para  la tinción de rojo Sirio. Los animales 

tratados con el vector AdasSPARC presentaron menor  fibrosis  (0,11±0,04%) en comparación con 

los animales tratados con el vector Ad‐βgal o que recibieron solución salina que fue de 0,27±0,15% 

y 0,28±0,16%, respectivamente (Figura 21). 

Figura 20. La disminución de  la expresión hepática de SPARC produce alteraciones en el estado de 
madurez de las fibras de colágeno. Secciones histológicas de hígados provenientes de ratas tratadas con 
solución salina  (A), Ad‐βGal  (B) o AdasSPARC  (C, D)  luego de 7 semanas de recibir TAA se  tiñeron con 
rojo  Sirio  y  se observaron bajo microscopio de  luz polarizada. Barra de escala, 25  μm. Magnificación 
original 400X. 
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  La cuantificación de hidroxiprolina es otra manera muy extendida para estimar la cantidad 

de  colágeno  presente  en  los  hígados.  Acorde  a  los  resultados  obtenidos,  los  niveles  de 

hidroxiprolina en hígados de ratas tratadas con el vector Ad‐βgal o solución salina son mayores en 

comparación  con  hígados  de  animales  tratados  con  el  vector AdasSPARC  (76±11 mg/gr,  76±26 

mg/gr y 52±22 mg/gr, respetivamente) (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.5  Disminución  de  la  actividad  necroinflamatoria  hepática  inducida  por 
tioacetamida en ratas tratadas con el vector AdasSPARC 

  El daño crónico inducido por agentes tóxicos como TAA genera necrosis de los hepatocitos 

y consecuentemente un aumento del  infiltrado  inflamatorio en  las zonas dañadas; estos eventos 

conducen,  finalmente,  y  con  la  exposición  crónica  a  la  generación  de  fibrosis  hepática.  Para 

estudiar  las características y  la magnitud de  la necrosis y del  infiltrado  inflamatorio en hígado se 

realizaron tinciones con hematoxilina‐eosina (H&E). Utilizando esta tinción se determinó el índice 

necroinflamatorio  (índice  de  Knodell)  en  cada  uno  de  los  grupos  experimentales.  Las  ratas 

inoculadas  con  el  vector  AdasSPARC  presentaron  una  menor  actividad  necroinflamatoria 

(6,13±1,81)  en  comparación  con  los  animales  tratados  con  el  vector  reportero  Ad‐βgal 

(13,80±1,64) o que recibieron solución salina (12,83±1,94) (Figura 22).  

Figura 21. El  tratamiento  con el vector AdasSPARC disminuye  la  severidad de  la  fibrosis hepática. 
Análisis histomorfológico del grado de  fibrosis hepática y cuantificación de hidroxiprolina hepática. El 
tratamiento preventivo  con el  vector AdasSPARC  reduce  significativamente el  contenido de  colágeno 
fibrilar hepático determinado por  la relación entre contenido de hidroxiprolina (mg) y peso del hígado 
(gr) (barras blancas). El porcentaje de fibrosis (barras negras) se determinó por un análisis morfométrico 
computarizado  del  área  positiva  para  la  tinción  de  rojo  Sirio.  Se  representan  los  promedios  ±  DS. 
*p˂0,05 versus Ad‐βGal y solución salina. 
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Tabla 8: Índices de actividad necroinflamatoria y fibrosis  

   Salino (n=6)  Ad‐βgal (n=6)  AdasSPARC (n=6) 

Necrosis periportal y periseptal  2,67 ± 1,37 3,80 ± 0,45 1,75 ± 1,39 a

Degeneración intralobulillar y necrosis 
focal  

3,17 ± 1,17 3,40 ± 1,34 2,5 ± 0,93

Inflamación portal  3,67 ± 0,52 3,60 ± 0,55 1 ± 0 b 

Fibrosis  3,33 ± 0,52 3 ± 0 0,88 ± 0,35 b

Índice de Knodell  12,83 ± 1,94 13,80 ± 1,64 6,13 ± 1,81 b

Índice de Metavir  F3 (n=4), F4 (n=2) F3 (n=4), F4 (n=2) F1 (n=5), F2 (n=1)
ap<0,005 vs Ad‐βGal, b p<0,0001 vs salino y Ad‐βGal 

 

Las  ratas  tratadas  con  AdasSPARC  también  presentaron  reducción  significativa  en  la  necrosis 

periportal y en puentes; si bien se observó reducción de la necrosis focal estas diferencias no son 

significativas estadísticamente  (Tabla 8). Coincidentemente con  los datos de necrosis obtenidos, 

se  observó  una  significativa  disminución  en  la  inflamación  periportal  luego  de  la  terapia  anti‐

SPARC en comparación con los tratamientos control. 

 

 

 

 

Figura  22.  Disminución  del  infiltrado  inflamatorio  hepático  en  ratas  tratadas  con  el  vector 
AdasSPARC. Luego de 7 semanas de tratamiento con TAA se colectaron hígados de ratas tratadas con 
solución salina, AdasSPARC (A) o Ad‐βgal (B), y se tiñeron con H&E.  Se observó necrosis hepatocitaria y 
un  intenso  infiltrado  inflamatorio  de  tipo  mononuclear  (flechas)  periportal  en  animales  control. 
Magnificación original 200X. 
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I.6  La  inhibición  de  la  expresión  de  SPARC  a  nivel  hepático  se  asocia  a  una 
reducción del número de células estrelladas hepáticas activadas y miofibroblastos  

  En  los hígados sometidos a  injuria y que desarrollan  fibrosis se observa un aumento del 

número de CEH activadas y de células con aspecto de miofibroblastos, que se caracterizan por  la 

expresión de α‐SMA. Para identificar y cuantificar esta población de CEH activadas en el hígado de 

los  animales  incluidos  en  el  estudio,  realizamos  ensayos  de  inmunohistoquímica  para  este 

marcador  luego  de  7  semanas  de  administración  de  TAA.  Los  hígados  provenientes  de  ratas 

tratadas  con  el  vector  AdasSPARC  presentaron menor  cantidad  de  células  α‐SMA  positivas  en 

comparación con los animales tratados con el vector Ad‐βgal o con solución salina (Figura 23). Las 

microfotografías  presentadas  en  la  Figura  23  demostraron  tanto  en  animales  tratados  con  el 

vector Ad‐βgal o con solución salina  la presencia de células positivas para α‐SMA en sinusoides y 

en la zona periportal.  

  Claramente  la disminución de CEH activas y miofibroblastos en animales  tratados con el 

vector AdasSPARC contribuye a la reducción del daño. Este resultado coincide con la reducción de 

la injuria hepática observada en estos animales. Asimismo, con el objetivo de estudiar en todo el 

parénquima la presencia de células positivas para α‐SMA se estudió el porcentaje de área positiva 

para  la  tinción en distintas  regiones hepáticas. Se observaron diferencias  significativas entre  los 

animales  tratados  con  AdasSPARC  y  los  animales  tratados  con  Ad‐βgal  o  con  solución  salina 

(0,37±0,05% vs. 3,2±0.3% y 3,85±0,31%, respectivamente) (Figura 23G). 

   Estos  resultados sugieren que, uno de  los mecanismos por  los cuales  la  inhibición de  la 

expresión  de  SPARC  in  vivo  atenúa  la  fibrosis  hepática  inducida  por  TAA,  es  la  reducción  del 

número de CEH activadas y miofibroblastos.  
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Figura  23.  El  tratamiento  con  el  vector  AdasSPARC  disminuye  el  número  de  CEH  activadas. 
Inmunohistoquímica  para  α‐SMA  en  tejido  hepático  proveniente  de  ratas  tratadas  con  TAA.  Se 
extrajeron muestras hepáticas  luego de 7 semanas de  tratamiento:  ratas  tratadas con  solución  salina 
(A,D),  con Ad‐βgal  (B,E) o  con AdasSPARC  (C,F). Magnificación 200X  (A,B,C), 400X  (D,E,F).  Las  flechas 
indican células positivas para α‐SMA.  (G) Análisis morfométrico del área positiva para  la  tinción de α‐
SMA (%) en secciones hepáticas de semana 7. (*) p<0,001 vs animales tratados con solución salina y Ad‐
βgal.  
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I.7 El desarrollo de fibrosis induce la expresión de SPARC en ratones 

  Los  resultados  presentados  hasta  el  momento  demuestran  que  SPARC  participa  del 

proceso  de  fibrogénesis  hepática  y  que  su  inhibición,  en  un modelo  preventivo,  tiene  efectos 

beneficiosos  obteniéndose  una  reducción  significativa  del  grado  de  fibrosis.  Con  el  objetivo  de 

confirmar estos primeros  resultados en un modelo más controlado y  teniendo  la posibilidad de 

adquirir  ratones  “knock‐out”  para  SPARC  (de  ahora  en  más  SPARC  null)  comercializados  por 

Jackson Laboratories, decidimos emplear la cepa de ratones SPARC null en estudios de desarrollo 

de fibrosis experimental. En estos animales se indujo fibrosis por dos mecanismos: administración 

crónica de TAA y ligadura del conducto colédoco (ver Figura 11, sección Materiales y Métodos). En 

ambos casos el desarrollo de la fibrosis hepática produce una inducción en la expresión de SPARC 

(Figura 24). En  los  ratones que  recibieron TAA el aumento de  SPARC  comienza en  las primeras 

semanas  de  tratamiento,  aún  cuando  la  fibrosis  no  se  encuentra  establecida.  En  este  sentido, 

tanto  la  inmunofluorescencia para SPARC  como  la PCR  semicuantitativa  indican que  luego de 2 

semanas de tratamiento hay un aumento de los niveles de SPARC (factor de variación: 1,55 ±0,09) 

y esta expresión aumentada se mantiene  luego de 10 semanas de  tratamiento  (1,59 ± 0,15)  (ya 

con  una  fibrosis  establecida).  En  el modelo  de  fibrosis  por  ligadura  del  colédoco  también  se 

observa  por  inmunofluorescencia  un  aumento  de  la  expresión  de  SPARC.  Recordemos  que  la 

ligadura  del  conducto  colédoco  se  realiza  por  una  intervención  quirúrgica  que  conduce  a  la 

ausencia de flujo biliar extra‐hepático con la consiguiente acumulación de bilis, especialmente de 

ácidos  biliares,  que  genera  un  severo  daño  hepático  que  conduce  a  la  fibrosis  (cirrosis  biliar 

secundaria). La magnitud del daño es  tan  importante que  la supervivencia de estos animales es 

corta tras  la  ligadura por  lo que el efecto fue evaluado 7 días después del procedimiento y no se 

sacrificaron  animales  a  tiempos más  prolongados.  En  este  modelo  la  inducción  de  SPARC  se 

observa a 7 días aun cuando la fibrosis no se encuentra totalmente desarrollada.  

  Los resultados obtenidos en ratas, presentados en la Figura 18, demuestran que SPARC se 

expresa en células α‐SMA positivas como lo son las CEH. En ratón no se pudieron realizar ensayo 

de  colocalización  para  comprobar  qué  células  expresan  SPARC  ya  que  no  contamos  con 

anticuerpos adecuados. Sin embargo, el aspecto morfológico de las células que expresan SPARC se 

parece fenotípicamente tanto a las  CEH y como a las células endoteliales (Figura 24; flechas vacías 

y rellenas, respectivamente). El patrón de  localización es similar en ratones donde se administró 

TAA o ratones con ligadura del conducto colédoco.  
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I.8  Los  animales  SPARC  null  presentan  un menor  grado  de  fibrosis  y  actividad 
necroinflamatoria 

  Una vez alcanzados estos resultados nos propusimos estudiar el desarrollo de la fibrosis en 

un modelo con ausencia total de SPARC. Con este objetivo se estableció el modelo de fibrosis en 

ratones  SPARC  null;  para  ello,  animales  SPARC  null  y  de  la  cepa  salvaje  (WT)  recibieron  TAA 

durante  10  semanas.  Los  ratones  SPARC  null  soportaron  el  tratamiento  con  TAA  de  la misma 

forma que los ratones WT, no se observándose cambios en la supervivencia entre ambos grupos.  

Figura  24.  Inducción  de  la  expresión  de  SPARC  durante  el  desarrollo  de  la  fibrosis.  A) 
Inmunofluorescencia  para  SPARC  en  ratones  sanos  (WT)  o  SPARC  null  luego  de  2  y  10  semanas  de 
inducción de fibrosis con TAA. B) Inmunofluorescencia para SPARC en ratones con ligadura del conducto 
colédoco  (LDB).  Las  fechas  rellenas  señalan  células  con  fenotipo  endotelial, mientras  que  las  vacías 
indican  CEH.  C)  PCR  semicuantitativa  para  SPARC  en  muestras  de  tejido  hepático  provenientes  de 
ratones sanos o tratados con TAA. 
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  Como  esperábamos,  los  animales  WT  presentaron  una  importante  distorsión  de  la 

arquitectura hepática, extensos tractos fibróticos porto‐portales y porto‐centrales, y  la presencia 

de  nódulos  de  regeneración.  El  contenido  de  colágeno  aumentó  luego  de  10  semanas  de 

tratamiento (Figura 26) y, por el contrario,  los ratones SPARC null presentaron protección contra 

los efectos tóxicos de la TAA.  

  Como se observa en la tinción con rojo Sirio los ratones SPARC null mostraron disminución 

en  el  número  y  grosor  de  los  puentes  de  colágeno  si  se  los  compara  con  los  animales 

pertenecientes  al  grupo  WT  (Figura  25).  A  su  vez,  como  se  observa  en  las  microfotografías 

presentadas, los animales WT presentaron extensos tractos fibróticos porto‐portales mientras que 

los animales SPARC null mostraron  septos  fibrosos  incompletos  (tractos que no abarcan  la zona 

comprendida  entre  dos  espacios  vasculares).  El  análisis morfométrico  del  área  positiva  para  la 

tinción de  rojo Sirio, o área de  fibrosis, es  significativamente menor en  los animales SPARC null 

(2,06±0,23) en comparación a los animales del grupo WT (4,37±0,85) (Figura 25B). 

  El aumento de  la expresión de colágeno no solo fue explorado por tinciones histológicas 

sino que estudiamos la expresión del gen de colágeno por qPCR en tejido hepático. Los resultados 

también  indican una reducción significativa del niveles de ARN mensajero para colágeno  (6,48 ± 

0,95 veces vs 3,31 ± 0,64 veces en ratones salvajes y SPARC null, respectivamente) (Figura 25C). 

  Coincidentemente se observaron resultados similares en los animales donde la fibrosis se 

generó por  ligadura del conducto colédoco. Como se comentó previamente, el daño ocasionado 

por  la  ligadura  produce  un  patrón  diferente  de  fibrosis,  predominantemente  periportal  y 

sinusoidal. Como se observa en la Figura 25D los ratones WT a 7 días de la ligadura del conducto 

colédoco  presentaron  extensos  depósitos  de  colágeno  en  la  región  periportal mientras  que  la 

presencia de colágeno fibrilar en los ratones SPARC null se encontró claramente disminuida. Todo 

lo expuesto indica que la ausencia de SPARC resulta clave para la síntesis y producción de colágeno 

en los modelos animales estudiados en esta tesis doctoral. 

  La  actividad  necroinflamatoria  y  la presencia de depósitos de  colágeno  también  fueron 

evaluadas mediante tinciones histológicas (H&E y tricrómico). En las microfotografías de la Figura 

26 se muestran diferencias en la actividad necroinflamatoria (H&E) y en la presencia de depósitos 

de  colágeno  (tricrómico).  Siguiendo  los  criterios del  índice de Knodell  se  cuantificó  la  actividad 

necroinflamatoria y  la  fibrosis de estos animales. Si bien en ambos grupos  se observó actividad 
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necroinflamatoria, los animales SPARC null mostraron una disminución significativa en la necrosis 

periportal y periseptal (2,7±0,5 vs. 1,3±1,03 en ratones WT o SPARC null respectivamente), en la  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

necrosis  focal  (2,5±0,57  vs.  1,16±0,98    en  ratones WT  y  SPARC  null  respectivamente)  y menor 

inflamación portal (3,7±0,5 vs. 2,5±0,54 en ratones WT y SPARC null respectivamente). El grado de 

Figura 25. La ausencia de SPARC se asocia a una disminución significativa de la acumulación de fibras 
de  colágeno. A) Microfotografías  representativas de  secciones hepáticas  teñidas  con  rojo  Sirio de un 
animal sin daño o WT y de ratones null tratados con TAA. B) Análisis morfométrico de la tinción con rojo 
Sirio; porcentaje de área positiva para  la  tinción. Media± DS. **p<0,01. C) PCR cuantitativa en  tiempo 
real para colágeno de tejido hepático. Los valores están relativizados a las muestras de animales WT. UA, 
unidades arbitrarias.*p<0,05. Test de Mann‐Whitney. D) Microfotografías representativas de secciones 
hepáticas teñidas con rojo Sirio de un animal wt o SPARC null 7 días  luego de  la  ligadura del conducto 
colédoco (LDB).TP, tracto portal; VC, vena central. 
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fibrosis también fue significativamente diferente en ambos grupos (4±1,4 vs. 2,3±0,51 en ratones 

WT y SPARC null respectivamente) (Tabla 9). Los animales WT que recibieron TAA mostraron una 

marcada  actividad  necroinflamatoira  en  comparación  con  los  ratones  SPARC  null  (índice  de 

Knodell: 13,25±1,25 vs. 7,33±1,56, p<0.05 para ratones WT y SPARC null, respectivamente).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla  9:  Índices  de  actividad  necroinflamatoria  y  fibrosis  en  ratones  SPARC  null  y  WT  que 

recibieron TAA 

   WT 10 semanas TAA  null 10 semanas TAA 

Necrosis periportal y periseptal  2,7 ± 0,5  1,3 ± 0,4 * 

Degeneración intralobulillar y necrosis 
focal  

2,5 ± 0,57  1,16 ± 0,98 * 

Inflamación portal  3,7 ± 0,5  2,5 ± 0,54 * 

Fibrosis  4 ± 1,4  2,3 ± 0,51 * 

Índice de Knodell  13,25 ± 1,25  7,33 ± 1,5 * 

   
*p<0,005. Test de Mann‐Whitney  

Figure 26. Los animales SPARC null desarrollaron una menor actividad necroinflamatoria y un menor 
grado  de  fibrosis  hepática  tras  la  injuria  crónica  con  tioacetamida.  A‐F)  Microfotografías 
representativas de  secciones hepáticas que muestran  los  cambios histológicos observados en  ratones 
WT tratados con TAA y en ratones SPARC null con el mismo tratamiento. Panel superior, tinción de H&E 
de  un  animal WT  (A), WT  tratado  durante  10  semanas  con  TAA  (B)  o  un  ratón  null  tratado  por  10 
semanas con TAA. Panel inferior, tinción tricrómica de Masson de un animal WT (D), WT tratado con TAA 
(E) o null tratado con TAA (F). PT, tracto portal. VC, vena central. 
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  El ácido hialurónico (AH) es un glucosaminoglicano sintetizado por células productoras de 

MEC, entre ellas  las CEH (Guha et al., 2008). Recientemente se ha demostrado que puede ser un 

marcador no  invasivo de  fibrosis hepática, pudiendo ser medido en suero  (Hartley et al., 2006). 

Como otra forma de profundizar en el estudio de los cambios que acontecen durante el desarrollo 

de la fibrosis en animales en los que se modula la expresión de SPARC, estudiamos la presencia de 

AH por una tinción histoquímica en tejido hepático de ratones WT o SPARC null tratados con TAA. 

La Figura 27 muestra que  los ratones SPARC null presentan reducción en  los depósitos de AH en 

comparación  con  los  animales WT. Nuevamente,  estos  resultados  comprueban que  los  ratones 

SPARC  null  presentan  resistencia  al  daño  inducido  por  TAA  con  un  menor  depósito  de 

componentes de la MEC, en este caso de AH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.9  La  ausencia  de  SPARC  se  asocia  a  un  cambio  en  las  características  de  los 
depósitos de colágeno tras la administración crónica de tioacetamida 

  Como  ya  hemos  mencionado,  SPARC  está  estrechamente  relacionada  no  solo  con  la 

síntesis sino también con  la maduración de  las fibras de colágeno. Dado  los resultados obtenidos 

en  los  experimentos  con  ratas  decidimos  confirmar  estos  hallazgos  en  ratones  SPARC  null  que 

Figura 27. Disminución de  los depósitos de ácido hialurónico en animales SPARC null  tratados con 
tioacetamida. Histoquímica para ácido hialurónico en ratones sanos (‐TAA), WT (A) y  null (B), y tratados 
durante 10 semanas con TAA, WT (C) y null (D). Aumento 100X. TP, tracto portal; VC, vena central. 
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recibieron TAA de manera crónica. Para este  fin,  los tejidos teñidos con rojo Sirio se observaron 

bajo microscopio  con  luz  polarizada.  Pudimos  observar  que  los  ratones  SPARC  null mostraron 

fibras más  inmaduras  (tinción anaranjada), mientras que  los animales WT presentaron  fibras de 

colágeno gruesas y maduras (tinción roja) (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

I.10  Menor  activación  de  células  estrelladas  hepáticas  y  miofibroblastos  en 
ratones SPARC null 

  Uno de los resultados más relevantes obtenidos en esta parte del trabajo es la disminución 

del número de CEH  (células protagonistas para el desarrollo de  la  fibrosis hepática) obtenida al 

tratar las ratas con el vector AdasSPARC en el modelo de prevención de la fibrosis. Con el objetivo 

Figura 28. Los animales SPARC null presentan  fibras de colágeno  finas e  inmaduras. Tinción de rojo 
Sirio visualizada bajo microscopio de luz polarizada de secciones hepáticas de animales sin tratar (A‐B) o 
WT y null tratados con TAA por 2 (C‐D) o 10 semanas (E‐F). Los ratones WT tratados con TAA presentan 
fibras maduras y compactas (en rojo) mientras que los animales SPARC null se caracterizan por presentar 
menor cantidad de fibras y de características inmaduras (en amarillo, flecha negra). 
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de  evaluar  el  número  de  CEH  activadas  ahora  en  tejidos  que  carecen  completamente  de  la 

expresión de SPARC  se estudió mediante  tinción  inmunohistoquímica  la expresión de α‐SMA en 

tejidos hepáticos. Los animales SPARC null que  recibieron TAA  solo presentan una marca  tenue 

comparado con los animales WT (Figura 29). La cuantificación del área con tinción positiva mostró 

una  importante  reducción  de  la  cantidad  de  CEH  activadas  y miofibroblastos  en  el  grupo  de 

animales  SPARC  null  en  comparación  con  los  animales  WT  (0,11±0,01  vs.  0,45±0,02, 

respectivamente). Este resultado sugiere que la ausencia de SPARC se asocia con una reducción en 

el  número  de  CEH  activadas  y  miofibroblastos,  células  fundamentales  en  el  desarrollo  de  la 

fibrogénesis, tras el estímulo fibrogénico.  
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I.11 Disminución en la expresión y en los niveles sistémicos de TGF‐β1 en ratones 
SPARC null 

  El papel de TGF‐β1 en el desarrollo de la fibrosis es de crucial importancia y su relación con 

SPARC  ha  sido  ampliamente  reportado  en  la  literatura  donde  se  ha  demostrado  una 

retroalimentación positiva de  la expresión de estas proteínas. Por  lo  tanto, decidimos evaluar  la 

expresión del ARN mensajero para TGF‐β1 por qPCR en tejidos de ratones, WT y SPARC null, que 

recibieron  TAA durante 10  semanas. Como era esperable  la  administración de TAA  aumenta  la 

expresión  de  TGF‐β1  (1,032±0,11  vs.  3,34±0,25;  WT  y  WT  con  administración  de  TAA, 

respectivamente). Interesantemente, en la Figura 30A se observa una disminución significativa de 

la expresión de TGF‐β1 en  tejidos de  animales  SPARC null en  comparación  con animales WT al 

recibir TAA  (2,20±0,19 vs. 3,34±0,25; SPARC null y WT, respectivamente). Este dato coincide con 

una menor activación de las CEH, quienes son las principales productoras de esta citoquina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. La ausencia de SPARC se correlaciona con una reducción en el número de CEH activadas. 
Inmunohistoquímica para α‐SMA. A‐B) Tejido hepático de  ratones WT y null sanos, C‐D)  ratones WT y 
null tratados con TAA durante 10 semanas. E‐F) Mayor aumento (400X), hígados provenientes de ratones 
tratados con TAA donde se observa  localización peri‐sinusoidal y en tractos  fibrosos de  las células con 
tinción positiva. G) Cuantificación morfométrica del área con tinción positiva. **p<0,01. Test de Mann‐
Whitney. 

Figura 30. La ausencia de SPARC  induce una disminución de  los niveles de expresión y secreción de 
TGF‐β1  tras  el  estímulo  fibrogénico  con  TAA.  A)  qPCR  para  TGF‐β1  en muestras  de  tejido  hepático 
provenientes de ratones WT y null con o sin tratamiento con TAA. Datos relativos al WT. UA, unidades 
arbitrarias. B) Niveles de TGF‐β1 en suero de animales WT y null tratados con TAA durante 10 semanas. 
*p<0,05, **p<0,01; * vs. WT tratados con TAA. Test de Mann‐Whitney. 
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  Por otro  lado, se estudió  la expresión de TGF‐β1 mediante  la técnica de ELISA. Medimos 

los  niveles  de  TGF‐β1  en  suero  de  animales WT  y  SPARC  null  que  recibieron  TAA.  Como  se 

encuentra graficado en la Figura 30B se observó una disminución en los niveles secretados de TGF‐

β1 en animales SPARC null  tratados con TAA  luego de 10  semanas de  tratamiento  (489,1 ±59,6 

pg/ml vs. 936 ±83,3 pg/ml, SPARC null y WT  respectivamente). Estos  resultados sugieren que  la 

disminución de TGF‐β1 podría atenuar el proceso  fibrogénico, aunque  también es  cierto que  la 

disminución de la expresión de TGF‐ β1  puede ser la consecuencia directa de un menor desarrollo 

de la fibrosis. Con el objetivo de profundizar en el papel de TGF‐β1 y su relación con SPARC, en la 

segunda  parte  de  esta  tesis  doctoral  se  realizaran  estudios  in  vitro  destinados  a  clarificar  los 

mecanismos anti‐fibróticos subyacentes. 
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II PARTE 

  Como se presentó en  la parte  I de esta sección de resultados,  la ausencia permanente o 

transitoria de SPARC tiene efectos beneficiosos en cuanto a la inhibición del desarrollo de fibrosis 

hepática  en  tres  modelos  desarrollados  in  vivo.  Hemos  demostrado  en  este  trabajo  que  la 

inhibición de la expresión de SPARC disminuye la síntesis y/o maduración de las fibras de colágeno 

fibrilar, disminuye la activación de las CEH y la producción de la citoquina pro‐fibrogénica TGF‐β1. 

Con el fin de ahondar en los mecanismos subyacentes a este potente efecto anti‐fibrótico in vivo, 

decidimos analizar el comportamiento de  las CEH en cultivos  tanto de  líneas celulares como en 

cultivos primarios.  

II.1 Inhibición de la expresión de SPARC en líneas celulares y cultivos primarios de 
células estrelladas hepáticas de rata utilizando ARN de interferencia específicos. 

  En primer lugar se diseñaron ARN de interferencia específicos para inhibir SPARC. Todo el 

trabajo in vitro se realizó en dos líneas de CEH, la línea de rata CFSC‐2G y la línea humana LX2, y en 

cultivo  primario  de  CEH  de  rata.  Como  se  comentó  anteriormente  la  obtención  de  cultivos 

primarios es una técnica laboriosa y con un rendimiento muy bajo, es por ello que el trabajo con 

líneas celulares es útil para desarrollar estudios in vitro. Consecuentemente se utilizaron distintas 

estrategias en el diseño de los ARN de interferencia dependiendo las células utilizadas.  

  Para  inhibir  la  expresión  de  SPARC  en  células  de  rata  se  utilizó  una mezcla  de  4  ARN 

sintéticos  (adquiridos  a  la  empresa Dharmacon)  específicos  para  SPARC  (a  partir  de  ahora me 

referiré  a  los  mismos  como  siSPARC)  (ver  Figura  12A,  sección  Materiales  y  Métodos).  El 

mecanismo  de  ARN  de  interferencia  (ARNi)  es  muy  específico,  consiste  en  diseñar  un 

oligonucleótido pequeño  (de 20 nucleótidos aproximadamente) totalmente complementario a  la 

secuencia  del  ARNm  cuya  expresión  se  desea  inhibir.  La  región  en  la  que  se  produce  el 

apareamiento entre el ARNi y el ARNm es crucial para que el mecanismo de interferencia ocurra. 

No todo ARNi diseñado realmente posee  la capacidad de silenciar  la expresión del ARNm blanco, 

es por este motivo que se suelen adquirir mezclas de ARNi de forma de potenciar la inhibición. A 

su vez se utilizó como control un ARNi no específico (siCtr) que, en principio, está desprovisto de 

efecto específico anti‐SPARC.  

  Gracias  a  la  colaboración  realizada  con  el  laboratorio  del  Dr.  Podhajcer    (Fundación 

Instituto  Leloir)  pudimos  utilizar,  para  inhibir  SPARC  en  células  humanas,  un  plásmido 
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(denominado  pRNATinH1.4siSPARC)  que  lleva  un  ARNi  específico  para  SPARC  humana.  Como 

control se utilizó el mismo plásmido con un ARNi no específico (pRNATin) (ver Figura 12B, sección 

Materiales y Métodos). Es decir, en esta parte del  trabajo se utilizaron dos estrategias de ARNi, 

ARNi sintéticos o ARNi codificados en plásmidos, dependiendo si se desea inhibir SPARC en células 

humanas o de rata, respectivamente (Figura 13, sección Materiales y Métodos).   

  La  eficiencia  de  transfección  tanto  de  las  células  CFSC‐2G  como  de  las  células 

pertenecientes al cultivo primario de CEH se evaluó utilizando un ARNi marcado con el fluorosforo 

FITC, mientras  que  para  la  línea  LX2  se  utilizó  el  plásmido  pRNATinH1.4  (que  codifica  para  la 

proteína reportera GFP). Mediante recuento celular en microscopio de fluorescencia se calculó la 

eficiencia  de  transfección  para  cada  línea  celular  obteniéndose  los  siguientes  resultados:  una 

eficiencia del 50±10% en  las  células CFSC‐2G, un 68±11% de  inhibición en  las  células  LX2 y una 

eficiencia del 53±8% para el cultivo primario de CEH.  

  SPARC se expresa en CEH y en particular demostramos por qPCR y  inmunofluorescencia 

que  se expresa en  las  células utilizadas en este  trabajo  (Figura 31). El  tratamiento  con  siSPARC 

inhibió significativamente  la producción de ARNm para SPARC en células CFSC‐2G  luego de 72 hs 

de la transfección (0,54±0,06 vs 1,24±0,16, siSPARC vs siCtr, respectivamente) (Figura 31A y D). En 

el caso de  las células LX2 se obtuvo un  resultado similar 72hs post‐transfección con el plásmido 

pRNATinH1.4siSPARC (0,19±0,07 vs 0,91±0,08, siSPARC vs siCtr, respectivamente) (Figura 31B).  

  Como se explicó anteriormente las CEH obtenidas de ratas sanas se encuentran en estado 

quiescente, pero al ponerlas a cultivar en placas de cultivo de plástico las células se activan con el 

correr de los días. En particular trabajamos con el cultivo primario a día 8, donde ya se considera 

que  las  CEH  se  han  activado.  En  ese momento  se  trataron  con  el ARNi  específico  para  SPARC 

obteniendo una  inhibición significativa de  la expresión de SPARC (0,14±0,04 vs 1,26±0,3, siSPARC 

vs siCtr, respectivamente) (Figura 31C). 

  Por otro  lado, sabiendo que SPARC es una proteína secretada se evaluó su expresión en 

sobrenadantes de células LX2, en  las que el efecto  inhibitorio fue más contundente. En  la Figura 

31E se demuestra la inhibición de la síntesis de SPARC en células tratadas con ARNi para SPARC. 

  Hemos  demostrado  la  eficiencia  de  transfección  de  los  sistemas  empleados  así  como 

también  la  inhibición de SPARC tanto a nivel ARNm como proteína. A continuación estudiaremos 

el comportamiento de las CEH en donde se inhibe la expresión de SPARC. En la Figura 13 (sección 

Materiales y Métodos) se ilustra el diseño experimental utilizado.  
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II.2  La  inhibición  de  SPARC  reduce  la  capacidad  migratoria  de  las  células 
estrelladas hepáticas sin afectar su capacidad proliferativa 

  En  respuesta  a  una  injuria  hepática  se  produce  una  gran  cantidad  de  factores  como 

citoquinas y quimiocinas que están involucradas en procesos biológicos claves para las CEH y para 

el  desarrollo  de  la  fibrosis.  Estos  factores  participan  activamente  en  procesos  tales  como  la 

activación, proliferación y migración de  las CEH,  facilitando, entre otros eventos,  la acumulación 

de las CEH en las zonas de injuria e inflamación (Friedman, 2000). Sabiendo que la proliferación de 

las CEH activadas es esencial en el proceso  fibrogénico nos propusimos estudiar el efecto de  la 

inhibición de  SPARC en  la  actividad proliferativa  y  la  inducción de  apoptosis. Estos procesos  se 

Figura 31: Eficiencia de  la  inhibición de  la expresión de SPARC en  las distintas poblaciones de CEH. 
Análisis  de  la  expresión  del ARNm  de  SPARC mediante  qPCR  en  células  CEH:  CFSC‐2G  (A),  LX2  (B)  y 
cultivo primario de CEH de rata (C). D) Inmunofluorescencia para SPARC (en verde) en células de la línea 
CFSC‐2G,  imágenes  representativas  de  cada  tratamiento. Magnificación  400X.  E) Western  blot  para 
SPARC de sobrenadantes provenientes de células LX2 3 días post‐transfección. Los números  indican  la 
cuantificación de  las bandas  teniendo en cuenta el control de carga. wt, células  sin  transfectar;  siCtr, 
células  tratadas con un ARNi no específico; siSPARC, células  tratadas con ARNi específico para SPARC; 
pRNATin,  células  transfectadas  con  el  plásmido  pRNATinH1.4;  pRNATinsiSPARC,  células  transfectadas 
con el plásmido que lleva un ARNi específico para SPARC humano. *,σ P<0,05, **,σ σ P<0,01. ; * vs wt; σ 
vs siCtr o pRNATin. 
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evaluaron  en  las  células  CFSC‐2G.  La  proliferación  se  cuantificó  mediante  la  técnica  de 

incorporación  de  timidina  [3H].  El  tratamiento  con  ARNi  para  SPARC  no  produjo  cambios 

significativos en  la proliferación de  las CEH (dpm: 15087±669,8 vs. 13590±677,5 vs. 15177±1460; 

wt vs. siCtr vs. siSPARC, respectivamente; n=5; p=0,96, siSPARC vs. wt; p=0,38, siSPARC vs. siCtr; 

test  de  T  de  student).  La  apoptosis  fue  evaluada  por  tinción  con NaAc/BrEt  (ver Materiales  y 

Métodos  II.  8  Proliferación  celular  y  apoptosis).  Consistentemente,  solo  se  observó  un  leve 

aumento en la apoptosis tardía (% de células apoptóticas: 5,5±2,5 vs. 7,5±0,5 vs. 11±1; wt vs. siCtr 

vs. siSPARC, respectivamente; en dos experimentos independientes) y ningún cambio aparente en 

la apoptosis temprana (% de células apoptóticas: 6±0 vs. 7±1 vs. 8.5±1.5; wt vs. siCtrl, vs. siSPARC, 

respectivamente;  en  dos  experimentos  independientes)  en  comparación  con  los  diferentes 

grupos. 

  Dado que no  se observaron diferencias  significativas  en  la proliferación  celular ni  en  la 

apoptosis al  inhibir  SPARC en  las  células CFSC‐2G, nos preguntamos  si existen diferencias en  la 

capacidad migratoria que pudieran explicar los efectos antifibróticos de la inhibición de SPARC. En 

este sentido, las CEH activadas poseen la habilidad de migrar y acumularse en los sitios de injuria 

donde  van  a  producir  matriz  fibrilar  e  inducir  la  producción  de  citoquinas  inflamatorias.  La 

presencia  de  estos  factores  aumenta  el  reclutamiento  de  CEH,  creando  un  mecanismo  de 

retroalimentación positiva. Consecuentemente, durante el desarrollo de  la enfermedad  los sitios 

de  injuria  hepática  producen  gran  número  de  moléculas  proinflamatorias  que  actúan  como 

quimiotractantes de CEH a los lugares de lesión, siendo el PDGF uno de los factores más relevantes 

en  la  inducción  de  la  migración  de  CEH.  Por  tal  motivo,  se  utilizó  esta  citoquina  como 

quimiotractante para evaluar los efectos de la inhibición de SPARC en la migración de células CFSC‐

2G y LX2 utilizando una cámara de migración de tipo “Boyden”. El ensayo consistió en resuspender 

las  células  transfectadas  en medio  de  cultivo  sin  suero  en  el  pocillo  superior  de  la  cámara  de 

mientras que en el pocillo inferior se colocó el quimiotractante. Entre el pocillo superior y inferior 

se  dispuso  una membrana  con  poros  que  debe  ser  atravesada  por  las  células  con  capacidad 

migratoria como se describe en la sección II.9 (II. 9 Ensayo de migración).  

  En  primer  lugar  se  utilizó  suero  como  estímulo  migratorio  de  células  CFSC‐2G  sin 

transfectar  o  transfectadas  con  ARNi;  el  tratamiento  con  siSPARC  presentó menor  número  de 

células con capacidad de migrar (Figura 32). Para evaluar el potencial migratorio bajo un estímulo 

característico del entorno fibroso, se utilizó PDGF como quimiotractante. Como se comentó en la 



Resultados 

120 

 

introducción de esta tesis, en los sitios de daño de tejido hepático existen una variedad de factores 

pro‐inflamatorios que actúan como quimiotractantes de las CEH, pero sin duda el PDGF es uno de 

los factores más potentes (Yang et al., 2003). La concentración óptima de PDGF se estableció en 

10ng/ml luego de realizar una titulación para ambas líneas celulares. Como vemos en la Figura 32 

la inhibición de SPARC redujo significativamente la capacidad migratoria de las células tratadas con 

ARNi  para  SPARC  en  comparación  con  las  células  tratadas  con  un  ARNi  no  específico  o  sin 

transfectar. Los resultados fueron similares en ambas líneas celulares sugiriendo que el efecto no 

depende del tipo celular en estudio. Es necesario aclarar  la susceptibilidad de  las células LX2 a  la 

transfección con ADN exógeno,  lo cual  tiene un  impacto negativo en  la capacidad migratoria de 

estas  células  en  general,  mientras  que  las  células  no  transfectadas  poseen  una  capacidad 

migratoria considerablemente mayor. Por esta razón, aunque  la  inhibición de SPARC  induce una 

disminución de  la migración en relación con el plásmido control, estos resultados no se  incluyen 

en la grafica mostrada en la Figura 32C. 

   

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 32: La inhibición de la expresión de SPARC disminuye la capacidad de migración de las CEH en 
respuesta  a  SFB, PDGF  y  TGF‐β1.  Ensayo de migración  en  cámara de  tipo Boyden.  (A) Migración de 
células CFSC‐2G en  respuesta a SFB, PDGF o TGF‐β1. wt, células sin  transfectar; siCtr, células  tratadas 
con un ARNi no  específico;  siSPARC,  células  tratadas  con ARNi  específico para  SPARC.  * p<0,05,  *** 
p<0,001, vs. wt; σ p<0,05, σσσ p<0,001, vs. siCtr. (B) Microfotografías representativas donde se muestra la 
reducción del número células migradas. (C) Cuantificación de la migración de células LX2 en respuesta a 
PDGF.  pRNATin,  células  transfectadas  con  el  plásmido  pRNATinH1.4;  pRNATinsiSPARC,  células 
transfectadas con el plásmido que lleva un ARNi específico para SPARC. σσσ p<0,001. 
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  Entre  sus  múltiples  funciones  TGF‐β1  es,  además  de  una  citoquina  multifuncional 

fundamental  por  su  actividad  pro‐fibrogénica,  una molécula  con  efectos  quimiotractantes.  Al 

realizar  los  ensayos  de  migración  utilizándola  como  quimiotractante  también  se  observó 

disminución de la capacidad migratoria de las células CFSC‐2G tras la inhibición de SPARC (Figura 

32A). En resumen, estos resultados sugieren que al inhibir la expresión de SPARC en las CEH estas 

células adquieren un fenotipo con baja capacidad migratoria. 

II.3 La inhibición de SPARC modula la síntesis y secreción de TGF‐β1 afectando la 
migración celular 

  De  los  resultados presentados en  la primera parte de este  trabajo se desprende que  los 

ratones  SPARC  null  presentan  disminución  en  los  niveles  de  TGF‐β1.  Con  esta  información 

presente,  y  con  el  objetivo  de  estudiar  los  efectos  del  ARNi,  realizamos  estudios  destinados  a 

medir no sólo la síntesis de ARNm sino también la secreción de TGF‐β1. Coincidentemente con lo 

observado  anteriormente,  los  resultados  obtenidos  por  qPCR  demuestran  inhibición  de  la 

expresión  del  ARNm  de  TGF‐β1  en  la  línea  CFSC‐2G  transfectada  con  siSPARC  (1,08±0,05  vs. 

0,77±0,07 vs. 0,18±0,06; wt vs. siCtr vs. siSP, respectivamente) (Figura 33A). De la misma forma, se 

demostró por ELISA  la  inhibición de  la secreción de TGF‐β1 en sobrenadantes de células CFSC‐2G 

transfectadas con ARNi para SPARC (2237 ±33,7 vs. 2634 ±15,01 vs. 1503 ±97,57; wt vs. siCtr vs. 

siSPARC,  respectivamente)  (Figura  33B).  La  reducción  del  nivel  de  TGF‐β1  probablemente  esté 

involucrada en la actividad anti‐fibrótica observada in vivo previamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: La inhibición de SPARC reduce la expresión y secreción de TGF‐β1. A) Niveles de ARNm de 
TGF‐β1 estudiados por qPCR. Los datos se  relativizaron a  las células sin  transfectar  (CFSC‐2G wt). UA, 
unidades arbitrarias. (B) Cuantificación por ELISA de los niveles de TGF‐β1 en sobrenadantes de células 
CFSC‐2G tratadas. wt, células sin transfectar; siCtr, células tratadas con un ARNi no específico; siSPARC, 
células  tratadas  con ARNi específico para SPARC. * p<0,05, ** p<0,01, vs. wt;  σ p<0,05,  σσ p<0,01, vs. 
siCtr. 
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  Con  el  objetivo  de  estudiar  si  la  reducción  de  la  capacidad  migratoria  en  las  células 

tratadas  con  ARNi  para  SPARC  puede  ser  consecuencia  de  la  expresión  reducida  de  TGF‐β1, 

realizamos un ensayo de migración donde, luego de inhibir la expresión de SPARC, preincubamos 

las células con TGF‐β1 por 24hs. Más tarde se realizó el ensayo de migración, y observamos que las 

células tratadas con ARNi para SPARC y las tratadas con TGF‐β1 recuperaron la habilidad de migrar 

en respuesta a al estimulo de PDGF (Figura 34A). Es decir, sabiendo que TGF‐β1 puede estimular la 

expresión de SPARC nos preguntamos si  la  restauración de  la capacidad migratoria se debe a  la 

presencia de TGF‐β1 o a que el agregado exógeno de TGF‐β1 pudo contrarrestar los efectos de la 

inhibición  con  ARNi  aumentando  la  expresión  de  SPARC.  Para  evaluar  estas  posibilidades  se 

estudió la síntesis de ARNm para SPARC en las células CFSC‐2G pretratadas durante 24 hs con TGF‐

β1. Los resultados de la qPCR que se muestran en la Figura 34B indican que el pretratamiento con 

TGF‐β1 aumenta la expresión de SPARC en las células tratadas con ARNi para SPARC, sin embargo, 

los niveles de SPARC no  se  restauran completamente  (aproximadamente un 60%). Por  lo  tanto, 

estos  resultados  sugieren  que  el  restablecimiento  de  la  capacidad  migratoria  de  las  células 

tratadas con TGF‐β1 depende parcialmente de la reexpresión de SPARC. 

  Estas observaciones nos permiten hipotetizar que durante la activación de las CEH, SPARC 

podría actuar sobre  la vía de producción de TGF‐β1 permitiendo y/o aumentando  la habilidad de 

estas células de responder a estímulos quimiotácticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: El pre‐tratamiento con TGF‐β1 restablece  la capacidad migratoria de  las células CFSC‐2G 
transfectadas con siSPARC. A) Cuantificación del ensayo de migración de CEH en respuesta a PDGF, con 
y sin pre‐tratamiento por 24 hs con TGF‐β1 (0,1 ng/ml). * p<0,05, vs. CFSC‐2G wt ‐TGF‐β1; σσ p<0,01, vs. 
CFSC‐2G  siCtr  ‐TGF‐β1.  B)    Análisis  de  los  niveles  de  ARNm  de  SPARC  por  qPCR  en  células  CFSC‐2G 
transfectadas  con  ARNi  sin  y  con  pre‐tratamiento  con  TGF‐β1.  Valores  relativos  a  las  células  sin 
transfectar y sin pretratamiento con TGF‐β1 (CFSC‐2G wt). UA, unidades arbitrarias. * p<0,05, vs. CFSC‐
2G wt +TGF‐β1; σ p<0,05, vs. CFSC‐2G siCtr +TGF‐β1. 
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II.4  La disminución de los niveles de expresión de SPARC aumentan la capacidad 
adhesiva de las células estrelladas hepáticas y alteran el citoesqueleto de actina 

  El  proceso  de migración  celular  implica  la  existencia  de  un  equilibrio  adecuado  entre 

adhesión y separación del sustrato. Este proceso involucra señales intracelulares dependientes de 

moléculas  de MEC  y  cambios  dinámicos  de  los  filamentos  de  actina  del  citoesqueleto.  Se  ha 

demostrado  en  otros  sistemas  que  SPARC  provoca  cambios  hacia  un  fenotipo  redondeado 

induciendo  inhibición  de  la  adhesión  al  menos  en  parte  por  disolución  del  complejo  focal  y 

reorganización de  las  fibras de estrés  (Murphy‐Ullrich  et al., 1995; Melton  et al., 2007). Con el 

objetivo de estudiar si la disminución de la capacidad migratoria al inhibir SPARC puede deberse a 

cambios en  su adhesividad, estudiamos  la capacidad de  las CEH de adherirse a  fibronectina, un 

componente  fundamental de  la MEC que promueve  la  formación de complejos de adhesión vía 

integrinas de superficie celular. 

  Tanto  la  línea  celular CFSC‐2G  como  las  células  LX2  transfectadas  con ARNi para  SPARC 

mostraron un aumento significativo en su capacidad de adherirse a fibronectina (Figura 35A‐B). La 

inhibición de SPARC aumenta  la adhesión  lo que puede  tener  implicancias  importantes como  la 

reducción  de  la  capacidad  de  las  CEH  para migrar  en  respuesta  a  estímulos  quimiotractantes 

presentes en las zonas de injuria hepática durante el desarrollo de la fibrosis. De la misma forma 

se realizó el ensayo de adhesión con el cultivo primario de CEH obtenidas de rata luego de 8 días 

de cultivo en placa, de manera interesante reprodujimos los mismos efectos en el cultivo primario 

de CEH (Figura 35C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: La  inhibición de SPARC aumenta  la capacidad adhesiva de  las CEH. Ensayo de adhesión a 
fibronectina  de  células  CFSC‐2G  (A),  LX2  (B)  y  provenientes  del  cultivo  primario  de  CEH  de  rata  (C). 
*p<0,05 vs. wt; σ p<0,05vs. siCtr o pRNAtin. Test de Mann‐Whitney. 
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  Los cambios en la adhesión y migración están por lo general relacionados con alteraciones 

en el citoesqueleto y filamentos de actina. Para estudiar  los cambios en el citoesqueleto,  las CEH 

se  incubaron sobre vidrios recubiertos con polilisina/fibronectina durante 4 hs y  luego se realizó 

tinción de faloidina, una micotoxina capaz de unir específicamente filamentos de actina, marcada 

con  un  fluorocromo.  En  ambas  líneas  celulares  tratadas  con  ARNi  para  SPARC  se  observó  una 

reducción  significativa  tanto  en  la  proporción  de  células  con  fibras  de  estrés  gruesas  como 

también en la distribución de la tinción con faloidina (Figura 36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: La  inhibición de SPARC altera el patrón de  fibras de actina del citoesqueleto de  las CEH. 
Microfotografías  representativas  de  la  tinción  para  faloidina  en  células  CFSC‐2G  (A)  y  LX2  (C).  Panel 
superior en A y C muestra  fotos  representativas de  la expresión de  fibras de  stress, mientras que  los 
paneles  inferiores muestran  fenotipos polarizados. B‐D) Cuantificación de  la  tinción para  faloidina en 
células CFSC‐2G (B) y LX2 (D). Los valores expresan la relación entre el área con tinción positiva interna y 
externa.  *p<0,05  vs. WT;  σ  p<0,05vs. ARN  de  interferencia  control;  σ  p<0,01  vs ARN  de  interferencia 
control. Test de Mann‐Whitney. 
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  La  inhibición de SPARC disminuyó el número de células con fenotipo migratorio, es decir, 

se  vio  afectada  la presencia de polarización  y  fibras de estrés gruesas, en  comparación  con  las 

células tratadas con el ARNi control o  las células sin tratar (el porcentaje de células con fenotipo 

migrante  fue  del  70%,  60%  y  40%  para  células  CFSC‐2G wt,  tratadas  con  siCtr  o  con  siSPARC, 

respectivamente;  para  la  línea  LX2  los porcentajes  obtenidos  fueron  del  60%,  64%  y  40%  para 

células  wt,  transfectadas  con  pRNATin  o  pRNAtinsiSPARC,  respectivamente;  p<0,05,  test  de 

Fisher). Estos resultados sugieren una relación entre  la disminución de  la capacidad migratoria y 

las alteraciones en los filamentos de actina del citoesqueleto. 

II.5  La  inhibición  de  SPARC  disminuye  la  expresión  de  ARNm  para  colágeno

  Debido a que  las CEH son  las mayores productoras de colágeno tipo I durante el proceso 

fibrogénico y sabiendo que en los estudios in vivo observamos una reducción en los depósitos de 

colágeno  nos  preguntamos  si  la  inhibición  de  SPARC  en  estas  células  podría  tener  los mismos 

efectos  sobre  su  capacidad productora de  colágeno.  Luego de 72hs post  transfección  con ARNi 

evaluamos  la expresión de  colágeno por qPCR. En  la Figura 37A  se observa que  las  células  LX2 

transfectadas con siSPARC disminuyeron  los niveles de ARNm para colágeno comparado con  las 

células no  tratadas,  interesantemente  los mismos  resultados  se observan en el  cultivo primario 

transfectado a día 8, momento en el que las células ya han adquirido un fenotipo activado (Figura 

37B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: La inhibición de SPARC induce una menor expresión del ARNm para colágeno tipo I. PCR en 
tiempo real (qPCR) de la expresión del ARNm de colágeno tipo I en células LX2 (A) y en cultivo primario 
(B)  transfectado  con  ARNi  para  SPARC.  Análisis  por  el  método  de  ΔΔCt  relativo  a  las  células  sin 
transfectar. wt,  células  sin  transfectar;  pRNATin,  células  transfectadas  con  el  plásmido  pRNATinH1.4; 
pRNATinsiSPARC, células transfectadas con el plásmido que  lleva un ARNi especifico para SPARC; siCtr, 
células tratadas con un ARNi no específico; siSPARC, células tratadas con ARNi específico para SPARC. ** 
p<0,01 vs. wt; σσ p<0,01 vs. ARNi control. Test de Mann‐Whitney. 
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   Cuando  se  evaluó  la  expresión  de  colágeno  en  las  células  CFSC‐2G  transfectadas  con 

siSPARC no  se observaron diferencias  significativas. Teniendo en  cuenta que en estas  células  la 

inhibición de SPARC no es tan contundente hipotetizamos que el cambio en la expresión no sería 

suficiente para alterar la expresión de colágeno. Por esta razón, 48 hs luego de la transfección de 

las  células  CFSC‐2G,  las  estimulamos  con  TGF‐β1.  Como  esperábamos  TGF‐β1  aumentó  la 

expresión de colágeno en comparación con la producción por parte de las células no estimuladas 

(Figura  38),  bajo  este  estímulo profibrogénico  las  células CFSC‐2G  transfectadas  con ARNi para 

SPARC mostraron inhibición de la síntesis de ARNm para colágeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.6  La inhibición de SPARC induce, en las células estrelladas hepáticas, un cambio 
de un fenotipo mesenquimal a uno epitelial  

  Con  el  fin  de  profundizar  sobre  los  mecanismos  involucrados  en  la  inhibición  de  la 

migración  en  las  células  tratadas  con  ARNi  para  SPARC  estudiamos  el  patrón  de  expresión  de 

moléculas  de  adhesión  y  de matriz  extracelular  de  células  tratadas  con  ARNi  para  SPARC  en 

comparación con las tratadas con ARNi control. Se utilizó un arreglo para PCR en tiempo real que 

permite  estudiar  de  forma  simultánea  la  expresión  de  84  genes  involucrados  en  las  vías 

mencionadas. De  los 84 genes  involucrados en  interacciones  célula‐célula y  célula‐matriz, 20  se 

encontraron  sobreexpresados  (coeficiente  de  variación  ≥1,5)  y  tan  solo  5  genes  inhibidos  en 

Figura 38: La inhibición de la expresión de SPARC en células CFSC‐2G las convierte en resistentes a la 
producción de colágeno  tras el estimulo con TGF‐β1 exógeno. qPCR de colágeno en células CFSC‐2G 
tratadas o no durante 24 hs con TGF‐β1 tras 48hs de la transfección con ARNi. Los resultados, analizados 
se  relativizaron a  las  células no  tratadas  con TGF‐β1.  * p<0,01  vs. CFSC‐2G wt  tratadas  con TGF‐β1;  σ 

p<0,01 vs. siCtr. 
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células  CFSC‐2G  tratadas  con  ARNi  para  SPARC  en  comparación  al  control  (Figura  39A‐B). 

Consistentemente con  los resultados de una mayor adhesividad en  las células donde SPARC esta 

reprimida,  50%  de  los  genes  sobreexpresados  se  relacionan  con  adhesión  células‐MEC  (Sgce, 

Col2a1, Col4a2, Col4a3, Col8a1,  Itga3,  Itgb1, Cd44, Thbs1 and Thbs2). Mientras que solo 2 genes 

relacionados  con  interacciones  célula‐MEC  se  encontraron  inhibidos  (CdhN  y  Itgad).  Además  4 

metaloproteinasas, Adamst8, MMP13, MMP14 y MMP15, aumentaron su expresión; mientras que 

hubo una inhibición de la expresión de MMP12 y Adamts2. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Análisis de  la expresión de genes  relacionados con el proceso de adhesión y con  la MEC 
luego  de  inhibir  la  expresión  de  SPARC  en  CEH.  Arreglo  para  PCR  en  tiempo  real  que  estudia  la 
expresión de 84 genes en células CFSC‐2G relacionados con adhesión y MEC. A) Gráfico de correlación 
entre el cambio de expresión de genes en células tratadas con ARNi para SPARC o tratadas con ARN de 
interferencia  control. Cada punto  representa un  gen  evaluado.  En negro  y  gris  se  representan  genes 
sobre‐expresados o inhibidos con un cambio (punto de corte) >2, respectivamente. B) En la tabla figuran 
todos aquellos genes con un cambio >1,5. C) Estudios de confirmación: cuantificación de la expresión de 
ARNm por qPCR de aquellos genes que están claramente modificados en el arreglo realizado. Los valores 
fueron  normalizados  a  la  expresión  de  GAPDH.  La media  del  cambio  obtenido  se  representa  en  los 
gráficos. ** p<0,01, * p<0,05. 
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  La expresión de los genes donde se observaron mayores cambios (Adamts8, CdhE, MMP13 

y CdhN) se confirmaron por qPCR (Figura 39C). En  las células deficientes de SPARC el gen que se 

encontró  claramente  sobreexpresado  fue  CdhE  (coeficiente  de  variación:  9,7  en  el  arreglo  de 

genes; coeficiente de variación: 3,3 en la qPCR). En congruencia con la información presente en la 

literatura se  inhibió  la expresión de CdhN  (0,3 veces de cambio en el arreglo y 0,42 en  la qPCR) 

(Figura 39). Estos resultados y el cambio de expresión de CdhN a CdhE sugieren la pérdida de las 

propiedades mesenquimales, asociado a una mayor expresión de CdhE. Este cambio del fenotipo 

estaría relacionado con las capacidades migratorias de las células y el estado de activación de las 

CEH, de hecho, las células tipo mesenquimal poseen una gran capacidad migratoria. 
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III PARTE 

III.1 Expresión de SPARC en células de hepatocarcinoma  

  Sabiendo que SPARC se expresa en hígados cirróticos y teniendo en cuenta que la cirrosis 

es  considerada  una  patología  que  facilita  la  aparición  del HC,  decidimos  investigar  el  papel  de 

SPARC en este tumor. Sabiendo que existen datos contradictorios acerca de la funciones de SPARC 

en  cáncer  decidimos  explorar  los  efectos  de  los  cambios  de  la  expresión  de  esta  proteína  y  el 

comportamiento tumoral.  

  Con este fin estudiamos la expresión de SPARC en distintas líneas celulares de HC humano, 

líneas HepG2, Hep3B y Huh7, empleando diferentes vectores basados en adenovirus de primera 

generación.  Se  indujo  la  expresión  de  SPARC  con  un  adenovirus  que  contiene  la  secuencia 

completa (sentido) de SPARC (AdsSPARC) empleando una multiplicidad de infección (MOI) de 100. 

Por Western blot e  inmunofluorescencia se observa el aumento de  la expresión de SPARC en  las 

células HepG2, que  fue máxima 3 días post‐infección  (Figura 40). Como  se observa en  la Figura 

40A  la transducción de  las células con un adenovirus reportero que codifica para β‐galactosidasa 

(Ad‐ βGal) no modificó significativamente la expresión de SPARC, mientras que el adenovirus que 

expresa l a secuencia antisentido para SPARC (AdasSPARC) inhibe la expresión de esta proteína de 

manera sustancial luego de 3 días.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  40.  Expresión  de  SPARC  en  células  HepG2  utilizando  distintos  vectores  adenovirales.  A) 
Western Blot proveniente de medio condicionado obtenido de células HepG2 sin transducir (control) o 3 
días  después  de  transducidas  con  los  vectores  AdasSPARC,  AdsSPARC  o  Ad‐βgal.  rSPARC,  SPARC 
recombinante. B)  Inmunofluorescencia para SPARC  (tinción verde) y tinción nuclear con DAPI  (azul) en 
células HepG2 sin transducir.  
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III.2  La  sobreexpresión  de  SPARC  en  células  de  hepatocarcinoma  inhibe  el 
crecimiento en esferoides. 

  Como  hemos  comentado  previamente  SPARC  es  una  proteína  de  MEC  con  múltiples 

funciones biológicas pero que, dependiendo del  tipo de cáncer en estudio, puede  tener efectos 

muy  diversos,  incluso  contrapuestos.  Para  estudiar  el  efecto  de  SPARC  en  células  de  HC  se 

realizaron una serie de ensayos in vitro que a continuación se detallan. En primer lugar se estudió 

el comportamiento de  las células de HC donde se  inhibió o sobreexpresó SPARC para establecer 

esferoides  tridimensionales, que simulan, aunque de manera  limitada, el crecimiento  tumoral  in 

vitro. Los esferoides son un modelo  in vitro aceptado para el estudio de  la biología de  las células 

malignas  (Carlsson  and  Acker,  1988).  Los  esferoides  tienen  la  particularidad  de  conformar  un 

conjunto  tridimensional  de  células  tumorales  que  cultivadas  bajo  condiciones  permiten  que  se 

establezcan  uniones  célula‐célula  y  célula‐matriz  muy  particulares.  Los  esferoides  se  pueden 

establecer empleando uno o más  tipos celulares, sin embargo, aún aquellos constituidos por un 

único  tipo  celular  presentan  heterogeneidad  con  células  en  estado  quiescente,  proliferantes  e 

incluso necróticas. En nuestros ensayos, el armado de los esferoides fue realizado con un solo tipo 

celular,  la  línea celular HepG2 o  la  línea Hep3B. Las células  fueron transducidas con  los vectores 

adenovirales 72 hs antes del armado de los esferoides y el crecimiento de los mismos se evaluó a 

lo  largo de 6 días. Llamativamente,  los  resultados muestran que el aumento de  la expresión de 

SPARC en células HepG2 y en Hep3B  inhibió sustancialmente el crecimiento de  los esferoides en 

comparación a células transducidas con el adenovirus control (Ad‐βgal) o sin tratar (Figura 41A‐B). 

De  manera  importante,  ambas  líneas  celulares  presentaron  el  mismo  comportamiento.  Sin 

embargo, la inhibición de SPARC utilizando AdasSPARC no modificó la capacidad de las células de 

crecer  formando  esferoides  en  comparación  con  los  controles.  Interesantemente,  cuando  se 

adicionó de forma exógena SPARC recombinante  la tasa de crecimiento de  los esferoides no fue 

modificada (Figura 41C), indicando que solo el aumento de SPARC endógena es capaz de inhibir el 

crecimiento de los esferoides.  
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III.3 La expresión endógena de SPARC en células de hepatocarcinoma no afecta su 
viabilidad 

  La  inhibición en el crecimiento de  los esferoides podría  ser consecuencia de una menor 

capacidad proliferativa de las células que lo componen. Para evaluar esta posibilidad se estudió si 

la sobreexpresión de SPARC en distintas  líneas de HC (HepG2, Hep3B y Huh7) puede  influir en  la 

capacidad proliferativa dependiente de sustrato. Se realizó un ensayo de crecimiento en plástico 

que  consistió  en  cultivar  las  células  transducidas  y,  a  diferentes  tiempos, medir  la  capacidad 

proliferativa mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Como se observa en  la Figura 42A no se 

Figura 41. El aumento de la expresión de SPARC en células de hepatocarcinoma inhibe el crecimiento 
de  esferoides  tridimensionales  in  vitro.  A)  Crecimiento  de  células  HepG2  (panel  superior)  o  Hep3B 
(panel inferior) en esferoides. Las células fueron transducidas con Ad‐βgal, AdsSPARC y AdasSPARC 48hs 
antes  conformar  los  esferoides;  luego  de  2  y  6  días  se  analizó  el  volumen  de  los  mismos.  Datos 
correspondientes a tres experimentos independientes con 5 replicas cada uno. *p <0,05 vs Adβgal, test 
de  Mann‐Whitney.  B)  Fotografías  representativas  de  los  esferoides  luego  de  6  días  de  cultivo.  C) 
Formación  de  esferoides  con  células  HepG2  y  administración  exógena  de  SPARC  recombinante  (0,5 
μg/μl).  No se observan diferencias significativas en el crecimiento de los esferoides (test Kruskal‐Wallis). 
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detectaron diferencias significativas en la proliferación en los distintos grupos, aún luego de 72hs 

posteriores  a  la  transducción  (HepG2:  0,35±0,02,  0,37±0,02,  0,43±0,04,  0,48±0,04;  Hep3B:  0,1 

±0,002, 0,11±0,004, 0,13±0,007, 0,11±0,01; Huh7: 0,12 ±0,002, 0,12±0,004, 0,1±0,002, 0,13±0,009; 

control,  Ad‐βgal,  AdsSPARC  o  AdasSPARC,  respectivamente).  Resultados  similares  se  observan 

luego de 5 días de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Al no detectar cambios en  la proliferación celular decidimos estudiar si  la  inhibición en el 

crecimiento  de  los  esferoides  podría  justificarse  por  una  inducción  de  la  apoptosis.  En 

consecuencia, se tiñeron  las células tumorales de  los distintos grupos con una mezcla de naranja 

de  acridina/bromuro de etidio que permite distinguir  las  células  apoptóticas por  su  fenotipo  al 

microscopio.  Dependiendo  de  la  coloración  observada  y  de  la  morfología  nuclear  se  pueden 

diferenciar células vivas de necróticas y de células en un estadio de apoptosis temprano o tardío. 

Figura 42. La sobreexpresión de SPARC no afecta la proliferación de las células de hepatocarcinoma in 
vitro  aunque  sí  el  proceso  de  apoptosis.  A)  Viabilidad  celular  determinada  por  ensayo  de MTT.  Se 
utilizaron células de HC  (HepG2, Hep3B y Huh7) sin  transducir  (control) o  transducidas con AdsSPARC, 
AdasSPARC o Ad‐βGal  luego de 72hs post‐transducción. ns, sin diferencias estadísticas B) Análisis de  la 
apoptosis, mediante  tinción con naranja de acridina y bromuro de etidio, 72 hs post‐transducción con 
Ad‐βgal, AdsSPARC o AdasSPARC. *p<0,05 vs. Ad‐βGal usando  test de Mann‐Whitney. C) Análisis de  la 
apoptosis, mediante citometría de flujo con anexina V, 72 hs post‐transducción con Ad‐βgal, AdsSPARC o 
AdasSPARC. Experimento representativo de 4 ensayos *p<0,05, test de Mann‐Whitney.  
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Esta  técnica  nos  permitió  determinar  que  la  sobreexpresión  de  SPARC  en  células  de  HC  solo 

produjo un leve aumento, aunque no significativo, de la apoptosis (108,4±28,6 %, 148,8±10,26 %, 

75,57±18,43 %; Ad‐βgal, AdsSPARC o AdasSPARC,  respectivamente)  (Figura 42B). Para confirmar 

los datos obtenidos se utilizó otra  técnica para el estudio de apoptosis,  la  tinción de Anexina V. 

Con esta técnica, más sensible, se observó un aumento significativo de la apoptosis en células con 

sobreexpresión de SPARC (85,19±9,6 %, 128,6±10 %, 62,4±1,8 %; Ad‐βgal, AdsSPARC o AdasSPARC, 

respectivamente) (Figura 42C). 

  Para confirmar y caracterizar estos efectos y, teniendo en cuenta que SPARC puede actuar 

deteniendo el ciclo celular en G1 (Funk and Sage, 1991; Sage et al., 1995), decidimos analizar en 

qué  fase del  ciclo  celular  se  encontraban  las  células  tratadas. Con  este propósito  se  realizó un 

ensayo  de  citometría  para  evaluar  el  contenido  de  ADN.  En  la  Figura  43  se  muestra  un 

experimento,  representativo de  tres ensayos, que arrojó  resultados  similares,  realizados con  las 

células  HepG2  a  las  72  hs  post‐transducción  con  los  vectores  adenovirales.  Como  se  puede 

observar  en  la  Figura  43,  no  se  observaron  diferencias  significativas  entre  los  distintos 

tratamientos (En fase G1= 54,94%, 48,02% y 50,05%; en fase S = 39,37%, 41,42% y 38,49%; en fase 

G2=  5,69%,  10,56%  y  11,45%;  no  transducidas,  transducidas  con  Ad‐βgal  o  AdsSPARC, 

respectivamente). De la misma forma, se estudiaron las células Hep3B y tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre las diferentes condiciones (En fase G1= 55,5%, 61% y 66%; en fase S 

= 35,6%, 31% y 24,5%; en fase G2= 8,9%, 7,2% y 9,1%; no transducidas, transducidas con Ad‐βgal o 

AdsSPARC, respectivamente). No se observaron diferencias sustanciales ni en proliferación ni en el 

estadio del ciclo en células de HC, con lo cual el aumento de la apoptosis observado por la técnica 

de Anexina V no parece ser crítico para el crecimiento celular dependiente de sustrato.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 43. Fase del ciclo celular en que se encuentran las células HepG2 transducidas con AdsSPARC. 
Análisis del ciclo celular por citometría de flujo 72hs post‐infección de las células HepG2 con los vectores 
adenovirales. Sobre los gráficos se detalla el % obtenido en cada estadio del ciclo celular: G1, S y G2.Se 
grafica un experimento representativo de 3. 
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  Los  resultados  encontrados  hasta  el  momento  se  refieren  al  crecimiento  celular 

dependiente de sustrato, por  lo que a continuación nos propusimos analizar si  la sobreexpresión 

de SPARC  incide en el crecimiento  independiente de  sustrato y, además, de qué  forma  lo hace. 

Para ello se utilizó nuevamente el ensayo de crecimiento celular en esferoides. Las células HepG2 

fueron utilizadas para el armado de los mismos y se estudió la proliferación y la apoptosis en este 

contexto. Para estudiar  la  viabilidad de  los esferoides  los mismos  se disgregaron  con  tripsina  y 

luego se realizó la técnica de MTT (como se describe en Materiales y Métodos). Contrariamente a 

los efectos observados al crecer las células en monocapa, se observó una reducción significativa de 

la proliferación en  las células tratadas con AdsSPARC cuando  las mismas conforman un esferoide 

(Figura 44). Como se puede observar en la Figura 44 esta diferencia ya se observaba a los dos días 

del armado de los esferoides, aún cuando no hay diferencias significativas en el volumen entre el 

esferoide  donde  se  sobreexpresa  SPARC  y  los  controles  (Figura  41A).  De  la misma  forma,  se 

estudió  la  presencia  de  apoptosis  por  naranja  de  acridina/bromuro  de  etidio  disociando  los 

esferoides. En este caso no se observaron diferencias significativas.  

De  los  resultados obtenidos en  los experimentos mencionados, concluimos que  la  inhibición 

parcial del crecimiento en esferoides se debe a menor capacidad proliferativa  independiente de 

sustrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  44.  La  sobreexpresión  de  SPARC  afecta  el  crecimiento  de  células  de  hepatocarcinoma 
independientemente  de  sustrato.  Ensayo  de MTT  para  evaluar  la  viabilidad  de  células  crecidas  en 
esferoides sin transducir  (control) o transducidas con AdsSPARC, AdasSPARC o Ad‐βGal. A día 2 o 6 se 
disgregaron los esferoides con tripsina y se evaluó la viabilidad celular. * p<0,05 vs. control, ** p<0,01 vs. 
control, test de T‐Student. 
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III.4  Inhibición  de  la  capacidad migratoria  y  la  capacidad  de  formar  clones  al 
sobreexpresar SPARC en células de hepatocarcinoma. 

Otra propiedad relevante en el desarrollo tumoral es  la capacidad de  las células de  invadir y 

generar  metástasis.  En  este  sentido,  la  capacidad  de  las  células  de  formar  clones  es  una 

característica  de  agresividad  de  las  células  tumorales.  Para  estudiar  de  qué  forma  la 

sobreexpresión de SPARC afecta  la formación de colonias,  las células transducidas se crecieron a 

muy baja densidad  (1x103 células por placa de 60mm) en placas de cultivo. Luego de 15 días en 

cultivo,  el  número  de  colonias  formadas  por  las  células  transducidas  con AdsSPARC  disminuyó 

significativamente en comparación con  las células sin  tratar o  transducidas con Ad‐βgal  (HepG2: 

29±2,64  vs.  145,7±6,67  y  144,3±4,48;  Hep3B:  5,75±0,85  vs.  15,5±1,7  y  19,75±1,49;  Huh7: 

15,5±4,29  vs.  42,25±1,31  y  48±2,51;  AdsSPARC  vs.  Ad‐βgal  y  sin  transducir,  respectivamente) 

(Figura 45A).  

Considerando  que  SPARC modula  la  capacidad  de  adhesión  de  algunas  células  tumorales 

(Murphy‐Ullrich  et  al.,  1995),  se  estudió  si  el  aumento  de  SPARC  endógena  puede  afectar  la 

adhesividad. Con este propósito, se realizó un ensayo de adhesión en el cual se puso a prueba  la 

habilidad de las células para adherirse a fibronectina. Las evidencias preliminares indicaron que la 

sobreexpresión de SPARC disminuyó  la capacidad de adhesión de  las células tumorales (datos no 

mostrados). Si bien fue un resultado esperado debemos realizar más ensayos para confirmarlo.  

Otro  mecanismo  central  para  el  desarrollo  tumoral  y  la  generación  de  metástasis  es  la 

capacidad migratoria de  las células  tumorales. Se ha observado que SPARC puede  tener efectos 

diversos en cuanto a cambios en  la migración según el tipo celular, favoreciendo  la migración en 

ciertos tumores, mientras que no  induce cambios sustanciales en otros. En este sentido, Jacob y 

colaboradores  demostraron  que  la  presencia  de  SPARC  promueve  la  migración  y  capacidad 

invasiva en células de cáncer de próstata  (Jacob et al., 1999). A  su vez, en células de cáncer de 

mama  se  observó  que  si  bien  SPARC  no  estimula  de  forma  directa  la migración  de  las  células 

tumorales  sus  propiedades  anti‐adhesivas  colaboran  en  el  proceso  de migración  y metástasis 

(Campo McKnight et al., 2006). Sumado a estos trabajos se observó que la inhibición de SPARC en 

glioma tuvo como resultado una disminución de  la capacidad migratoria e  invasiva. Sin embargo, 

en otras  líneas  tumorales como células de cáncer de mama de  la  línea MDA‐MB‐231, SPARC no 

influye  en  su migración  (Seno  et  al.,  2009).  Teniendo  en  cuenta  estos  antecedentes  decidimos 

estudiar  el  efecto  de  la  sobreexpresión  de  SPARC  en  la  capacidad migratoria  de  células  de HC 
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frente a TGF‐β1, empleado  como estímulo quimiotáctico. Con este  fin  se utilizó una  cámara de 

migración de Boyden modificada, en el pocillo inferior se colocó el quimiotractante y en el pocillo 

superior las células sin tratar o transducidas en medio sin suero. Las células HepG2 tratadas con el 

vector  AdsSPARC  mostraron  una  disminución  significativa  de  la  capacidad  migratoria  en 

comparación a  las células transducidas con Ad‐βgal o sin transducir (Figura 45B). La adhesión de 

las células a la membrana de policarbonato utilizada en el ensayo de migración es la misma en las 

diferentes  condiciones,  por  lo  que  las  diferencias  obtenidas  no  son  consecuencia  de  adhesión 

diferencial (Figura 45B, microfotografías). Resultados similares se obtuvieron con otra línea de HC, 

Huh7,  demostrándose  que  los  efectos  no  son  dependientes  exclusivamente  de  un  tipo  celular 

determinado.  

En resumen, los resultados de formación de colonias, adhesividad y migración sugieren que la 

sobreexpresión de SPARC disminuye la agresividad de las líneas tumorales estudiadas.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 45.  La  sobreexpresión de SPARC disminuye  la  capacidad de  las  células de hepatocarcinoma 
para formar colonias así como también su capacidad migratoria. A) Ensayo de formación de colonias. Se 
cultivaron 1x103 células en placas de pocillos de 6 durante 2 semanas; las colonias formadas se tiñeron 
con  cristal  violeta  y  se  cuantificaron  considerando  como  una  colonia  a  grupos  de  20‐30  células.  Se 
utilizaron  células  (HepG2, Hep3B y Huh7)  sin  tratar  (control) o  transducidas  con Ad‐βgal, AdsSPARC y 
AdasSPARC.  *p<0,05  vs.  Control;  Test  de Mann‐Whitney.  B)  Ensayo  de migración  en  cámara  de  tipo 
Boyden, utilizando células HepG2 sin tratar o transducidas con Ad‐βGal y AdsSPARC. Se utilizó 5 ng/ml de 
TGF‐β1  como  quimioatractante.  Luego  de  16hs  de  incubación,  las  células  que migraron  se  tiñeron  y 
contaron. Microfotografías de las células adheridas a la cara superior de la membrana luego de 4 hs de 
incubación  (células previas a migrar) y  teñidas con May Grunwald‐Giemsa donde se demuestra que  la 
adhesión  a  la membrana utilizada  en  la migración  es  la misma  independientemente del  tratamiento. 
***p< 0,001 vs. Control y Ad‐βgal; test de T‐Student. Todos los ensayos fueron realizados en triplicado. 
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  Como se comentó en el apartado de introducción una de las características de las células 

tumorales que adquieren capacidad para diseminarse es el cambio de  la expresión de caderinas, 

especialmente cambios que involucran la disminución de la expresión de caderina E y el aumento 

de  la  expresión  de  caderina  N,  dando  lugar  al  proceso  denominado  de  transición  epitelio‐

mesenquimal (TEM) (Thiery, 2002). Las caderinas son moléculas involucradas en las interacciones 

célula‐célula.  La  caderina E participa en el mantenimiento de  la estructura epitelial de diversos 

tipos celulares, la inhibición de su expresión se asocia con un aumento en la expresión de caderina 

N, que  induce en  las células un fenotipo mesenquimal agresivo. En este sentido, se avanzó en el 

estudio de cambios en  la expresión de moléculas  involucradas en el mantenimiento del fenotipo 

mesenquimal.  Con  el  objetivo  de  estudiar  si  los  efectos  provocados  por  la  sobreexpresión  de 

SPARC  se  relacionan  con  cambios  en  la  expresión  de  caderina  E  y N,  se  realizaron  ensayos  de 

Western blot y citometría de flujo utilizando células HepG2 transducidas con el vector AdsSPARC o 

con  Ad‐βGal.  Como  resultado  de  estos  estudios,  se  observó  un  aumento  en  la  expresión  de 

caderina E (Figura 46A) 3 días post‐transducción, asimismo, se obtuvo una reducción del 50% en 

los niveles de expresión de caderina N presente en la membrana celular de las células tratadas con 

AdsSPARC  comparado  con  los  tratamientos  control  (Figura  46B‐C).  De  forma  similar,  por 

inmunohistoquímica, se observó una inhibición en los niveles de caderina N al inducir la expresión 

de SPARC (Figura 46D‐H). Para confirmar estos resultados se estudió otro marcador de células con 

fenotipo  mesenquimal,  la  actina  de  músculo  liso  (α‐SMA).  Consistentemente,  en  las  células 

tratadas  con  AdsSPARC  se  observó  una  inhibición  de  α‐SMA  (Figura  46I).  En  resumen,  la 

sobreexpresión de SPARC en HepG2 produjo un aumento en la expresión de caderina E, así como 

la  inhibición de  la  expresión de  caderina N  y  α‐SMA, marcadores que describen una  transición 

mesenquimal‐epitelial  (TME), sugiriendo que es posible reducir el  fenotipo de agresividad de  las 

células tumorales por esta vía. 
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III.5 El aumento de la expresión de SPARC disminuye la viabilidad de las células de 
hepatocarcinoma  y  aumenta  su  susceptibilidad  a  la  apoptosis  en  respuesta  a 
quimioterapia 

  Una característica de  las células de HC es que son naturalmente  resistentes a  las drogas 

quimioterapéuticas habituales,  lo cual hace muy difícil obtener  respuestas clínicas objetivas con 

los fármacos convencionales. La capacidad de SPARC de  inducir apoptosis se ha propuesto como 

Figura  46.  La  sobreexpresión  de  SPARC  en  células  de  hepatocarcinoma  induce  la  expresión  de 
caderina E y disminuye caderina N y α‐SMA. A) Western blot para caderina E de extracto total de células 
HepG2 transducidas con AdsSPARC, AdasSPARC o Ad‐βgal, 72 hs post‐infección. Se utilizó b‐actina como 
control de  carga. B) Análisis de  la expresión de cadherina N por citometría de  flujo en células HepG2 
72hs  post‐transducción  con  AdsSPARC  o  Ad‐βgal;  %  de  células  con  tinción  positiva.  C)  Análisis 
cuantitativo  de  los  resultados  obtenidos  en  tres  ensayos  independientes  similares  al  indicado  en  B. 
D,E,F,G)  Inmunohistoquímica para caderina N de células HepG2 previamente transducidas con Ad‐βGal 
(D,E) o  con AdsSPARC  (F,G). H)  Cuantificación  del  ensayo  de  inmunohistoquímica  para  caderina N.  I) 
Inmunohistoquimica  para  α‐SMA  de  células  HepG2  previamente  transducidas.  Cuantificación  de  la 
tinción positiva. * p<0,05 , τ τp<0,01, ***τ τ τ p<0,001; * vs. control, τ vs. Ad‐βgal. Test de T‐Student. 



Resultados 

139 

 

uno de los mecanismos responsables de los efectos antitumorales observados en ciertos tumores 

como ovario y colon (Yiu et al., 2001; Tang and Tai, 2007). En este último trabajo se demostró que 

SPARC  induce  apoptosis  y  aumenta  la  sensibilidad  a quimioterapia mediante  interacción  con  la 

pro‐caspasa 8. Nos preguntamos entonces si la sobreexpresión de SPARC puede hacer a las células 

de HC más susceptibles a los agentes quimioterapéuticos. En esta tesis doctoral se estudiaron los 

efectos de dos  fármacos  como  el  5‐fluoruracilo  (5‐FU)  y  la  adriamicina,  en  la proliferación  y  la 

inducción  de  apoptosis  de  células  HepG2  tratadas  con  el  vector  AdsSPARC.  Efectivamente, 

observamos que la inducción de la expresión de SPARC aumentó la sensibilidad a 5‐FU dado que se 

alcanzó una disminución de aproximadamente un 50% en  la viabilidad celular  (Figura 47A) y un 

aumento de la apoptosis de ~70% con 10 µg/ml 5‐FU (Figura 47B). Por el contrario, no se observó 

ningún efecto al utilizar adriamicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.6 La sobreexpresión de SPARC inhibe la capacidad tumorigénica de células de 
hepatocarcinoma 

  En  vista  de  los  datos  obtenidos  en  los  experimentos  realizados  in  vitro,  se  procedió  a 

realizar estudios in vivo donde modulamos la expresión de SPARC en las células de HC. Se exploró 

la  capacidad  de dos  líneas de HC, HepG2  y Huh7, para  establecer  tumores  en  ratones  nude  al 

Figura 47. La sobreexpresión de SPARC disminuye la viabilidad y aumenta el grado de apoptosis de las 
células  de  hepatocarcinoma  en  respuesta  a  quimioterapia  basada  en  5‐FU. A)  Ensayo  de  viabilidad 
célular  (MTT) de células HepG2 sin  tratar o  transducidas con AdsSPARC o Ad‐βgal. 48hs después de  la 
transducción se  incubaron  las células con concentraciones crecientes de 5‐FU durante 24hs y  luego se 
analizó  la  viabilidad  celular.  B)  Ensayo  de  apoptosis  en  células  HepG2  sin  tratar  o  transducidas  con 
AdsSPARC o Ad‐βgal. 48hs post‐transducción las células se incubaron con concentraciones crecientes de 
5‐FU  durante  24  hs  y  luego  se  analizó  apoptosis  por  naranja  de  acridina/bromuro  de  etidio.  Se 
representa el % de células apoptóticas. * vs. Control; σ vs. Ad‐βgal. *,σ p<0,05; **,σσ p<0,01; ***,σσσ p<0,001. 
Test de T‐Student. 
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inducir la expresión de SPARC. Las células tumorales fueron infectadas in vitro y luego de 48 hs se 

inyectaron  de  forma  subcutánea  en  ratones  nude.  La  evolución  del  tamaño  tumoral  fue 

monitorizada en el  tiempo. Observamos que  los  ratones nude  inyectados con células HepG2 sin 

transducir desarrollaron  tumores con volúmenes de 500‐600 a 900mm3  luego de 40 días. Por el 

contrario,  la  sobreexpresión  transitoria de SPARC en células HepG2  inhibió  significativamente el 

crecimiento tumoral (el máximo volumen tumoral promedio obtenido fue de 30mm3) (Figura 48A) 

y aumentó  la supervivencia de  los animales así tratados (test de “log‐rank” p<0,05) (Figura 48B). 

Pudimos observar que  las células  tratadas con el vector AdasSPARC, que  inhibe  la expresión de 

SPARC, no producen ningún cambio en el crecimiento tumoral; resultados similares se obtuvieron 

al utilizar la línea Huh7 (Figura 48C‐D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48.  La  sobreexpresión de SPARC  reduce  la  capacidad  tumorigénica  in vivo de  las  células de 
hepatocarcinoma.  A,  C)  Ratones  nude  fueron  inoculados  de  forma  sub‐cutánea  con  1,5x106  células 
HepG2  (A) o 5x106  células Huh7  (C)  sin  tratar o    transducidas  con AdsSPARC, AdasSPARC o Ad‐βGal. 
Durante  42  días  se midió  el  volumen  tumoral.*vs.  Control;  σ  vs.  Ad‐βgal.  *,σ  p<0,05;  **,σσ  p<0,01;  σσσ 
p<0,001. Test de Kruskal‐Wallis con post‐test de Dunn. B, D) Curvas de supervivencia (Kaplan‐Meyer) de 
animales tratados con células HepG2 (B) o Huh7 (C); test de log‐rank.  
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  Los  estudios  histológicos  de  los  tumores  mostraron  diferencias  sustanciales  entre  los 

distintos  tratamientos.  En  primer  lugar,  en  la  tinción  de H&E,  se  obserbó  que  los  tumores  no 

transducidos  con  AdsSPARC  conforman  una  especie  de  anillo  de  células  tumorales  viables,  sin 

embargo,  los tumores generados por  las células HepG2 que sobreexpresan SPARC muestran una 

reducción de esta región de células tumorales en comparación a  los controles (Figura 49A). A su 

vez, también se observa una reducción del número de células con morfología fibroblástica en  los 

tumores  generados  con  células HepG2 que  sobreexpresan  SPARC.  Los  fibroblastos  asociados  al 

tumor  (CAF,  cáncer  associated  fibroblasts)  regulan muchos  aspectos  del  proceso  tumorigénico, 

como el crecimiento  tumoral y  la  invasión. Los CAFs  secretan citoquinas y  factores que pueden 

estimular  angiogénesis,  ejercer  un  efecto  parácrino  sobre  las  células  tumorales  y  aquellas 

presentes en el estroma tumoral y actuar en la inmunidad tumoral (Rasanen and Vaheri, 2010).Por 

lo  tanto,  conociendo  la  importancia  de  los  fibroblastos  en  la  progresión  tumoral,  podemos 

especular  que  una  disminución  de  estas  células  se  asocie  a mejor  pronóstico.  Restan  realizar 

experimentos para poder confirmar esta hipótesis. 

 

III.7  Las  células  de  hepatocarcinoma  que  sobreexpresan  SPARC  muestran  un 
incremento de la apoptosis un vivo y un aumento del infiltrado de macrófagos  

Como mostramos previamente parece haber más muerte celular por apoptosis en los tumores 

que sobreexpresan SPARC. Esto nos motivó a estudiar la apoptosis in vivo empleando la técnica de 

TUNEL. Como resultado de estos estudios pudimos observar que se generó un mayor número de 

eventos  apoptóticos  en  tumores  obtenidos  con  células  HepG2  transducidas  con  el  vector 

AdsSPARC  (Figura  49C).  Por  otro  lado,  considerando  la  importancia  de  los  macrófagos  en  la 

progresión tumoral se estudió de qué forma pueden estar involucrados en los cambios observados 

in vivo. De manera interesante, por inmunohistoquímica se observó que el número de macrófagos 

(células  F4/80+)  fue  significativamente  superior  en  los  tumores  generados  por  células HepG2  y 

transducidas in vitro con el vector AdsSPARC en comparación con los controles (área positiva para 

F4/80:  56463±7209  vs.  17072±2767  vs.  20785±2634  pixels2;  AdsSPARC  vs.  Ad‐βgal  vs.  Control; 

p<0,001;  Figura  49B).  Este  fenómeno  observado  podría  ser  consecuencia  del  aumento  de  la 

apoptosis de las células tumorales. 
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Figura 49. La inhibición del crecimiento tumoral inducido por la sobreexpresión de SPARC se asocia a 
un aumento del  infiltrado de macrófagos. A) Tinción de H&E de  tumores extraídos de  los ensayos  in 
vivo.  Se  observa  una  reducción  del  anillo  tumoral  en  tumores  desarrollados  en  el  grupo  donde  se 
inocularon  células HepG2  transducidas  con AdsSPARC.  Las  flechas negras  indican  células  con  fenotipo 
fibroblástico,  las  flechas punteadas  señalan  células  tumorales. B) Microfotografía  representativa de  la 
inmunohistoquímica para F4/80 (tinción para macrófagos) 5 días post  inoculación de células HepG2 sin 
transducir o transducidas con AdsSPARC (panel superior 100X, panel inferior 400X). El gráfico muestra la 
cuantificación de  las áreas positivas  (medias ± error medio) para  la  tinción de F4/80;***p<0,001, * vs. 
Control. Test de Mann‐Whitney. C) Ensayo de TUNEL para determinar apoptosis in vivo. Microfotografías 
representativas de tumores 5 días post‐inoculación de células HepG2 sin transducir o transducidas con 
AdsSPARC, Ad‐βGal y AdasSPARC. 
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PARTE 1 

  Este  trabajo de  tesis doctoral  se enfocó, en este apartado, en estudiar  la  relación entre 

SPARC  y  la  fibrosis  hepática.  Los  resultados  obtenidos  en  los modelos  animales  sugieren  que 

SPARC  desempeña  un  papel  central  en  la  fibrogénesis  hepática.  Así  lo  demuestran  los  efectos 

obtenidos en el modelo preventivo del desarrollo de fibrosis en ratas y los estudios realizados con 

ratones SPARC null.  

  Se han  comunicado múltiples  abordajes para  el  tratamiento de  la  fibrosis  experimental 

(Bataller  and  Brenner,  2005),  incluso  algunos  de  ellos  implican  el  empleo  de  herramientas  de 

terapia  génica  (Prieto  et  al.,  2004).  Estas  estrategias  terapéuticas  se  han  diseñado  contra  una 

variedad de blancos hepáticos tales como la inhibición de la activación de las CEH, la estimulación 

de  la  degradación  del  colágeno  fibrilar,  la  reducción  de  la  inflamación  o  la  modulación  de 

diferentes  citoquinas  con  funciones  críticas  para  la  fibrogénesis  como  TGF‐β1  (Bataller  and 

Brenner, 2005; Gressner et al., 2002; Dai and Jiang, 2001). Si bien algunas no han sido totalmente 

exitosas,  otras  presentan  resultados  al  menos  prometedores.  En  este  estudio  utilizamos  una 

estrategia  de  terapia  génica  para  inhibir  la  expresión  del  ARNm  para  SPARC  utilizando  un 

adenovirus de primera generación, de tipo no replicativo. Los adenovirus no replicativos han sido 

utilizados en numerosos ensayos tanto pre‐clínicos como clínicos para transferir genes al hígado 

(Wilson, 2001b; Ilan et al., 1999a; Yu et al., 2002b). En particular, el adenovirus de tipo 5 tiene un 

tropismo natural por el hígado pudiendo infectar con alta eficiencia tanto células parenquimatosas 

como no parenquimatosas,  incluyendo  las CEH  (Garcia‐Banuelos et al., 2002b; Yu et al., 2002b). 

Tanto los hepatocitos como las CEH expresan el receptor responsable de la unión e internalización 

de  los adenovirus  tipo 5,  receptor de coxsackie  (CAR). Por  lo  tanto, si bien el  tropismo hepático 

resulta una barrera en la aplicación de estos virus para el tratamiento de diversas enfermedades, 

es  una  ventaja  para  el  tratamiento  de  trastornos  hepáticos  y  puede  ser  empleado  de  forma 

relativamente segura y eficiente para la transferencia génica en hepatología. 

  En esta parte del trabajo se empleó un adenovirus con la secuencia antisentido de SPARC 

para  inhibir  la  expresión  de  SPARC  en  hígados  de  ratas  tratadas  con  TAA.  El  modelo  de 

administración  de  TAA  es  un modelo  establecido  para  generar  fibrosis  y  cirrosis  en  diferentes 

modelos murinos (Muller et al., 1988; Oren et al., 1996). En nuestro caso decidimos emplear una 

estrategia  de  tipo  preventiva  aplicando  el  adenovirus  conjuntamente  con  el  inicio  de  la 
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administración de TAA. Con el objetivo de  incrementar  la eficacia de  la transducción hepática se 

realizó una  segunda administración del vector  terapéutico directamente por vía  intrahepática 7 

días después de  la primera dosis. Es  importante destacar que  la expresión de  los adenovirus de 

primera generación es transitoria, es decir, la inhibición de SPARC no se da de forma estable, tanto 

por ser un vector que no se inserta en el genoma del huésped como por la respuesta inmunitaria 

humoral y celular que se genera frente a  las proteínas virales (especialmente de  la cápside). Dos 

días después de  la primera dosis del adenovirus AdasSPARC  se pudo alcanzar una  inhibición de 

aproximadamente  el  50±15%  evaluada  por  qPCR.  La  inhibición  de  SPARC  luego  de  la  segunda 

administración  se  mantuvo  (44±14%)  aun  teniendo  en  cuenta  que  la  respuesta  inmunitaria 

antiviral fue más intensa. Si bien no se siguió analizando la expresión de SPARC, en el tiempo no se 

espera que el virus inhiba de forma estable la expresión de SPARC. Sin embargo, este efecto inicial 

fue suficiente para proteger a los animales tratados del desarrollo de fibrosis inducido por TAA. La 

disminución  de  la  expresión  de  SPARC  luego  de  7  semanas  de  tratamiento  no  se  debe  a  una 

inhibición  directa  de  SPARC  sino  que  podría  explicarse  por  la menor  expresión  de  SPARC  en 

hígados con menos fibrosis, en comparación con los animales WT. 

  La  administración  del  vector  AdasSPARC  previene  el  desarrollo  de  la  fibrosis  en  este 

modelo experimental. Los animales tratados con el vector AdasSPARC mostraron una disminución 

de  la  actividad  necroinflamatoria,  disminución  en  el  grado  de  desarrollo  de  la  fibrosis  y 

disminución del número de CEH activadas luego de tratamientos prolongados con TAA.  

  También  pudimos  demostrar  claramente  que  la  terapia  anti‐SPARC  disminuyó  los 

depósitos de colágeno estudiados por rojo Sirio y por una técnica cuantitativa para hidroxiprolina. 

El  control  de  la  formación  de  fibras  de  colágeno  es  un  paso  crítico  en  la  fibrogénesis.  En  este 

sentido, en el grupo de animales tratados con el vector AdasSPARC  las fibras de colágeno fueron 

finas, dispersas e inmaduras en comparación con las fibras maduras y compactas presentes en los 

animales tratados con el vector no terapéutico o en los que recibieron solución salina.  

Estos  resultados  fueron  confirmados en un modelo genético en  ratones SPARC null.  Los 

ratones  SPARC  null  expuestos  a  injuria  crónica  con  TAA  desarrollaron  un  grado  de  fibrosis 

sustancialmente  menor  que  los  ratones  WT.  Estos  animales  presentaron  una  disminución 

significativa  del  grado  de  fibrosis,  con  hígados  con menores  depósitos  de  colágeno,  fibras  de 

colágeno en estado  inmaduro y disminución en  la expresión de ARN mensajero de colágeno. En 

resumen,  la ausencia de SPARC no solo trae consecuencias en el ensamblado y  la maduración de 
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las  fibras de  colágeno  sino  también  en  la  síntesis de  colágeno. Estos  resultados  apuntan  a una 

relación  estrecha  entre  SPARC  y  colágeno. Nuestros  resultados  son  consistentes  con  los  datos 

previos que postulan que SPARC puede regular la expresión y maduración del colágeno (Francki et 

al., 1999; Rentz et al., 2007).   

  Otro  punto  importante  de  discusión  es  el  efecto  de  SPARC  en  el  proceso  inflamatorio 

hepático. El daño producido por el tratamiento con TAA induce una necrosis severa de hepatocitos 

y,  consecuentemente,  un  aumento  en  el  infiltrado  inflamatorio.  Los  animales  tratados  con  el 

vector AdasSPARC mostraron una disminución significativa del  infiltrado  inflamatorio medido por 

el  índice de Knodell; esto conduce a pensar que  los efectos anti‐fibróticos del vector AdasSPARC 

pueden estar mediados, al menos en parte, por disminución de la inflamación producida por TAA. 

Nuevamente, estos datos  fueron corroborados en  los  ratones SPARC null  tratados con TAA, que 

presentaron menor actividad inflamatoria.  

  La  mayor  parte  de  las  estrategias  antifibróticas  apuntan  a  modular  factores 

profibrogénicos producidos por  las CEH  activadas. De hecho  estas  células  son, hasta  ahora,  las 

principales células involucradas en el proceso fibrogénico. Se ha demostrado tanto in vivo como in 

vitro  que  las  CEH  activadas  expresan  SPARC  (Nakatani  et  al.,  2002a;  Blazejewski  et  al.,  1997b; 

Frizell et al., 1995b), sugiriendo un papel activo de SPARC en  la activación o en  los mecanismos 

que  se  disparan  en  respuesta  a  la  activación  de  las  CEH.  En  este  trabajo  se  estudió  por 

inmunohistoquimica  la expresión de α‐SMA, marcador de CEH activadas, 7 semanas  luego de  la 

primera dosis de AdasSPARC. De manera interesante, en paralelo con la inhibición de la fibrosis, de 

la producción de colágeno y de la actividad inflamatoria observamos una reducción del número de 

CEH activadas. Los resultados en ratones SPARC null también son contundentes en este aspecto; la 

ausencia de SPARC se asocia a una disminución de la activación de las CEH en el hígado sometido a 

injuria crónica. En este sentido, se sabe que las CEH activadas producen citoquinas y quimiocinas 

inflamatorias (Maher et al, 1998), sugiriendo que la disminución de la actividad inflamatoria podría 

ser consecuencia directa de la disminución de CEH activadas.  

  En esta tesis no se ha estudiado como afecta la modulación de la expresión de SPARC a la 

activación/proliferación de otras células involucradas en la respuesta a injuria hepática, como son 

las células de Kupffer o células epiteliales biliares. Sin embargo, sería importante tenerlo en cuenta 

en investigaciones futuras.  
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  Con el objeto de estudiar si las CEH son la principal fuente de SPARC se realizó una doble 

inmunofluorescencia de SPARC y α‐SMA. Se observó colocalización en la tinción de SPARC y α‐SMA 

en la región perisinusoidal en células con fenotipo de CEH tanto en animales tratados con solución 

salina  como en animales  tratados  con Adβ‐gal.  La  tinción positiva de  α‐SMA en miofibroblastos 

periportales  y  pericentrales  no  presentó  colocalización  con  SPARC.  La  disminución  de  CEH 

positivas para SPARC en animales tratados con AdasSPARC, también explica, al menos en parte, la 

atenuación de la generación de la fibrosis.  

Los resultados obtenidos en  los estudios de  la expresión de SPARC en ratones WT, tanto 

en  la  fibrosis  inducida por TAA  como por  ligadura del  conducto  colédoco,  son  similares. Queda 

claro  que  se  induce  la  expresión  de  SPARC  frente  a  la  injuria  hepática;  interesantemente  la 

inducción de la expresión (expresión de ARNm para SPARC) es temprana ya que se observa aún sin 

fibrosis establecida (ratones tratados con TAA por 2 semanas) y se mantiene en el tiempo. Aunque 

no pudimos realizar estudios de colocalización con α‐SMA en ratones,  las células SPARC positivas 

parecen  no  ser  solo  CEH  sino  también  células  del  endotelio  sinusoidal.  En  efecto,  Sage  y 

colaboradores la han descripto como una proteína producida por células endoteliales (Sage et al., 

1981). 

  La relación entre SPARC y TGF‐β1 es uno de  los aspectos más relevantes en el desarrollo 

de la fibrosis en general y de la hepática en particular. Como ya se ha comentado, TGF‐β1 es una 

citoquina  multifuncional  con  importantes  efectos  profibrogénicos  (Framson  and  Sage,  2004). 

SPARC presenta la capacidad de estimular la vía de señalización de TGF‐β1 por interacción con el 

receptor para TGF‐β1 (Schiemann et al., 2003). De hecho, los ratones SPARC null presentaron una 

disminución de la expresión de TGF‐β1 en células mesangiales que es restituida con el agregado de 

la  proteína  SPARC  (Francki  et  al.,  1999).  En  este  trabajo  se  probó  que  los  ratones  SPARC  null 

tratados  con  TAA  producen  niveles  significativamente menores  de  TGF‐β1 medidos  tanto  por 

ELISA en suero como por qPCR del ARN extraído de tejido hepático. Postulamos, entonces, que la 

disminución  de  la  expresión  de  SPARC  afecta  la  producción  de  TGF‐β1;  esto  podría,  a  su  vez, 

producir  una  menor  expresión  de  SPARC  generándose  una  retroalimentación  negativa.  Los 

resultados sugieren que la menor expresión de TGF‐β1 puede explicar la disminución del número 

de  CEH  activadas  y  los  efectos  antifibróticos  observados.  Estos  hallazgos  pueden  ser  los 

responsables, al menos en parte, de la atenuación de la fibrosis. De hecho, en la literatura se han 

utilizado diferentes estrategias antifibróticas enfocadas a  inhibir TGF‐β1, como  la administración 
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del receptor soluble para TGF‐β1 tipo  II o  la transferencia génica de una forma truncada de este 

receptor (Yata et al., 2002; Nakamura et al., 2000). Estos estudios demuestran que la disminución 

de TGF‐β1 conlleva menor fibrogénesis en modelos experimentales.  

  Todos los resultados presentados en la primera parte de esta tesis apoyan estudios previos 

que  demuestran  que  SPARC  se  encuentra  involucrada  en  el  proceso  de  fibrogénesis  de  otros 

órganos  cono pulmón,  riñón  y piel  (Francki  et  al.,  1999;  Pichler  et  al.,  1996;  Kuhn  and Mason, 

1995; Strandjord et al., 1999; Zhou et al., 2005). Finalmente, nuestra observaciones, tanto en rata 

como  en  ratón,  aportan  información  complementaria  a  los  estudios  que  comunican 

sobreexpresión de SPARC en hígados con fibrosis (Nakatani et al., 2002a; Blazejewski et al., 1997b; 

Frizell et al., 1995b). 

  La actividad de SPARC es compleja, los mecanismos mediante los cuales SPARC ejerce sus 

efectos y  las  rutas de  transducción de  señales no están bien definidos. La biología de SPARC es 

complicada  teniendo en cuenta que SPARC produce distintos efectos dependiendo del órgano y 

del sistema donde se encuentre  involucrada. A todo esto se  le suma  la complejidad  inherente al 

desarrollo de fibrosis hepática. En  la segunda parte de este trabajo se profundizó en el efecto de 

SPARC en cultivos de CEH para poder comprender aun más los mecanismos involucrados.  

  Los  ratones  SPARC  null  nos  permitieron  estudiar  el modelo  en  ausencia  completa  de 

SPARC; sin embargo, la estrategia de terapia génica utilizando vectores adenovirales se acerca más 

a  una  herramienta  terapéutica  real.  En  este  sentido  en  el  trabajo  se  desarrolló  una  estrategia 

preventiva ya que el adenovirus  se utilizó de  forma conjunta  con el  inicio del daño hepática. Si 

bien  los resultados son alentadores es necesario determinar si una cirrosis establecida puede ser 

revertida o atenuada mediante la inhibición de SPARC. En esta dirección, el desarrollo  de vectores 

de  expresión  prolongada  como  los  vectores  adenovirales  asociados  (AAV)  o  adenovirus  de 

expresión  prolongada  (gutless),  contribuiría  sustancialmente  al  diseño  de  terapias  futuras más 

eficaces. 
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PARTE II 

  Los  resultados  obtenidos  en  la  primera  etapa  de  la  tesis  nos  condujeron  a  estudiar  el 

mecanismo  subyacente  a  los  efectos  antifibróticos  de  la  inhibición  de  SPARC.  Sabiendo,  por 

bibliografía  y  por  los  resultados  obtenidos,  que  SPARC  se  induce  en  CEH    frente  a  la  injuria 

hepática  decidimos  utilizar  líneas  establecidas  de  CEH  así  como  también  establecer  un  cultivo 

primario  de  CEH  de  rata  para  estudiar  los  efectos  in  vitro  de  la  inhibición  de  SPARC.  Con  este 

objetivo  se  utilizaron  ARN  de  interferencia  específicos  que  resultaron  una  herramienta  más 

potente que el adenovirus con la secuencia antisentido para SPARC en estudios in vitro.  

  Al  inhibir  SPARC  no  se  observaron  diferencias  significativas  en  la  proliferación  ni  en  la 

apoptosis de  las CEH. Por el  contrario,  la  inhibición de  SPARC en  las dos  líneas de CEH  y en el 

cultivo  primario  aumentó  su  capacidad  de  adhesión  y  redujo  significativamente  su  capacidad 

migratoria en respuesta a estímulos quimiotacticos potentes. El papel de SPARC en  la migración 

celular  ha  sido  reportado  en  fibroblastos  y  en  algunas  células  tumorales  (Wu  et  al.,  2006; 

Podhajcer et al., 2008a). Sin embargo, no existen estudios realizados en CEH. Estas observaciones 

nos permiten especular que la inhibición de SPARC en las CEH, al afectar el proceso de migración, 

disminuiría  la  acumulación  de  CEH  en  los  sitios  de  injuria.  De  esta  forma,  demostramos  por 

primera vez, que SPARC podría contribuir al proceso  fibrogénico  facilitando el  reclutamiento de 

CEH a sitios de lesión e inflamación. 

  De manera interesante, se demostró que la inhibición de SPARC reduce los niveles de TGF‐

β1. En coincidencia con los resultados obtenidos en la primera parte del trabajo demostramos que 

SPARC es un potente estimulador de  la  síntesis y  secreción de TGF‐β1 en CEH. Creemos que, al 

menos parte de los efectos antifibróticos de SPARC encontrados in vivo están relacionados con la 

disminución  de  TGF‐β1;  como  se  ha  desarrollado  en  la  introducción  de  este  trabajo  TGF‐β1  es 

crucial en la fibrogénesis, en particular en la transdiferenciación al fenotipo activado de las CEH y 

posee efectos pleiotrópicos en la fibrosis (Gressner and Weiskirchen, 2006). Se ha demostrado que 

la  vía de  Smad3  induce el aumento de  los depósitos de  colágeno  y produce  incremento de  las 

fibras de estrés de α‐SMA (Uemura et al., 2005). En este trabajo, observamos que la inhibición en 

la producción TGF‐β1 está relacionada con  los efectos encontrados en  la migración. La reducción 

en la capacidad migratoria de las CEH al inhibir SPARC fue restaurada al preincubar las células con 

TGF‐β1 sugiriendo la importancia de esta citoquina en el proceso migratorio. Si bien es cierto que 
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el tratamiento con TGF‐β1 restaura la expresión de SPARC en las células con ARN de interferencia, 

esta  restauración  es  solo parcial,   por  lo que proponemos que  la  restauración de  la  capacidad 

migratoria estaría relacionada con otros mecanismos independientes de SPARC. 

  TGF‐β1, como citoquina profibrogénica, estimula la síntesis de colágeno en CEH (Gressner 

et al., 2002). La  reducción en  la producción de TGF‐β1 encontrada al  inhibir SPARC puede estar 

estrechamente relacionada con la reducción de síntesis del ARNm para colágeno observada in vivo 

e in vitro en este trabajo. La inhibición de SPARC disminuyó la síntesis de colágeno tanto en la línea 

LX2 como en el cultivo primario de CEH. En este sentido, Zhou y colaboradores demostraron en 

fibroblastos dérmicos que la inhibición de SPARC lleva a la reducción de la expresión de colágeno 

(Zhou  et  al.,  2005).  Otro  trabajo  recientemente  publicado  confirma  nuestros  resultados  en 

fibroblastos obtenidos de  ratones TBR1, donde el  receptor para TGF‐β1 esta  constitutivamente 

activo (Wang et al., 2010). En la línea CFSC‐2G donde la inhibición de SPARC fue cercana al 50% la 

disminución de la síntesis de colágeno no es significativa, sin embargo al estimular las células con 

TGF‐β1  la  síntesis de  colágeno  aumento  con menor  intensidad  en  las  células  con  inhibición de 

SPARC,  estos  resultados  sugieren  que  la  inhibición  de  SPARC  confiere  resistencia  a  la  actividad 

profibrogénica de TGF‐β1.  

  Con  el  objetivo  de  profundizar  en  el  estudio  de  los  cambios  de  expresión  de  genes  al 

inhibir  SPARC  realizamos  un  arreglo  de  genes  para  qPCR. Observamos,  en  el  arreglo  de  genes 

analizados, el aumento en  la expresión de varios genes  involucrados en procesos de  interacción 

células‐MEC.  Consistentemente,  las  células  tratadas  con  ARN  de  interferencia  para  SPARC 

aumentaron su capacidad adhesiva al sustrato. El aumento de  la adhesividad también explica, al 

menos en parte,  la disminución de  la migración. Además, se observó que el patrón de  fibras de 

actina  se  alteró  al  inhibir  la  expresión  de  SPARC,  este  hecho  seguramente  se  relaciona  con  el 

fenotipo migratorio observado en las CEH tratadas. 

   Si bien encontramos sobreexpresión de algunos colágenos en células tratadas con ARNi, 

no  son  aquellos  que  usualmente  se  encuentran  presentes  en  las  fibras  durante  la  fibrogénesis 

hepática (Inagaki and Okazaki, 2007). Se encontró aumento en  los niveles de expresión de varias 

metaloproteinasas al  inhibir  SPARC.  Las metaloproteinasas  son enzimas  capaces de disgregar  la 

MEC,  por  lo  tanto  el  aumento  en  su  expresión  podría  contribuir  con  los  efectos  antifibróticos 

observados al  inhibir SPARC. En particular, se observó un aumento en  la expresión de MMP‐13; 

este gen merece una mención especial por su importancia en la resolución de la fibrosis. MMP‐13 
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es una metaloproteinasa fibrolítica ampliamente estudiada en la fibrosis hepática. El desarrollo de 

la fibrosis se asocia con disminución MMP‐13. Nosotros observamos aumento de  la expresión de 

este gen al inhibir SPARC. De hecho, el aumento de la lisis de colágenos fibrilares (I y III) por MMP 

intersticiales (MMP‐1, MMP‐8 y MMP‐13) es uno de los mecanismos planteados para la resolución 

de la fibrosis (Arthur, 2002). Solo dos enzimas con función metaloproteinasa, MMP12 y Adamst2, 

disminuyeron  su  expresión  en  las  células  tratadas  con  el ARN  de  interferencia para  SPARC;  sin 

embargo, se reportó anteriormente que los niveles de expresión de estas dos enzimas se inducen 

durante el proceso de activación de las CEH tanto in vitro como in vivo (De Minicis et al., 2007). 

  De  todos  los  genes  sobreexpresados  en  las  células  tratadas,  Adamts8  fue  el  de mayor 

sobre‐expresión.  Esta  proteína  también  llamada  “A  disintegrin  and  metalloproteinase  with 

thrombospondin motifs 8” contiene un dominio metaloproteinasa, un dominio tipo desintegrina y 

un  motivo  tipo  I  trombospondina.  Posee  capacidad  de  interacción  con  múltiples  proteínas  y 

actividad  endopeptidasa  (Vazquez  et  al.,  1999).  Considerando  la  importancia  de  TGF‐β1  en  la 

biología  de  las  CEH  activadas,  el  aumento  de  Adamts8  y  otras metaloproteinasas  puede  estar 

relacionado con  la reducción de  los niveles de TGF‐β1 secretados, ya que esta citoquina requiere 

de un clivaje primero intracelular y luego extracelular para adquirir su forma activa (Kisseleva and 

Brenner, 2008). Sin embargo, la significancia biológica del aumento de expresión de Adamts8 en el 

contexto de la fibrosis hepática requiere más investigación.  

  A pesar de  lo expuesto, el resultado más  interesante que surge del análisis del patrón de 

expresión de las CEH tratadas con ARN de interferencia para SPARC es el aumento de la expresión 

de caderina E  junto con  la significativa disminución en  la expresión de caderina N. En general,  la 

expresión  de  caderina N  de  forma  conjunta  a  la  inhibición  de  la  expresión  de  caderina  E  está 

directamente relacionada con el proceso de transición epitelio‐mesenquimal (Wells et al., 2008). 

En este  sentido,  la  relación entre  la  activación de  las CEH  y el  fenómeno de  transición epitelio 

mesenquimal ha sido desarrollado por Lim y colaboradores, quienes demostraron un cambio de la 

expresión de caderina E a caderina N durante  la activación de  las CEH tanto  in vitro como  in vivo 

(Lim et al., 2007). Dado que se ha demostrado que la expresión de caderina N es un  marcador de 

CEH activadas concluimos que la inhibición de SPARC en estas células resulta en una inhibición, al 

menos parcial, del proceso de activación de las CEH. Este fenómeno seguramente influya sobre la 

capacidad  migratoria,  ya  que  las  células  con  un  fenotipo  epitelial  carecen  de  la  capacidad 

migratoria presentes en células mesenquimales. 
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   En  relación  a  estas  observaciones,  TGF‐β1  posee  un  rol  de  inductor  de  la  transición 

epitelial a mesenquimal, necesaria para que  las CEH adquieran mayor actividad migratoria (Xu et 

al.,  2009;  Gressner  et  al.,  2002).  Además  ha  sido  descripto  que  la  expresión  de  caderina  E 

antagoniza  la  inducción de TGF‐β1 en CEH  inhibiendo  la  fosforilación de Smad3 dependiente de 

RhoA  (Cho  et  al.,  2010).  En  otras  palabras,  la  inhibición  de  TGF‐β1  contribuiría  al  cambio  de 

fenotipo de  las CEH y a su vez  la expresión de caderina E podría  inhibir  la producción de TGF‐β1. 

Los  resultados  obtenidos  es  esta  tesis  no  nos  permiten  asegurar  que  SPARC  induzca  la 

transformación mesenquimal en forma directa o ejerza su efecto a través de TGF‐β1.  

  En resumen, la inhibición de SPARC en CEH activadas tiene efectos antifibróticos mediados 

por la reducción en su capacidad de migración a sitios de injuria y disminución de la expresión de 

colágeno  tipo  I. Aunque  resta  profundizar  en  el  tema,  las  deficiencias  en  la migración  podrían 

explicarse  parcialmente  por  la  inducción  de  cambios  en  la  transición  mesenquimal‐epitelial. 

Además,  se  encontró  un  aumento  en  la  adhesión  celular  y  alteraciones  en  el  citoesqueleto  de 

actina,  que  también  participarían  de  los  mecanismos  que  conducen  a  generar  CEH  menos 

activadas y, por ende, menos fibrogénicas. La sobreexpresión de varios genes  involucrados en  la 

adhesión a MEC podrían explicar los cambios en el fenotipo observado. Finalmente, parece existir 

una estrecha  relación entre estos  cambios y  la  reducción de  la expresión de TGF‐β1, pero para 

poder definir el papel de TGF‐β1 en la inhibición de la migración resta estudiar proteínas presentes 

es la cascada de señales de TGF‐β1. 
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PARTE III 

  En este trabajo obtuvimos, por primera vez, evidencias concluyentes acerca del papel de 

SPARC en el potencial  tumorigénico del HC humano. La  sobreexpresión  transitoria de SPARC en 

células de HC  resultó en un  cambio hacia un  fenotipo  tumoral menos agresivo. En  resumen, el 

aumento de SPARC endógena en células HepG2 produjo:  i) reducción en  la capacidad de  formar 

esferoides en cultivo y disminución de  la proliferación  independiente de sustrato;  ii) disminución 

de la capacidad migratoria de las células en respuesta al estimulo quimiotáctico de TGF‐β1 y en la 

formación de colonias; iii) una inhibición de la transición epitelio‐mesenquimal (TEM) dado por un 

aumento de  la expresión de caderina E conjuntamente con una disminución en  la expresión de 

caderina N; iv) mayor susceptibilidad a quimioterapia basada en 5‐FU; v) inhibición del crecimiento 

tumoral  in  vivo  y  aumento de  la  supervivencia de  los  animales.  Los efectos observados no  son 

dependientes de una línea celular en particular ya que muchos de los resultados obtenidos fueron 

verificados en otras dos líneas de HC (Hep3B y Huh7). 

  El HC es una enfermedad compleja, generalmente es consecuencia del establecimiento de 

anomalías genéticas en las células tumorales que afectan distintas vías de señalización implicadas 

en  la  regulación del crecimiento celular;  también es el  resultado de  la  interacción de  las células 

tumorales  con  factores  provenientes  del microambiente  tumoral  (Avila  et  al.,  2006).  En  este 

contexto,  decidimos  estudiar  el  papel  de  SPARC,  una  glicoproteína  de MEC  con  una  función 

regulatoria compleja asociada con cambios en la  agresividad tumoral en varios cánceres de origen 

humanos  (Podhajcer  et  al.,  2008a;  Arnold  and  Brekken,  2009).  SPARC  es  una  proteína  con 

funciones  duales;  así  lo  reflejan  distintos  trabajos  científicos  en  donde  se  describen  efectos 

contrapuestos acerca del papel de SPARC en el comportamiento tumoral. Si bien SPARC se expresa 

en células  tumorales,  también  lo hace en    fibroblastos y en células endoteliales del  tumor. Esto 

hace que SPARC sea importante no solo expresada por las células tumorales sino también cuando 

procede del microambiente  tumoral  (Haber et al., 2008). Aunque  se ha estudiado  la  función de 

SPARC  en  distintos  tipos  de  cáncer,  poco  se  sabe  de  su  papel  en  hepatocarcinogénesis. 

Observamos que SPARC se sobreexpresa en hígados cirróticos, entorno en el que surgen el 80‐90% 

de los HC. A su vez, Le Bail y colaboradores reportaron su expresión en el estroma del HC (Le Bail 

et al., 1999). Los resultados obtenidos en el  trabajo citado sugieren que, en este  tipo de  tumor, 

SPARC endógena tiene un efecto negativo en el crecimiento tumoral.  
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  Para  estudiar  los  efectos  de  la  sobreexpresión  de  SPARC  en  HC  se  utilizó  un  vector 

adenoviral  para  la  transferencia  de  la  secuencia  sentido  de  SPARC  (vector  AdsSPARC).  Como 

hemos comentado anteriormente, si bien hay muchos vectores virales utilizados en terapia génica, 

los adenovirus han sido ampliamente usados para la transferencia de genes al hígado y para tratar 

experimentalmente el HC    (Wilson, 2001a;  Ilan et al., 1999b; Yu et al., 2002a). En particular, el 

adenovirus tipo 5 tiene  la capacidad de  infectar células del parénquima hepático y provenientes 

del HC con alta eficiencia (Yu et al., 2002a; Garcia‐Banuelos et al., 2002a).  

  Se ha reportado previamente que SPARC puede inducir la inhibición de la proliferación en 

células  tumorales  (Framson  and  Sage,  2004),  arrestando  el  ciclo  celular  en  fase  G0.  Los 

mecanismos de inhibición han sido asociados con alteraciones en la vía de señalización de factores 

de  crecimiento,  entre  ellos  se  incluyen  diversos  mecanismos  tales  como:  interacción  con  el 

receptor de PDGF  (Raines et al., 1992) produciendo una  inhibición de MAPK  (Mitogen‐Activated 

Protein kinase), inactivación de CDK2 (cyclinE‐Cyclin Dependent Kinase 2), inhibición de la ciclina A, 

activación  de  Rb  (Motamed  et  al.,  2002).  Los  efectos  antiproliferativos  también  se  asocian  a 

efectos  indirectos en  señalización de  IGF  (Francki et al., 2003). De manera  interesante, en este 

trabajo mostramos que la sobreexpresión de SPARC no afecta la viabilidad celular dependiente de 

sustrato en células de HC. Sin embargo, se observó que la sobreexpresión de SPARC por el vector 

AdsSPARC  induce  levemente  la  apoptosis  de  células  HepG2,  inhibe  significativamente  el 

crecimiento en esferoides de  las células de HC y tiene un efecto negativo en  la capacidad de  las 

células tumorales de formar clones. Mientras que, la inhibición de SPARC utilizando una secuencia 

antisentido  para  el  ARN  mensajero,  no  afecta  el  crecimiento  de  los  esferoides.  Tampoco  se 

observaron  efectos  significativos  en  el  crecimiento  de  los  esferoides  al  adicionar  SPARC 

recombinante. Sugiriendo, como se comentó anteriormente, que los efectos de SPARC se deben  a 

su propia expresión en células de HC y no a la presencia exógena de SPARC. 

  La migración es un paso esencial en la capacidad de invasión y diseminación de las células 

tumorales. En este trabajo, la sobreexpresión de SPARC inhibe la migración de las células de HC al 

utilizar TGF‐β1 como quimioatractante. Si bien el mecanismo no está aclarado, existen evidencias 

en  líneas  celulares  de  glioma  que  sugieren  que  la  capacidad migratoria  depende  del  tipo  de 

proteínas de MEC presentes en el microambiente tumoral (Kozyraki et al., 1996). Un efecto similar 

se  ha  observado  en  células  de  cáncer  pancreático  donde  la  inhibición  de  SPARC  endógena 

incrementa significativamente su capacidad migratoria (Chen et al., 2010). Nuevamente, el efecto 
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de SPARC es dependiente del tipo celular ya que en este, y en otros trabajos, se han observado 

efectos contrarios en  la migración. Previamente observamos que  la  inhibición de SPARC en CEH 

disminuye su capacidad migratoria. Como podemos observar, el comportamiento de SPARC en lo 

que respecta a cambios en la migración en células tumorales (donde depende del linaje tumoral) 

es muy diferente al que puede presentar en células no tumorales como hemos visto que sucede 

con las CEH. 

  Para  que  las  células  tumorales  adquieran  capacidad  de  migrar,  invadir  y  producir 

metástasis  deben  tener  lugar  diferentes  procesos  entre  los  cuales  la  transición  de  un  fenotipo 

epitelial a un fenotipo mesenquimal (TEM) es clave (Thiery JP, 2002). La TEM se caracteriza por la 

pérdida  de  adhesión  intercelular  (cambio  de  la  expresión  de  caderina  E  a  la  de  caderina  N), 

inhibición en  la expresión de marcadores epiteliales  (citoqueratinas), sobreexpresión de MMP‐2, 

MMP‐9 y adquisición de un fenotipo de tipo fibroblástico. De hecho, se ha implicado la inducción 

de  TEM  en  la  progresión maligna  del  HC  (Kozyraki  R,  1996; Wei  Y,  2002).  En  este  trabajo  se 

observó que la sobreexpresión de SPARC produjo un aumento en la expresión de caderina E y una 

disminución  de  caderina N,  así  como  una  reducción  en  la  expresión  de  α‐SMA.  Los  resultados 

sugieren una  transición de un  fenotipo mesenquimal a uno epitelial al  sobreexpresar SPARC en 

células de HC  (TME,  transición mesenquimal‐epitelial).  Sin  embargo, no  se observaron  cambios 

significativos en  la actividad de MMP‐2 y MMP‐9,  lo cual puede deberse a que  las células HepG2 

presentan  baja  frecuencia  de  eventos  TEM  como  se  concluye  al  observar  la  baja  expresión  de 

caderina N  en  esta  línea  celular  específica.  Estos  resultados  son  contrarios  a  los  obtenidos  en 

estudios previos en otras células como por ejemplo en melanoma, en donde el aumento de SPARC 

se asocia con el aumento en la expresión de caderina N y la disminución de caderina E (Sosa MS, 

2007; Robert G, 2006);  sin embargo, en melanoma  la  sobreexpresión de SPARC produce mayor 

agresividad tumoral. Así, el aumento en la expresión de SPARC en diferentes tipos celulares parece 

modular  TEM  o  TME  de  forma  diferencial  afectando  la  capacidad migratoria  de  las  células.  En 

conclusión,  los  datos  presentados  sugieren  que  la  sobreexpresión  de  SPARC  en  células  de  HC 

induce TME, y consecuentemente un fenotipo menos agresivo.  

  Se ha reportado que las células HepG2 carecen de algunas proteínas de unión intracelular, 

como  la conexinas, aumentando  su capacidad  tumorigénica. Yano y colaboradores demostraron 

que  la  sobreexpresión  de  moléculas  de  unión  intercelular  produjo  menor  capacidad  de 

crecimiento  independiente de  sustrato  conjuntamente  con aumento de  caderina E  (Yano et al., 
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2001).  De  hecho,  el  aumento  de  la  expresión  de  caderina  E  resulta  en  menor  progresión  y 

metástasis de  las  líneas HepG2 y Hep3B  (Kim et al., 2007). En nuestro modelo, SPARC  induce  la 

expresión  de  caderina  E;  postulamos  que  el  aumento  de  caderina  E  podría  incrementar  la 

formación  de  complejos  de  adhesión  y  explicar,  de  esta  forma,  la  inhibición  de  crecimiento 

tumoral observado in vivo e in vitro. 

  El aumento de caderina E y la disminución de caderina N al sobreexpresar SPARC pueden 

relacionarse con lo observado en el ensayo de formación de esferoides. Los esferoides de células 

donde  SPARC  se  encuentra  aumentada  son más  compactos  y  densos  en  comparación  con  los 

controles.  Este  fenómeno  podría  ser  una  consecuencia  directa  del  aumento  de  caderina  E,  sin 

embargo restan realizar estudios para confirmar esta hipótesis.  

  No  existe  una  quimioterapia  eficaz  para  el  tratamiento  del  HC,  por  lo  que  puede 

considerarse  como  un  tumor  quimioresistente.  Por  otro  lado,  es  necesario  emplear  dosis  altas 

para obtener al menos cierta respuesta antitumoral,  lo cual podría resultar excesivamente toxico 

en el contexto de  la cirrosis. Uno de  los más utilizados es el 5‐FU aunque en  la actualidad no es 

considerado un  fármaco de uso estándar. Por  lo  tanto, es necesario desarrollar nuevos agentes 

que no  resulten  tóxicos o nuevas estrategias que puedan  sensibilizar al HC a  las quimioterapias 

que se utilizan en la actualidad.  

  Basados en los datos presentados y publicados, SPARC funciona como un supresor tumoral 

en  algunos  tumores  y  uno  de  los mecanismos  antitumorales  subyacente  es  la  inducción  de  la 

muerte  celular  por  apoptosis.  Por  ejemplo,  en  cáncer  de  colon,  SPARC  induce  la  activación  de 

caspasa‐8 revirtiendo,  la resistencia a  la quimioterapia (Tang and Tai, 2007). También se observó 

que SPARC induce apoptosis en células de cáncer de ovario, tumor donde SPARC tiene reconocidos 

efectos antitumorales  (Yiu et al., 2001). Consistentemente  con estos datos,  se demostró que  la 

sobreexpresión  de  SPARC  disminuyó  la  proliferación  y  aumento  la  apoptosis  de  células  de  HC 

previamente  tratadas  con  bajas  concentraciones  de  5‐FU.  Estos  resultados  proporcionan  una 

prueba  de  concepto  de  como  se  puede  revertir  la  resistencia  a  la  quimioterapia  en  esta 

enfermedad incrementando la eficacia de tratamientos ya existentes, pero poco eficaces en su uso 

tradicional, para el HC. De esta  forma, el aumento en  la expresión de SPARC en HC, a  través de 

esta  herramienta  de  terapia  génica,  puede  ser  en  el  futuro  una  estrategia  atractiva  para 

sensibilizar el HC a la quimioterapia o para desarrollar tratamientos combinados.   
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  Confirmando resultados previos (Lau et al., 2006), se observó una marcada  inhibición del 

crecimiento tumoral y un aumento significativo de la supervivencia al inocular animales nude con 

dos líneas de HC que sobreexpresan SPARC. Los efectos inhibidores del crecimiento tumoral tras la 

sobreexpresión  de  SPARC  fueron más  contundentes  al  utilizar  la  línea  celular  HepG2  que  con 

Huh7; esto  se puede explicar porque Huh7 es una  línea más agresiva y desarrolla  tumores más 

grandes en menor  tiempo. Restan  realizar estudios que nos permitan determinar el por qué de 

esta menor  respuesta.  Coincidentemente  con  los  efectos  observados  in  vitro,  la  inhibición  de 

SPARC  no  tiene  efectos  en  el  crecimiento  tumoral  observado  in  vivo.  Aun  queda  abierta  la 

discusión  de  por  qué  SPARC  es  capaz  de  inhibir  el  crecimiento  tumoral  en  ciertos  tumores 

mientras que en otros  tiene efecto contrario  (Podhajcer et al., 2008a). En este sentido, el  linaje 

tumoral y/o  la composición y proporción  relativa de componentes del estroma  tumoral pueden 

modular los efectos de SPARC explicando los efectos duales observados. 

  El momento en que se expresa SPARC también es  importante y quizás pueda explicar en 

parte  estos  efectos  contrarios  observados  en  diferentes modelos  tumorales.  En  este  trabajo, 

SPARC  se  expresa  en  forma  transitoria  y  esta  expresión  resultó  suficiente  para  disminuir  el 

comportamiento agresivo del HC. La inducción de caderina E y la inhibición de caderina N pueden 

también  explicar  en  parte  la  inhibición  del  crecimiento  tumoral  por  un  cambio  en  las mismas 

células tumorales o al interferir con factores presentes en el microambiente tumoral. Se observó, 

en  los  tumores  generados  por  células  previamente  infectadas  con  el  vector  AdsSPARC,  un 

aumento en el número de macrófagos infiltrando el tumor. Este proceso puede ser consecuencia 

de mayor apoptosis in vivo de las células tumorales donde se sobreexpresa SPARC o puede ser un 

efecto directo de  la sobreexpresión de SPARC en el entorno tumoral. Si bien en  los estudios con 

esferoides no se observó aumento de la apoptosis el entorno tumoral in vivo puede disponer a las 

células a entrar en apoptosis.  

  Del  análisis  histológico  de  los  tumores  generados  también  surge  la  observación  de  un 

menor número de células de  tipo  fibroblastico en  los  tumores  tratados con el vector AdsSPARC, 

sugiriendo que SPARC tendría un rol en la organización de la MEC y/o invasión de fibroblastos en 

la periferia  tumoral. Por otro  lado, no se observaron diferencias  importantes en  la angiogénesis 

por  tinción de Von‐Willebrand e  inmunohistoquímica para CD31  luego de 5 días de  inocular  las 

células tumorales (datos no mostrados), sin embargo, las propiedades antiangiogénicas de SPARC 

han sido ampliamente descriptas en modelos de HC por otros autores.  
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  En  esta  tesis  doctoral  nos  hemos  enfocado  en  el  estudio  de  los  efectos  de  SPARC 

endógena;  sin embargo, es  importante  tener en  cuenta  la  importancia de  los efectos de SPARC 

exógena (producida por células presentes en el estroma que rodea al tumor, como fibroblastos o 

células endoteliales). En HC se demostró la presencia de SPARC en áreas de fibrosis en el estroma 

tumoral en muestras provenientes de pacientes (Le Bail et al., 1999; Lau et al., 2006). De la misma 

forma, en tumores pancreáticos se observó aumento de SPARC en células estrelladas pancreáticas 

y  en  fibroblastos  del  estroma  adyacente mientras  que  SPARC  no  se  observaba  en  las  células 

tumorales (Infante et al., 2007; Guweidhi et al., 2005). Se ha observado que la expresión de SPARC 

en  estroma  se  asocia  a  mal  pronóstico  en  este  tipo  de  tumor  (Infante  et  al.,  2007). 

Coincidentemente, trabajos realizados con líneas celulares pancreáticas también demuestran que 

SPARC  se  comporta  como  una  proteína  antitumoral.  Más  aún,  se  demuestra  que  el  medio 

condicionado de estas  líneas  celulares puede disminuir  la expresión de SPARC en  fibroblastos y 

células  estrelladas  pancreáticas  (Chen  et  al.,  2010).  Por  lo  tanto,  queda  en  evidencia  que  la 

expresión de SPARC por  las mismas células  tumorales puede  resultar antitumoral, mientras que 

SPARC  exógena  puede  promover  el  desarrollo  tumoral.  Nuestros  resultados  coinciden  con  los 

encontrados  en  líneas  tumorales  de  páncreas  pero  creemos  importante  estudiar  el  papel  de 

SPARC exógena en HC en futuras investigaciones.  

  En  resumen,  SPARC  se  presenta  como  una  proteína  con  propiedades moduladoras  del 

comportamiento del HC y capaz de inhibir tanto el desarrollo de tumores in vitro como in vivo y de 

producir  cambios  íntimamente  relacionados  con  una  menor  agresividad  tumoral.  Además,  la 

sobreexpresión de SPARC es capaz de sensibilizar a las células de HC a la quimioterapia basada en 

5‐FU. Por todas estas razones, se propone que el aumento de la expresión de SPARC en células de 

HC es una estrategia potencial para el tratamiento del HC. 
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  Sobre la base de los resultados expuestos y discutidos en esta tesis doctoral, se establecen 

las siguientes conclusiones en relación a SPARC y su papel en la  fibrosis hepática: 

1) Durante el proceso de fibrosis hepática se induce tempranamente la expresión de SPARC y 

se mantiene durante la progresión de la enfermedad. 

2) Las células estrelladas hepáticas y, probablemente, las células endoteliales son las células 

responsables del aumento de la expresión de SPARC en hígados con fibrosis. 

3) Los ratones SPARC null expuestos a una injuria hepática crónica profibrogénica desarrollan 

menor actividad necroinflamatoria y un menor grado de fibrosis hepática que los ratones 

salvajes.  

4) En  los modelos  in vivo empleados,  la ausencia de SPARC  se asocia a disminución de  los 

depósitos hepáticos de colágeno, inhibición de la expresión de colágeno tipo I y promueve 

la formación de fibras de colágeno finas y en estado inmaduro.  

5) Los  ratones  SPARC  null  expuestos  a  agentes  causantes  de  fibrosis  (administración  de 

tioacetamida) presentan menor activación de células estrelladas hepáticas. 

6) Los  ratones  SPARC  null  tratados  con  tioacetamida  expresan  y  secretan  niveles 

significativamente menores de TGF‐β1. 

7) La utilización de un adenovirus recombinante con  la secuencia antisentido para el ARNm 

de SPARC resulta una herramienta eficaz para  la  inhibición transitoria de  la expresión de 

SPARC en hígados de ratas tratadas con tioacetamida. 

8) La administración del vector AdasSPARC disminuye el desarrollo de fibrosis hepática en un 

modelo  preventivo  desarrollado  en  ratas  expuestas  al  daño  con  tioacetamida.  El 

tratamiento  de  la  fibrosis  se  tradujo  en:  ‐disminución  en  el  grado  de  desarrollo  de  la 

fibrosis,  ‐disminución  de  los  depósitos  de  colágeno,  ‐disminución  de  la  actividad 

necroinflamatoria y ‐disminución del número de células estrelladas hepáticas activadas. 

9) La inhibición de SPARC en líneas establecidas de células estrelladas hepáticas aumenta su 

capacidad de adhesión, reduce significativamente su capacidad migratoria en respuesta a 

estímulos quimiotacticos, produce alteraciones en el citoesqueleto de actina y disminuye 

la expresión de colágeno tipo I y de TGF‐β1. 

10) La  inhibición  de  SPARC  disminuye  la  migración  al  menos  en  parte  por  mecanismos 

dependiente de TGF‐β1. 
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11) La inhibición de SPARC induce la expresión de genes relacionados con la interacción célula‐

célula  y  célula‐matriz  extracelular  como  caderina  E,  adamts8  y mmp‐13  y  disminuye  la 

expresión de caderina N e Itgad (integrina alpha D). 

12) El  cultivo  primario  de  células  estrelladas  hepáticas  de  rata  presenta mayor  adhesión  y 

disminución de la expresión de colágeno cuando se inhibe SPARC. 

 

    Los resultados obtenidos nos permiten postular el siguiente modelo del mecanismo por el 

cual SPARC puede influir en el comportamiento de las CEH (Figura 50).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: Modelo propuesto  del mecanismo  de  acción de  SPARC  en  CEH.  Las  CEH  quiescentes  se 
encuentran en el espacio de Disse constituido por una matriz basal laxa que permite el paso de solutos y 
factores desde el  sinusoide a  los hepatocitos.  Luego de  la  injuria hepática  se dispara una  cascada de 
acontecimientos celulares y moleculares que conducen a  la activación de  las CEH. Las CEH proliferan y 
migran hacia  los sitios dañados. SPARC  induce  la expresión y secreción de TGF‐β1 y de forma recíproca 
TGF‐β1  incrementa  la  expresión  de  SPARC.  TGF‐β1  colabora  en  el  proceso  fibrogénico.  SPARC  tiene 
efectos anti‐adhesivos y promueve la migración de las CEH, en parte, vía mecanismos mediados por TGF‐
β1. Se observan cambios en el citoesqueleto de actina. Se  inducen  la expresión de colágeno  fibrilar y 
aumenta la expresión de caderina N. La caderina N es características de CEH activadas. Estos cambios se 
traducen  en  alteraciones  en  el  espacio  de  Disse,  daño  de  los  hepatocitos,  aumento  del  infiltrado 
inflamatorio y de moléculas profibrogénicas. 
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En relación a SPARC y su papel en el hepatocarcinoma: 

13) La sobreexpresión transitoria de SPARC en células de hepatocarcinoma genera un cambio 

fenotípico menos agresivo inhibiendo el crecimiento tumoral tanto in vivo como in vitro.  

14) El  aumento  de  la  expresión  de  SPARC  en  células  de  hepatocarcinoma  in  vivo  inhibe  el 

crecimiento tumoral y aumenta significativamente la supervivencia.  

15) La  inhibición  de  SPARC  en  líneas  humanas  de  hepatocarcinoma  reduce  el  crecimiento 

independiente de sustrato, la migración celular y la capacidad de formación de colonias.  

16) La inhibición de SPARC induce en líneas tumorales aumento de la expresión de caderina E 

conjuntamente  con  una  disminución  en  la  expresión  de  caderina  N  y  α‐SMA, 

características  de  una  transición  desde  un  fenotipo  mesenquimal  hacia  un  fenotipo 

epitelial y menos agresivo.  

17) La disminución de  la expresión de SPARC confiere mayor susceptibilidad a quimioterapia 

basada en 5‐FU, favoreciendo la apoptosis de las células tumorales. 

 

  Los  resultados  alcanzados  aquí  nos  permiten  proponer  a  SPARC  como  una  diana 

terapéutica  valiosa  para  inhibir  el  proceso  fibrogénico  hepático  y  la  agresividad  del 

hepatocarcinoma. 

. 
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