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1. RESUMEN

El Factor de Crecimiento Insulinoide | (IGF-I) es una proteina producida
principalmente por el higado, que promueve la proliferacion celular a través de la
unidén con su receptor (IGF-IR). Las concentraciones de IGF-l en suero se han
visto reducidas en la cirrosis hepatica descompensada, mientras que los niveles
de expresion de IGF-IR se incrementan en el hepatocarcinoma celular (HCC). Sin
embargo, hay poca evidencia a cerca del comportamiento en la expresion de
ambas moléculas durante las diferentes etapas de fibrosis que preceden a la
cirrosis o al HCC. Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue estudiar la
expresion de IGF-l1 e IGF-IR en la progresion de fibrosis hacia su etapa mas
avanzada, la cirrosis, en un modelo murino. Para ello, se utilizaron ratas macho de
la cepa Wistar de 3 meses de edad y con un peso aproximado de 250 + 20g, a las
que les fueron inducidos diferentes grados de fibrosis mediante administracion de
8, 12, 20 y 40 dosis de CCl, via i.p., obteniendo 4 grupos en distintas etapas de
fibrosis segun la escala METAVIR: F1, F2, F3 y F4 (cirrosis) respectivamente.
Adicionalmente, se contd con un grupo control que no tuvo ninguna administracion
del agente hepatotdxico (Grupo FO) y un grupo al que se le administraron 20 dosis
de CCls generando una fibrosis en etapa F3 y que ademas tuvo un mes de
recuperacion para observar el proceso de reversion del proceso fibrogénico, a este
grupo se le denominé como F3-R. El grado de fibrosis se determiné de acuerdo a
analisis histolégico y mediante la tincién de rojo de Sirio. Se realizé RT-PCR para
determinar el patron de expresion de IGF-I e IGF-IR, asi como sus principales
proteinas acarreadoras (IGFBP-3) y la Subunidad Acido Labil (ALS). La expresién
de estos genes se normalizd con la expresién del gen 18S mediante densitometria
Optica. Los datos se presentan como Media + EE y se analizaron mediante
ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey. Un valor de p < 0.05 se
consideré estadisticamente significativo. La expresion de IGF-I disminuyd
significativamente en el grupo de cirrosis (F4) al ser comparado con FO y F1. Por
otro lado, los niveles de expresion de IGF-IR, IGFBP-3 y ALS no se afectaron

durante el proceso fibrogénico. La cantidad de proteina IGF-I en tejido hepatico no




tuvo cambios significativos en ninguno de los 4 grupos mientras que IGFBP-3 tuvo
una disminucion significativa en el grupo F4 con respecto a F1. Con respecto al
proceso de reversiéon, no hubo cambios significativos en el grupo F3-R al ser
comparado con el grupo F3 correspondiente en la expresion, ni en la cantidad de
proteina de ninguna molécula. A pesar del posible valor diagnéstico de IGF-I en la
severidad de la cirrosis, este factor de crecimiento, su receptor y sus proteinas
acarreadoras IGFBP-3 y ALS no podrian ser consideradas como biomarcadores

del proceso fibrogénico en el higado.




2. INTRODUCCION

La fibrosis hepatica es una respuesta de cicatrizacion a una lesion en el higado
cuya principal caracteristica es la acumulacion de matriz extracelular (MEC)
después de una lesion. Cuando la lesidon permanece por un periodo constante, la
inflamacion y la acumulacién de MEC provocan una sustitucion del parénquima
hepatico por un tejido cicatrizal. La progresion de la enfermedad con fibrogénesis
sostenida lleva a la cirrosis, cuya principal caracteristica patolédgica es la formacion

de nédulos de regeneracion rodeados de septos fibrosos.

En afos recientes se han propuesto diversas moléculas que podrian tener una
participacion en la progresion de la fibrosis hepatica, tal es el caso de la familia de
proteinas de unién al factor de crecimiento insulinoide (IGFBPs) y el mismo Factor

de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I).

El IGF-I es una hormona polipeptidica secretada en multiples tejidos por efecto de
la hormona del crecimiento (GH), sin embargo, el 90% del péptido circulante es de
origen hepatico. IGF-I circula en la sangre unido a las IGFBPs, las cuales modulan
la biodisponibilidad de IGF-I.

A pesar de que IGF-I tiene diversos efectos en tejidos extra-hepaticos, existen
pocos datos sobre el papel que tiene esta hormona en el higado, lo cual se
supone que es debido a la baja cantidad de receptores de IGF-I (IGF-IR) sobre la

membrana de los hepatocitos.

Para el propésito de este proyecto se ha considerado el estudio de IGF-I, debido a
que se sabe que esta molécula se encuentra relacionada con la cirrosis. Del
mismo modo se estudié a IGFBP-3 y ALS, principales proteinas acarreadoras de
IGF-I, ya que al igual que éste ultimo han sido relacionadas con dicho
padecimiento. Ademas se estudid el receptor IGF-IR durante el proceso
fibrogénico cuya etapa mas avanzada, la cirrosis, es considerada el principal
factor de riesgo para el desarrollo de hepatocarcinoma celular (HCC), proceso que

ha sido asociado con una expresion aumentada de este receptor.




A pesar de lo anterior, no hay suficientes datos sobre la funcion de estas
moléculas durante las etapas de la fibrogénesis previas a la cirrosis o al HCC.
Este estudio permitira identificar si existe algun patron en la expresion de IGF-I,

IGFBP-3, ALS o IGF-IR que esté relacionado con la progresion de la fibrosis
hepatica.
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3. ANTECEDENTES

3.1 El Higado humano

El higado es el odrgano interno mas grande del cuerpo y representa
aproximadamente el 2% del peso corporal total. Recibe aproximadamente el 25%
del flujo sanguineo y utiliza cerca del 20% del oxigeno que requiere una persona
[1]. Anatébmicamente, esta situado debajo del diafragma y ocupa la mayor parte del
hipocondrio derecho y parte del epigastrio en la cavidad abdominopélvica. Esta
cubierto por una capsula de tejido conectivo denominada Capsula de Glisson, que
a su vez esta rodeada por el peritoneo. El higado esta dividido en dos I6bulos
(izquierdo y derecho) por el ligamento falciforme (Fig. 1A) [2]. La unidad funcional
del higado es una estructura hexagonal denominada como lobulillo hepatico [1, 2]
que posee distintos elementos estructurales:1) el parénquima hepatico que esta
conformado por placas celulares hepaticas que se alejan de la vena central. Estas
placas celulares estan formadas por dos cordones de hepatocitos entre los cuales
se encuentran los canaliculos biliares; 2) los sinusoides hepaticos que son
espacios vasculares que recorren las placas de hepatocitos y cuyas paredes estan
formadas por células endoteliales fenestradas. En los sinusoides se encuentran
las células de Kupffer. Arteriolas hepaticas y vénulas centrales atraviesan los
lobulillos pasando por estos sinusoides hasta llegar a la vena central y, 3) el
espacio de Disse que separa las placas de hepatocitos del endotelio y en donde

se encuentran las células estelares hepaticas (H%Cs) (Fig. 1B)

Ligamento falciforme

Ligamento redondo

Lébulo hepético izquierdo

Conducto hepético comun

Arteria hepética propia

Arteria esplénica

Figura 1. Estructura anatémica del higado. A) Estructura y elementos mas importantes en el higado de

humano. B) Esquema de una porcion del lobulillo hepatico [1].
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El higado tiene una gran cantidad de funciones en el organismo, entre ellas la
captacién de nutrientes desde el intestino a través de la vena porta. También
participa en el almacenamiento de la vitamina A; convierte la vitamina D en
25-dehidrocolecalciferol que es transformada posteriormente en el rifidn a 1,25
dihidrocolecalciferol para una correcta absorcion del calcio; la vitamina K es
utilizada para la sintesis de protrombina y otros factores de coagulacion. Este
organo también es responsable del metabolismo de carbohidratos, lipidos vy
proteinas. Tiene actividad de detoxificacion de compuestos nocivos por medio de
su biotransformacion y ademas tiene la funcion de secretar la bilis que sirve para

emulsionar las grasas y asi facilitar su absorcién en el intestino delgado [3].
3.2 Epidemiologia de las enfermedades hepaticas

Como se ha mencionado anteriormente, el higado tiene a su cargo una gran
diversidad de funciones que son fundamentales para el correcto desempefo del
organismo. A nivel mundial el dafo al higado representa una de las principales
causas de mortalidad. En México, segun datos de Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI), hacia el 2012 las enfermedades del higado representaban la
quinta causa de mortalidad en ambos sexos (Fig. 2) [4]. La etiologia que afecta al
higado es muy diversa, siendo las principales causas de lesion hepatica el
consumo excesivo de alcohol, la infeccidn por el virus de la hepatitis C, el higado
graso asociado al sindrome metabdlico y algunas condiciones genéticas como la

hemocromatosis.

Bl Hombres Mujeres

Figura 2. Principales causas de mortalidad en México. Las enfermedades hepaticas representan la quinta

causa de mortalidad en ambos sexos [4].
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3.3 Fibrosis Hepatica

3.3.1 Patogénesis del proceso fibrogénico

La fibrosis hepatica es el resultado de un dafo que se presenta de manera cronica
y que se caracteriza por la acumulaciéon de Matriz Extracelular (MEC) en la
mayoria de las enfermedades hepaticas cronicas mencionadas anteriormente
(alcoholismo, infecciones virales, autoinmunidad, etc.). La acumulaciéon de las
proteinas de MEC distorsiona la arquitectura del higado formando una cicatriz
fibrosa [5]. Cuando la lesibn es aguda los cambios son temporales y la
arquitectura del higado puede retornar a su composicion normal. Pese a lo
anterior, si el dafio al tejido hepatico es continuo se genera una inflamacién
cronica y la acumulacion de MEC se mantiene llevando al remplazo del
parénquima hepatico por un tejido cicatrizal [6] y la subsecuente formacion de
nodulos de regeneracion de hepatocitos que definen a la cirrosis. La cirrosis
produce disfuncion hepatocelular y aumento en la resistencia intrahepatica al flujo
sanguineo, generando asi insuficiencia hepatica e hipertension portal
respectivamente [7]. En la mayoria de los pacientes la progresidn a cirrosis ocurre
después de un intervalo superior a 20 afnos. Los pacientes que han desarrollado
cirrosis pueden no presentar complicaciones después de varios anos, lo que se
denomina como un estado de cirrosis compensada, seguido de una fase de
progresion rapida, caracterizada por complicaciones especificas denominada
como fase descompensada [8]. Las mayores complicaciones clinicas de la cirrosis
descompensada incluyen ascitis, falla renal, encefalopatia hepatica y sangrado
variceal. La cirrosis descompensada se asocia con una baja esperanza de vida y
se considera como un factor de riesgo para el desarrollo HCC, siendo el trasplante

de higado la unica opcidn terapéutica [9].

La fibrosis hepatica se asocia con alteraciones tanto en la cantidad como en la
composicion de la MEC [10]. Seguido de la lesion hepatica, células inflamatorias
se infiltran al parénquima hepatico y las células de Kupffer activadas liberan
mediadores fibrogénicos. Ademas las células estelares hepaticas (HSCs por sus

siglas en inglés) proliferan y sufren una activacion y cambio fenotipico secretando




grandes cantidades de moléculas de MEC (Fig. 3). En etapas avanzadas de la
enfermedad, el higado presenta una acumulacion de MEC hasta seis veces mayor
que la que presenta un higado sano, esto incluye un aumento en la cantidad de
colagenas (I, Il y IV), fibronectina, elastina, laminina y proteoglicanos. Este
aumento en la deposicion de MEC se origina por dos causas, por un lado un
aumento en la sintesis de los componentes de la MEC y por otro lado una
disminucién en la actividad de degradacién por parte de las Metaloproteinasas de
Matriz (MMPs). La disminucion en la degradacion de MEC por parte de las MMPs
se da principalmente por una sobreexpresién de sus inhibidores especificos

denominados TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) [11].

Figura 3. Cambios asociados a la fibrosis hepatica. A) Componentes celulares y arquitectura en un higado
sano. B) Seguido de la lesion hepatica, linfocitos inflamatorios se infiltran al parénquima hepatico y
las células de Kupffer activadas liberan mediadores fibrogénicos. Las HSCs proliferan y sufren una

activacion caracterizada por la pérdida de sus depdésitos de retinol secretando grandes cantidades de
proteinas de MEC. Tomada y modificada de [7].

3.3.2 HSCs y fibrogénesis.

Las HSCs son las principales productoras de MEC en el higado. En un higado
sano estas células residen en el espacio subendotelial de Disse y son el mayor
sitio de almacenamiento de vitamina A [12]. En condiciones fisioldgicas, las HSCs
almacenan el 80% de los retinoides del cuerpo entero en forma de pequefias
gotas en el citoplasma [13]. Cuando hay lesién hepatica, las HSCs quiescentes se

activan por induccion de TGF-3 (Factor de crecimiento transformante () la citocina




fibrogénica mas importante en el higado, y se transdiferencian en células tipo
miofibroblasto, adquiriendo propiedades contractiles, proinflamatorias vy

fibrogénicas [12-17].

Estas HSCs transdiferenciadas migran y se acumulan en los sitios en los que se
lleva a cabo la reparacion del tejido, secretando una gran cantidad de MEC y
regulando la degradacion de la misma. El Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas (PDGF por sus siglas en inglés), producido por las células de Kupffer,
es el principal mitdgeno para las HSCs activadas y se ha demostrado que su

inhibicion atenua la fibrogénesis hepatica experimental [18].

Los cambios en la composicion de la MEC pueden estimular de manera directa la
fibrogénesis. La colagena tipo IV, el fibrinbgeno y el activador de plasmindégeno
tipo urocinasa estimulan a las HSCs residentes activando citocinas latentes tales
como TGF-f3. Por otro lado las colagenas fibrilares pueden unirse y estimular a las

HSCs via receptor del dominio de discoidina 2 (DDR2) e integrinas [19].

Friedman describe el proceso fibrogénico causado por las HSCs en 3 etapas:

iniciacién, perpetuacion y resolucion (Fig. 4) [20].

La iniciacion se refiere a los cambios primarios fenotipicos de las HSCs los cuales
brindan mayor capacidad de respuesta a los factores de crecimiento y finalmente a
un incremento de la sintesis de moléculas de MEC. El estimulo paracrino inicial
incluye exposicion a peroxidos lipidicos, productos de hepatocitos dafados y
sefales de las células endoteliales y de Kupffer [21-23]. Los cambios iniciales son
de tipo paracrino, provenientes de los diferentes tipos celulares ya mencionados:
hepatocito, células de Kupffer, leucocitos, células endoteliales sinusoidales, a

través de multiples moléculas y citocinas especificas.




La perpetuacioén resulta de los efectos de estos estimulos en el mantenimiento del
fenotipo activado de las HSCs y la generacion de fibrosis. La activacidén sostenida
involucra al menos siete cambios en el comportamiento celular de las HSCs que
comprenden: proliferacién, quimiotaxis, pérdida de los retinoides, liberacion de
citocinas, contractilidad, fibrogénesis y degradacion de la matriz extracelular. El
efecto neto de estos cambios es la acumulacién de MEC. Durante esta fase hay
estimulos proinflamatorios, profibrogénicos y promitogénicos que actuan de una

manera autocrina y paracrina.

Figura 4. Proceso de activacion de las HSCs. Las HSCs son las principales efectoras durante el proceso de

fibrosis hepatica y sufren activacion en un proceso de dos fases. Tomada y modificada de [23].

3.3.3 Resolucion de la fibrosis

A medida que la fibrosis hepatica progresa, la MEC se torna resistente a

degradacion por proteasas debido al engrosamiento de los septos fibrosos [22].

En modelos de fibrosis hepatica experimental en animales, al retirar el agente
etiolégico de la enfermedad se promueve la regresién de la fibrosis [23]. Incluso en
humanos, el adecuado tratamiento de las enfermedades subyacentes a la fibrosis

hepatica puede resultar en una reversion de la misma.

La completa recuperacion de la fibrosis hepatica involucraria remodelacién vy
ruptura de los distintos componentes de la MEC, en su mayoria colagena tipo |.
Sin embargo, como ya se menciond, estudios han demostrado que a pesar de que
la expresion del mRNA de las metaloproteinasas de matriz, proteasas encargadas
de la degradacion de MEC, permanece sin cambios en un higado normal con

respecto a un higado cirrético, la actividad de estas Metaloproteinasas de Matriz
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se ve inhibida por la sobreexpresion de sus inhibidores especificos TIMPs [11,24,
25].

Dado que las HSCs son la principal fuente tanto de MEC como de TIMPs, la
resolucion de la fibrosis puede requerir dos vias mediante las cuales estas células
reduzcan o reviertan su activacién: 1) la remocion por medio de apoptosis de la

poblacién de HSCs activadas y 2) la posible reversion al fenotipo quiescente [26].

Mientras que la segunda via no se ha observado in vivo, cada vez hay mas
evidencia que sefala la apoptosis como el mecanismo mas importante mediante

el cual la reversion de la fibrosis es posible.

Las HSCs presentan apoptosis mediada por CD95 y por la expresion del Ligando
inductor de apoptosis relacionado al Factor de Necrosis Tumoral (TRAIL) y por
medio de las células Natural Killer que inducen la apoptosis de las HSCs por
medio del mecanismo de TRAIL [27]. El papel de las Natural Killer es consistente
con estudios que reportan que en el envejecimiento la funcidon de éstas disminuye

y se acelera la fibrosis [28].

3.3.4 Diagnéstico y clasificacion de las etapas del proceso
fibrogénico

La evaluacion de la fibrosis hepatica se ha llevado a cabo durante mucho tiempo
mediante el estudio histolégico de una muestra de tejido. La biopsia hepatica se
ha considerado como el mejor estandar en la evaluacion del proceso fibrogénico
[29].

Existen diversas escalas para determinar el grado de dafio histologico al higado:
Ishak, METAVIR, Knodell, Scheuer y Ludwig [30-34]. La escala de Ishak y la de
METAVIR son los sistemas de clasificacion mas ampliamente aceptados para la
evaluacion de la fibrosis (Tabla 1). En la escala de METAVIR sélo la hepatitis y la

necrosis determinan el grado de actividad, mientras que en la escala de Ishak, el
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infiltrado portal y la necrosis confluente son incluidos junto con los dos parametros
anteriores.

Grado de
Fibrosis METAVIR

FO ‘ Sin fibrosis Sin fibrosis

Fibrosis en algunas areas portales con o

F1 Fibrosis portal sin septos sin septos fibrosos cortos

Fibrosis en la mayoria de las areas
F2 Fibrosis con minimos septos portales con o sin septos fibrosos cortos

Fibrosis en la mayoria de las areas
Fibrosis con numerosos septos portales con puentes ocasionales porta-

porta

Fibrosis en area porta con marcado

Cirrosis puenteo porta-porta y porta-central

Puenteo porta-porta o porta-central con

nddulos ocasionales (cirrosis incompleta)

-
F6

Tabla 1. Escala ISHAK y METAVIR. La escala METAVIR y de Ishak son las mas utilizadas en la valoracion
de la fibrosis hepatica.

Cirrosis, probable o definitiva

A pesar de que es el mejor estandar, la biopsia hepatica esta muy lejos de ser un
“estandar de oro” pues su fiabilidad es restringida ya que la muestra tomada
representa solo una de cada 50 000 partes del higado, esto asociado al hecho de
que la distribucion de los septos fibrosos puede ser heterogénea. Ademas de lo
anterior, la biopsia hepatica resulta ser un método invasivo que involucra dolor y
complicaciones mayores en un 40% y 0.5% de los pacientes respectivamente [35].
Asimismo, puede ocurrir un error en el muestreo sobre todo cuando el espécimen
que es tomado resulta pequefio. La posibilidad de error, puede ser entre 33% y
50% en ambos lobulos. En un estudio de biopsia por laparoscopia en el que las
muestras fueron obtenidas de ambos ldbulos, se encontré en una tercera parte de
los pacientes una diferencia de al menos un grado de fibrosis entre los dos l6bulos
[36]. Aunado a lo anterior, el examen histolégico resulta propenso a variaciones

intra- e inter-observador y no es capaz de predecir la progresion de la enfermedad

12

——
| —




[37]. Finalmente, la biopsia hepatica tiene un alto costo para los pacientes al

requerir vigilancia por el riesgo de sangrado [38].
3.3.5 Biomarcadores del proceso fibrogénico

Por todas las limitantes en el uso de la biopsia hepatica, se ha intentado
reemplazar su uso con el de métodos no invasivos como los biomarcadores
séricos, éstos son comunmente clasificados en biomarcadores de Clase | o

biomarcadores de Clase II.

Los biomarcadores de fibrosis de Clase | son fisiopatolégicamente derivados de
cambios en los tipos celulares fibrogénicos, particularmente en las HSCs y
miofibroblastos [39], es decir, reflejan la actividad del proceso fibrogénico o
fibrolitico. Sin embargo, estos biomarcadores no indican la etapa o la transicion
fibrética del 6rgano. Algunos ejemplos de este tipo de biomarcadores son: péptido
N terminal de procolagena tipo Il (PIIINP), acido hialurénico, laminina, MMP-2 y el

factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF por sus siglas en inglés).

A diferencia de los biomarcadores de Clase |, los de Clase Il estiman el grado de
fibrosis y en general comprenden pruebas clinicas que no reflejan el metabolismo
de la MEC o los cambios en las células fibrogénicas, es decir, su relacién con la
fibrogénesis es indirecta. Esta categoria comprende una gran cantidad de escalas
bioquimicas y combinaciones multiparamétricas o paneles que son seleccionados
por varios modelos estadisticos y algoritmos matematicos. En general, estos
paneles son pruebas de laboratorio que estan sujetas a cambios en el suero o
plasma de los pacientes con fibrosis o cirrosis. Los parametros medidos
comprenden aquellos de necrosis tales como ALT y AST, pruebas de coagulacion,
proteinas de transporte, bilirrubina y algunos parametros de la MEC. Los paneles
mas empleados son el Fibrotest™ y el Actitest™, este ultimo también permite
evaluar la actividad necroinflamatoria, sin embargo existen gran variedad de
indices tales como: APRI, indice PGAA, indice Bonacini, indice Forns, Fibrolndex

y Hepascore entre otros [40-45].
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A pesar de que se han propuesto muchos biomarcadores, en la actualidad no
existe ninguno capaz de remplazar a la biopsia hepatica en la evaluaciéon de la
fibrosis debido principalmente a su pobre capacidad de diferenciar entre estados
intermedios en el proceso fibrogénico. Es por ello que se continuan buscando
nuevas moléculas que sean de utilidad para mejorar el diagndstico de la fibrosis

hepatica.

3.4 El Factor de Crecimiento Insulinoide (IGF)

El sistema del factor de crecimiento insulinoide esta formado por tres ligandos, tres
receptores y al menos seis proteinas de union de alta afinidad que trabajan en
conjunto para regular el metabolismo, proliferacion, diferenciacion y apoptosis en
la mayoria de las células. Los tres ligandos son la insulina, IGF-I e IGF-Il. Cada
uno de estos ligandos tiene alta afinidad por sus receptores especificos que son el
receptor de insulina (IR), receptor de IGF-I (IGF-IR) y el receptor de IGF-Il (IGF-
IIR) respectivamente. Ademas, el eje IGF esta formado por proteinas de union a
IGF denominadas IGFBPs (Insulin-like Growth Factor Binding Proteins) y
proteasas de IGFBPs [46].

3.4.1 El eje GH/IGF-

IGF-1 e IGF-II son polipéptidos de aproximadamente 7kDa que comparten el 62%
de su secuencia de aminoacidos [47] y el 50% de homologia con la estructura de
la insulina. Inicialmente estas moléculas fueron nombradas como somatomedinas
por mediar las actividades de la hormona del crecimiento (GH), también conocida
como somatotropina. Sin embargo, después se les dio su nombre actual para

resaltar su similitud con la insulina [48].

IGF-1 es el principal mediador de las funciones de la GH en el desarrollo
embrionario y el crecimiento postnatal. La GH, que es sintetizada en la hipd&fisis

anterior, se encuentra bajo un delicado control entre la hormona liberadora de la
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hormona del crecimiento (GHRH por sus siglas en inglés o somatocrinina) y la
hormona inhibidora de la hormona del crecimiento (GHIH o somatostatina), ambas
liberadas por el hipotalamo como resultado de factores sistémicos, metabdlicos y
hormonales [49]. Una vez liberada la GH, ésta se une a sus receptores en el
higado activando una ruta de sefializacion que lleva a la transcripcion de diversos
genes, entre ellos el de IGF-I [50]. Estos transcritos codifican para diversas pre-
proteinas que sufren modificaciones post-traduccionales y maduran por escision
proteolitica en ambos extremos, lo cual resulta en un polipéptido de 70
aminoacidos que corresponde a IGF-I [51]. El IGF-I producido inhibe la secrecion
de la GH actuando por dos mecanismos: primero, actua directamente en la
hipdfisis inhibiendo la expresidon del gen de la GH [52] y por otro lado, estimula la
secrecion de la somatostatina en el hipotalamo, que a su vez inhibe la sintesis de
la GH [53-55]. De esta manera, se establece un sistema de retroalimentacion

negativa entre la GH e IGF-I (Fig. 5).

Figura 5. Eje GH/IGF-l. En el organismo, IGF-| es producido por el higado principalmente y sus
concentraciones séricas se encuentran bajo control de la GH. A su vez, la GH es regulada por la GHIH y
GHRH provenientes del hipotalamo. IGF-I es generalmente liberado a la circulacion pero puede ser producido

para actuar de manera autécrina o paracrina. Tomada y modificada de [55].
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3.4.2 Actividad de IGF-l regulada por IGFBPs

Como una hormona con un amplio rango de papeles fisiologicos, los niveles de
IGF-I deben ser estrictamente controlados como se ha demostrado en resultados
in vivo: seis formas de proteinas de union a IGF-I de alta afinidad, un gran numero
de proteasas de IGFBPs, variaciones alélicas y un “splicing” alternativo son
algunos de los mecanismos por los cuales IGF-l se mantiene en rangos
fisiolégicos adecuados para el organismo (286.1 £+ 52.4 ng/mL, en adultos entre
21-40 afios de edad) [56].

IGF-I es una hormona que tiene gran importancia en estados embriolégicos y
postnatales. Aunque es principalmente producido por el higado (cerca del 90% del
IGF-I circulante es producido por este 6rgano), cada tejido puede secretarlo para
fines autécrinos o paracrinos [57]. Una vez que IGF-I es sintetizado en respuesta
al estimulo de la GH, es liberado al torrente sanguineo donde circula unido a sus
proteinas de unién IGFBPs e interactua con receptores especificos en los 6rganos
diana como el musculo, hueso, intestino y testiculos, entre otros. Como se ha
mencionado anteriormente, existen al menos seis IGFBPs (IGFBP-1 a IGFBP-6)
de alta afinidad que transportan a IGF-I en circulacion. Estas participan de manera
importante en la biodisponibilidad de IGF-I y su sintesis se encuentra bajo control
metabdlico y hormonal. De manera general, las funciones de las IGFBPs son: 1)
transportan IGF-I en plasma y controlan el flujo de éste desde el espacio vascular
hacia los tejidos; 2) aumentan el tiempo de vida media de IGF-l y regulan su
aclaramiento metabdlico; 3) funcionan como un medio de localizacion especifica
celular o tisular y 4) modulan de manera directa la interaccion de IGF-I con su

receptor y de esta manera regulan indirectamente sus acciones bioloégicas [58].

Mas del 90% de IGF-I circulante se encuentra unido a IGFBP-3 y a la subunidad
acida labil (ALS) para formar un complejo ternario de 150 kDa que permite
prolongar su tiempo de vida media de 10 minutos a 15 horas y, en general, llevar a
cabo sus funciones fisioldgicas [59-60]. No sélo IGFBP-3 puede unirse a IGF-I,
otras IGFBPs también lo transportan y solo el 1% circula en forma libre. La alta

eficiencia en la union de IGF-I se debe a un exceso en la presencia de IGFBPs (50
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veces mas alta que IGF-Il) y a la alta afinidad en la unién [60- 61]. Sin embargo, el
complejo IGF-I/IGFBP-3/ALS es muy grande para pasar a través del endotelio
vascular y llegar a IGF-IR. Por lo anterior, se requiere de proteasas plasmaticas
que degraden el complejo ternario, especificamente a ALS, y asi formar un
complejo binario que sea capaz de cruzar el endotelio vascular. La posterior
protedlisis de IGFBP-3, y en general de las IGFBPs, por proteasas plasmaticas o

tejido especificas libera a IGF-1 y permite su sefalizacion [58].

De manera general, se considera que IGFBP-1, IGFBP-3 e IGFBP-5 activan la
senalizacion de IGF-I mientras que IGFBP-2, IGFBP-4 e IGFBP-6 la inhiben [62-
63]. Ademas de las funciones anteriores, algunas de las IGFBPs tienen
actividades independientes de IGF-I como son la induccién de la apoptosis e

inhibicion de la proliferacion celular en algunos tumores en el caso de IGFBP-3.

3.4.3 Receptor de IGF-l (IGF-IR) y seializacién.

El IGF-IR es un receptor transmembranal de tipo tirosina-cinasa que esta
compuesto de dos homodimeros (dos subunidades a y dos subunidades ) unidos
por puentes disulfuro. La subunidad a (130-135kDa) se encuentra localizada
extracelularmente y contiene los sitios de unién a IGFs, mientras que la subunidad
B (90-97 kDa) atraviesa la membrana celular hasta llegar al citoplasma en donde
se encuentra el dominio tirosina-cinasa [64-66].IGF-IR es principalmente activado
por IGF-I. Sin embargo también puede ser activado por IGF-Il e insulina aunque
con mucho menor afinidad (2-5 y 100-1000 veces menor afinidad
respectivamente) [67]. Seguido de la unién de IGF-l, IGF-IR sufre un cambio
conformacional que activa el dominio tirosina-cinasa, llevando a la
autofosforilacién de tirosinas especificas y proteinas de acoplamiento especificas
que incluyen a la proteina Shc y al sustrato del receptor de insulina (IRS-1) [68].
De esta manera distintas cascadas de sefializacion son activadas (Fig. 6). En
general, dos vias principales son activadas por la sefializacion de IGF-I/IGF-IR: 1)
la fosforilacion de IRS-1 activa a PI3K (fofatidil inositol 3 cinasa), ésta a su vez
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activa la ruta AKT-mTOR que lleva al aumento en la absorcion de glucosa, sintesis
de proteinas, supervivencia celular e inhibicion de la apoptosis [69]; v 2) la
fosforilacidon de la proteina Shc activa la via RAS-RAF-ERK, relacionada a la

diferenciacién, migracion y proliferacion celular [70].

Figura 6. Rutas de sefnalizacion dependientes de IGF-IR. La unién de IGF-I o IGF-Il promueve la actividad
tirosina-cinasa intrinseca y la autofosforilacion. La asociacion de moléculas especificas induce la sefializacion

principalmente a través de MAPK y PI3K. Tomada y modificada de [66].

3.4.4 Papel Fisiologico de IGF-I

IGF-I es un factor de crecimiento que tiene distintas funciones en el organismo. En
el metabolismo de proteinas reduce la protedlisis y estimula su sintesis [71]. En el
caso del musculo aumenta la masa muscular. IGF-I estimula la captacion de
glucosa periférica e inhibe la produccion de glucosa hepatica y la secrecion de
glucagon [70]. Por lo anterior, se considera que IGF-l tiene un efecto
antidiabetogénico o hipoglucemiante parecido al de la insulina. Se piensa que este
efecto de IGF-I tiene como objetivo contrarrestar la accion hiperglucemiante de la
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GH y con ello lograr una situacion de euglucemia. En el caso de la resistencia a la
insulina, ademas de estimular el uso de glucosa por parte de los tejidos
periféricos, IGF-l reduce la resistencia insulinica y disminuye la secrecion de la
hormona actuando sobre las células beta del pancreas [72]. IGF-l aumenta la
sintesis de colagena en el hueso facilitando el transporte y la incorporacién de L-
prolina y contribuye a mantener la masa 6sea. Posee efectos sobre los testiculos
[73] y aumenta la produccién de testosterona, lo que al mismo tiempo contribuye a
aumentar la masa 6sea y muscular. Ademas, demuestra tener efectos en el
intestino ya que en ratones transgénicos que sobreexpresan IGF-I la longitud y la
masa de intestino delgado se encuentran aumentadas asi como la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas del yeyuno [74]. También se sabe que
tiene un efecto tréfico sobre el sistema nervioso central, estimulando un aumento
en el crecimiento neuronal, en el tamano del cerebro y en el area cortical de

ratones transgeénicos con sobreexpresion cerebral de IGF-I [75] (Figura 7).

Figura 7. Papel fisiolégico de IGF-l en el organismo. E| higado contribuye con 90% del IGF-| total del
organismo. Sin embargo, cada érgano es capaz de producirlo para fines autécrinos. Tomada y modificada de
[56].
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3.4.5 IGF-l/IGF-IR en cirrosis hepatica.

El papel de IGF-I en la patogénesis de la cirrosis hepatica ha sido ampliamente
estudiado. En pacientes con cirrosis hepatica, el eje IGF se encuentra afectado y
estas alteraciones se asocian con concentraciones de IGF-I en suero disminuidas.
Las bajas concentraciones de IGF-I se asocian con complicaciones frecuentes de
la cirrosis como son la desnutricion, resistencia a la insulina, ostopenia e
hipogonadismo entre otras alteraciones [76-77]. Esta reduccién en suero de las
concentraciones de IGF-I se ha correlacionado no sélo con la presencia de
cirrosis, sino con la severidad y el grado de disfuncion hepatica al presentarse
concentraciones decrecientes en etapas avanzadas de la cirrosis [78]. La
disminucién de las concentraciones de IGF-I en la cirrosis hepatica se atribuye a
dos factores principales: 1) la disminucion de los receptores de la GH que ha sido
observada en el higado cirrético y 2) la deteriorada capacidad de sintesis por parte
del higado que se debe a la disfuncion hepatica y a la reduccién de la masa

hepatocelular que se presenta en la cirrosis descompensada.

En un estudio publicado en 2013 [79], pacientes hospitalizados por complicaciones
de la cirrosis hepatica presentaron niveles decrecientes de IGF-I e IGFBP-3 de
acuerdo a la severidad de la enfermedad hepatica crénica segun la escala de
Child-Pugh que asigna las clasificaciones A, B y C de acuerdo con criterios
bioquimicos y la presencia o ausencia de complicaciones clinicas de la cirrosis. De
esta manera, los pacientes que se encontraban en la clase C de la escala
(enfermedad hepatica cronica mas severa) presentaron niveles significativamente
menores que aquellos que se encontraban en la clasificacion A. Resultados
similares fueron reportados por Wu et al, quienes reportaron concentraciones
séricas de IGF-| significativamente mas bajas en pacientes con cirrosis cuando
fueron comparados con un grupo control y donde se destaca que entre pacientes
cirrdticos, aquellos con disfuncion hepatica mas severa, presentaban las

concentraciones mas bajas de IGF-| [80].

La participacion de IGF-I en la cirrosis hepatica también ha sido estudiada en

modelos animales. En un modelo de induccion de cirrosis hepatica en ratas por
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administracién de tioacetamida, no se observaron cambios tras 3 meses de
administracion del agente hepatotoxico a pesar de la presencia de cirrosis
micronodular. Sin embargo, al generar una cirrosis macronodular (6 meses de
administracién de tioacetamida), se demostré una reduccién significativa en la

expresion del gen de IGF-I [81].

Con respecto a IGF-IR existen pocos estudios de su participacion en la cirrosis
hepatica, y la situacion de este receptor no es completamente clara, ya que
mientras algunos autores reportan que IGF-IR se encuentra regulado
positivamente, otros apoyan lo contrario [82]. La mayoria de los autores se han
enfocado en su estudio durante el desarrollo y progresion del hepatocarcinoma. La
sefalizacion de IGF-IR es un regulador esencial para el crecimiento y el
desarrollo, como se ha mencionado anteriormente. Datos de estudios
epidemioldgicos y modelos experimentales han demostrado la participacion de

este sistema en el desarrollo de diversos tipos de cancer [83].

En el afno 2010 se realizé una investigacién en la que se estudiaron diversos
mecanismos moleculares de la participacion del sistema IGF en el desarrollo de
HCC temprano en pacientes, y entre los cuales se determind la activacion de la
sefalizacion de IGF-IR. Como parte de los resultados se observd que este
receptor se encontraba activado en 21.4% de las muestras de HCC pero en
ninguna muestra del tejido cirrético adyacente al tejido malignizado. Esta
activacion de IGF-IR fue correlacionada positivamente con los niveles del mRNA
de IGF-Il. Por lo anterior, se sugiere que IGF-Il es el responsable para la

activacion de IGF-IR en el proceso de malignizacion de los hepatocitos [84].

3.4.6 Efectos de la administracion de IGF-l en la cirrosis.

Se ha demostrado que IGF-I tiene un papel terapéutico en la cirrosis hepatica
humana. En un estudio piloto, la administracion intravenosa de IGF-l recombinante

(rhIGF-l) en pacientes con cirrosis hepatica avanzada mejor¢ la funcionalidad del
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higado, lo cual fue observado mediante el aumento de las concentraciones de

albumina sérica [85].

Por otra parte, se ha demostrado que la administracion de IGF-I expresado por
vectores virales, antes de la induccion de cirrosis previene el desarrollo de la
enfermedad en ratas [86]. Ademas, en un estudio en el que se presentaba cirrosis
establecida en un modelo murino, se demostré que la administracion de estos
vectores virales que expresan IGF-I lleva a la completa reversion de la cirrosis
hepatica mediante el aumento en la expresién de moléculas hepatoprotectoras y
antifibrogénicas como las metaloproteinasas de matriz y el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF), asi como mediante la disminucion de factores

profibrogénicos como TGF-, CTGF y los TIMPs, entre otros [87].

Dado que IGF-I ejerce un efecto hepatoprotector y anti-inflamatorio, se ha
considerado que su deficiencia durante la cirrosis hepatica puede crear un
microambiente intrahepatico que permita a los hepatocitos la desdiferenciacion y
que se facilite el desarrollo de HCC. Lo contrario se ha visto en higados con
cirrosis en los que la expresion de IGF-l aumenta la diferenciacion de los

hepatocitos cirréticos y mejora su funcion.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las concentraciones en suero del factor de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I) y
sus proteinas transportadoras IGFBP-3 y la subunidad &cida labil (ALS) se han
visto reducidas en pacientes que cursan con cirrosis hepatica establecida y
disminuyen de acuerdo al grado de severidad de la misma. Por otro lado, la
expresion del receptor del factor de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-IR) se ha
visto aumentada en los casos de hepatocarcinoma celular (HCC). Sin embargo,
hay poca evidencia a cerca del comportamiento en la expresion de estas
moléculas durante las etapas tempranas del proceso fibrogénico. Por lo anterior, el
presente trabajo propone el estudio de la expresion de IGF-I e IGF-IR en la

progresion del proceso de fibrosis hepatica en un modelo murino.
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5. HIPOTESIS

La expresion génica de IGF-lI, IGFBP-3 y ALS en higado disminuira
progresivamente en las distintas etapas del proceso fibrogénico al igual que la
proteina en suero, mientras que en el proceso de reversion se observara un
aumento en la cantidad de mRNA y de proteina. Por otra parte la expresion de
IGF-IR sera mayor en la cirrosis con respecto a las etapas tempranas de la

fibrosis.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estudiar la expresién de IGF-I, IGFBP-3, ALS e IGF-IR durante el desarrollo de
fibrosis inducida por tetracloruro de Carbono (CCls) en un modelo murino, asi

como durante el proceso de reversion de la fibrosis.
6.2 Objetivos particulares

a) Estudio de la expresion de IGF-I, IGFBP-3, ALS e IGF-IR en tejido hepatico
de ratas.

b) Cuantificacion de IGF-I e IGFBP-3 en las muestras de suero de los distintos
grupos.

c) Analisis estadistico de la expresién de IGF-I, IGFBP-3, ALS e IGF-IR en
tejido hepatico de ratas, asi como de la concentracion sérica de IGF-I e
IGFBP-3.
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7. METODOLOGIA

7.1 Induccion de cirrosis en un modelo murino.

Para establecer el modelo de cirrosis se conté con 6 grupos de ratas macho de la
cepa Wistar de 250g £ 20g de peso y de 3 meses de edad. Todos los animales se
mantuvieron bajo condiciones controladas de humedad y temperatura, 75% HR vy
23°C respectivamente. El protocolo se aprobdé por el Comité de Etica en
Investigacion del Hospital General de México conforme a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

Para la induccion de la fibrosis hepatica se administraron via intraperitoneal dosis
de 250 pyL de CCly al 33% v/v en aceite de oliva dos veces por semana para
obtener diferentes etapas de dano fibrético de acuerdo a la escala METAVIR en 6
distintos grupos. El esquema de administracion para cada grupo se muestra en la

figura 8.

Figura 8. Esquema de administracion de CCls. Las administraciones de CCl, se hicieron dos veces por

semana hasta completar las dosis correspondientes.

7.2 Recoleccion de muestras y almacenamiento.

Los animales de cada grupo fueron sacrificados 3 dias después de haber

concluido el periodo de administracion correspondiente. Se conservé sangre total
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y tejido hepatico del cual se conservaron 2 muestras que fueron congeladas y
mantenidas a -70°C y una tercera muestra que fue fijada en paraformaldehido al
4% en PBS pH 7.4 para su posterior inclusién en parafina. Se obtuvo el suero

mediante centrifugacién y fue conservado a -70°C.
7.3 Histologia

Las muestras de tejido hepatico fijadas en paraformaldehido fueron incluidas en
parafina y se realizaron 3 cortes histologicos de 5 micras por cada muestra para
realizar 3 tinciones distintas: Hematoxilina y eosina (H-E), Tricrdmica de Masson y

Rojo de Sirio.

7.4 Extraccion de RNA total e integridad

La extraccion de RNA Total se llevé a cabo mediante el método de Trizol. Una
parte del tejido hepatico en congelacion se homogenizé con 1 ml de reactivo
TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando un Polytron PT 1300 D (Kinematica
AG). El homogenizado se transfirié a tubos eppendorf de 1,5mL y se afadieron
200ul de cloroformo. El homogenizado se centrifugd a 13000 rpm por 30 minutos a
4°C usando una centrifuga 5417 R (Eppendorf). La fase superior (fase organica)
fue conservada y transferida a tubos eppendorf de 1.5mL, previamente tratados
con RNase Zap (Ambion), a la cual se le agregaron 500ul de alcohol isopropilico
para precipitar el RNA total. Las muestras se almacenaron por una noche a -20°C
y posteriormente fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se
descarto el sobrenadante y el botén se traté con 1ml de EtOH al 75% v/v en agua
DEPC (Dietilpirocarbonato, Sigma-Aldrich). EI homogenizado se centrifugd a
13000 rpm por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado, mientras que el
boton se resuspendié en 100ul de agua libre de RNasas (H,O + DEPC 0.1%) y se

almacend a —80 °C.

La integridad del RNA se determindé mediante una electroforesis en gel de Agarosa

al 1% utilizando Bromuro de Etidio como revelador.
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7.5 Cuantificacion de RNA total

Del RNA total extraido, se realizaron diluciones 1:100 en agua para cada muestra
y la absorbancia fue determinada mediante un espectrofotometro DU 800
(Beckman Coulter) a una longitud de onda de 260nm. Con la absorbancia obtenida
se calculo la concentracion de RNA total y a partir de ésta se determiné la dilucién
a realizar para cada muestra con el fin de obtener una concentracién de 10 pg/pl

de RNA total en cada caso.

7.6 Obtencion de DNA complementario (cDNA)

A partir de cada muestra de RNA con una concentracién de 10 pg/ul se realizé la
sintesis de cDNA mediante una rt-PCR utilizando el Kit M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las reacciones se realizaron de acuerdo
al inserto. Brevemente, en un tubo de 0.2 mL se colocaron 5 ul de amortiguador
5X (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15mM de MgCI2 y 0.1 M de DTT), 1 ul de oligo
dT (500 pg/ml), 1.25 pl de ANTP mix 10 mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 10 ug
de RNA total y 1 pl de la enzima M-MLV RT (200 unidades). Se agrego6 agua libre
de RNasas para obtener un volumen de reaccion final de 25 L. La reaccion se
llevd a cabo en el termociclador GeneAmp® PCR system 2700 (Applied

Biosystems).

7.7 Diseno de primers para IGF-l e IGF-IR

Para el disefio de los oligonucledtidos a utilizar en la amplificacién de los genes de
interés se llevo a cabo una busqueda de los cDNA de los genes de IGF-I, IGFBP-
3, ALS e IGF-IR en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) y posteriormente se utilizé el programa Primer 3 (versién 0.4.0)
para la obtencion de las secuencias de los oligonucledtidos. Ademas se uso el gen
constitutivo 18S como un control enddgeno. Las secuencias de los

oligonucledtidos se muestran en la tabla 2.
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Gen Cadena Secuencia Tamaio del
Producto

IGF-I Forward | TGGTGGACGCTCTTCAGTTC 123 pb
Reverse | TCCGGAAGCAACACTCATCC

IGF-IR | Forward | TCCGTGGCTGGAAACTCTTC 270 pb
Reverse | TGGTCTTCTCACACATGGGC

IGFBP-3 | Forward | TGCTGGGAGTGTGGAAAGC 330 pb
Reverse | TTGGAAGGGCGACACTGTTT

ALS Forward | CAGAAGCTGTACCTGGACCG 392 pb
Reverse | CTCAGACAGTTGCCGGAGAG

18S Forward | CGCGGTTCTATTTTGTTGGT 219 pb
Reverse | GGTCGGCATCGTTTATGGTC

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados.

7.8 Estandarizacion de PCR, amplificacion y electroforesis

Para estandarizar las condiciones en las que se realizdé la PCR para amplificar

cada gen, se realizaron diversos ensayos partiendo de un “pool” del cDNA de

muestras control sintetizado previamente. Se probaron diferentes temperaturas
(60°C, 61°C y 62°C) y diferente numero de ciclos (25, 30, 35, 40 y 45 ciclos) para

cada gen. Las condiciones finales para amplificar cada gen se describen en la

tabla 3.
Gen Cantidad de Temperatura de Numero de Ciclos
cDNA alineamiento
IGF-I 1l 60°C 35
IGF-IR 1l 60°C 35
IGFBP-3 1 ul 61°C 30
ALS 1l 61°C 30
18S 1l 60°C 28

Tabla 3. Condiciones finales de PCR para cada gen.

27

——
| —




Una vez establecidas las condiciones de PCR, se llevo a cabo la reaccién de cada
gen para cada muestra. Brevemente, en un tubo de 0.2 mL se colocaron 2.5 pl de
amortiguador 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI; 100 ug/ml gelatina, 1.5
mg/ml BSA; 1% Tritdbn X100), 2.5 yl de MgCl; (30mM), 1 ul de Oligo Forward
(20mM), 1 pl Oligo Reverse (20mM), 1 pl de dNTP mix 10 mM (dATP, dGTP,
dCTP y dTTP), 1 pl de cDNA (10 pg/pl) y 0.4 ul de la enzima Amplificasa® (5U/ul).
Se agregd6 agua libre de RNasas para obtener un volumen de reaccién final de 25
ML. La reaccion se llevd a cabo en el termociclador Veriti® 96-Well (Applied

Biosystems).

A los productos de PCR se les agregaron 5 uL de Buffer de Carga. La mezcla fue
homogenizada en un Vortex y 15 pL fueron cargados en un gel de Agarosa 1.2%
con bromuro de Etidio incorporado que se corrid en una camara de electroforesis
con amortiguador TBE 1X (Tris Base 90 mM, acido bérico mM, EDTA 2mM pH
8.0) a 90 V. Las bandas de los productos de PCR fueron reveladas con luz UV

(302 nm) en un trasiluminador acondicionado a una camara digital (Kodak)

7.9 Densitometria Optica

La densitometria optica se realizo utilizando el programa Image J (NIH, EUA).
Para ello se comparé la intensidad de las bandas de cada gen estudiado (IGF-I,
IGFBP-3, ALS e IGF-IR) con la de la banda correspondiente al gen 18S.

7.10 Extraccion de Proteinas y Cuantificacion de IGF-l en tejido y
suero

7.10.1 Extraccion

Del tejido en congelacion se utilizé una porcion de 100 mg para la extraccién de
proteinas. Para ello, se someti6 cada muestra a ciclos de congelacion y
descongelacion (5 ciclos) para romper la membrana celular. Una vez concluidos

los ciclos se agregaron 200 yL de PBS 1X para homogenizar el tejido. El
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homogenizado se centrifugd a 13000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El

sobrenadante fue recolectado y utilizado para la cuantificacion de IGF-I en tejido.

Se realizé la cuantificacion de la proteina total mediante el método de Bradford y
se observo la integridad mediante un gel de poliacrilamida (10/4%) tefiido con Azul

de Comassie.

7.10.2 Cuantificacion de IGF-I

La cuantificacion de IGF-I en tejido se realiz6 a partir de una dilucién 1:24 del
sobrenadante obtenido en la extraccion de proteinas. Ademas se cuantificé IGF-I|
en suero a partir de una dilucidon 1:1000 de las muestras de suero almacenadas
previamente. La determinacion se llevd a cabo utilizando el estuche comercial
Quantikine® ELISA Mouse/Rat IGF-I Immunoassay (R&D Systems, MN Catalogo
MG100). El procedimiento se realizé de la siguiente manera: Se agregaron 50uL
del diluente calibrador RD5-38 a cada pozo de la placa (96 pozos). Al mismo
tiempo se agregaron 50 pL del estandar, control o muestra correspondiente en
cada pozo. La placa fue cubierta e incubada por 2h a temperatura ambiente en un
agitador de microplaca IKA® MSI Minishaker a 500 £ 50 rpm. Enseguida, los
pozos se lavaron con Wash Buffer, el proceso de lavado se repitio 5 veces. Al
finalizar los ciclos de lavado se agregaron 100 uL del conjugado Mouse/Rat IGF-I
a los 96 pozos. La placa fue cubierta e incubada 2h a temperatura ambiente en el
agitador de microplaca. Se repitieron los 5 ciclos de lavado y se afadieron 100 uL
de la Solucion Sustrato (Reactivo de color A + Reactivo de color B) a cada pozo.
La placa se incubo6 por 30 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz.
Finalmente se anadieron 100 pL de la Solucién de paro a los 96 pozos. Todas las
muestras se hicieron por duplicado. La densidad 6ptica de cada pozo se determiné

utilizando un lector de microplaca a 450nm.
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7.1 Cuantificacion de IGFBP-3 en tejido hepatico

Se cuantificd la proteina presente en el tejido hepatico mediante el kit de arreglo
en suspension (Milliplex®, MIGFBPMAG-43K), el cual es un multianalisis
cuantitativo de perfiles proteinicos. Este método se efectudé para cuantificar
IGFBP-3 en las muestras proteinicas obtenidas de los diferentes grupos del

modelo murino a partir del tejido hepatico.

El ensayo se llevo a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con previa
preparacion del protocolo y de la curva estandar. Brevemente: se agregaron 200
ML de Assay Buffer en cada pozo, agitandola por 10 minutos a temperatura
ambiente y decantandola al final de este tiempo, después se anadieron 25 uL de
Assay Buffer en cada pozo de los estandares, controles y muestras, 50 pyL de
Assay Buffer a los pozos del blanco y 25 pyL de los estandares, controles o
muestra a los pozos correspondientes. Finalmente se agregaron 25 pL de las

esferas a cada pozo. La placa se incubd en agitacion toda la noche a 4°C.

Al término de la incubacion, se realizaron lavados de la siguiente forma, primero
se puso la placa en el bloque de separacion magnética de placas y se dejo 1
minuto, después se aspird el contenido de cada pozo, sin quitar la placa del
bloque de separacidn magnética, se afiadieron 200 uL de Wash Buffer, se retir6 el
bloque magnético y la placa se agité durante 1 minuto. Se volvié a poner la placa
en el bloque durante 1 minuto y por ultimo se aspir6 el contenido de cada pozo. El
proceso de lavado se repitid 2 veces para un total de tres lavados como se indica
en el inserto. Al finalizar los lavados, se agregaron 500 pL del anticuerpo de
deteccion en cada pozo y la placa fue incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Enseguida se adicionaron 50 pyL de estreptavidina-ficoeritrina en cada
pozo y se volvio a incubar por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se
realizaron 3 lavados (como se describié anteriormente) y se agregaron 100 uL de
Sheath Fluid en cada pozo para realizar la lectura de la placa en el equipo
Luminex 200® (BioRad, Hercules, CA).
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La cantidad de proteina de IGFBP-3 se calculd con base en la curva estandar

(Figura 9). La sensibilidad del ensayo fue de 0.04 ng/mL vy los valores de controles

de calidad del ensayo estuvieron dentro del rango esperado (Tabla 4).

IGFBP-3 [42]

10000.00—

5000.00—

Fluorescence Intensity (F1)

0.00—

T T T T T T T T T T
010 1.00

10.00

Concentration [na/mL) PR
Figura 9. Curva estandar del arreglo en suspension para IGFBP-3. La grafica muestra la fluorescencia de

los estandares utilizados para realizar la curva estandar a partir de la cual se obtuvieron las concentraciones

de IGFBP-3 en las muestras de proteina del tejido hepatico.

Limite inferior Limite superior Valor
(ng/mL) (ng/mL) obtenido
Control | 3.3 6.8 54
Control Il 23 47 41

Tabla 4. Valores esperados y valores obtenidos de los controles para la cuantificacion de IGFBP-3

712

Analisis Estadistico

Se realiz6 una ANOVA de una via para comparar diferencias entre los grupos FO,

F1, F2, F3 y F4. Ademas se realizd una t de student entre el grupo FO y el grupo

F3-R y entre este ultimo y el grupo F3. Todos los andlisis se realizaron con el

programa GraphPad Prism 6. Un valor de p < 0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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8. RESULTADOS

8.1 Induccion de la fibrosis

Como primer objetivo del trabajo se planted la induccion de distintos grados de
fibrosis en ratas mediante la administracién de un agente hepatotoxico, en este
caso se utilizé CCly. Al terminar el esquema de administracion (20 semanas) se
sacrificaron las ratas y se pudo observar un dafio del higado a nivel macroscoépico,
que fue mayor de acuerdo al numero de administraciones realizadas (Figura 10).
La imagen A muestra las caracteristicas de un higado sano: color rojo, brillante y
liso. En la imagen B se muestra un higado correspondiente a una etapa de fibrosis
F3 en el que se aprecia una coloracion opaca asi como un cambio en la textura
del tejido. Finalmente, en la imagen C se observa un higado en etapa F4 (cirrosis)
con un dafio mas severo, bordes redondeados, textura mas rugosa y la presencia
de adherencias (sefaladas con flechas verdes) entre la superficie hepatica y la

pared abdominal.

Figura 10. Caracteristicas macroscoépicas del tejido hepatico. Tejido hepatico al momento de la
toma de muestra. A: Higado control sin ninguna administracién de CCl,. B: Higado con 20
administraciones de CCl, correspondiente a una fibrosis F3. C: Higado con 40 administraciones de
CCl, correspondientes a una etapa F4 (cirrosis) en el que se observa la presencia de adherencias
(flechas verdes).
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8.2 Clasificacion Histolégica

Para la confirmacién microscoépica del grado de fibrosis generado en cada etapa
de administracion de CCl,, se utilizaron las tinciones de Hematoxilina y Eosina (H-

E), tricromica de Masson y la tincién de Rojo de Sirio.

En la tincion H-E se permite visualizar la estructura del tejido y a las células de una
manera individualizada, la hematoxilina tifie las estructuras acidas de una célula
de color azul como el caso del nucleo, mientras que la eosina tife los

componentes basicos, como el citoplasma, en tonos de color rosa (Figura 11).

B C

FO F1 F2

- \

Figura 11. Tincién de H-E para la evaluacion de la morfologia del tejido hepatico. Muestras

representativas de los distintos grupos. A: Grupo control (F0). B: 8 dosis de CCl, (F1). C: 12 dosis
CCl, (F2). D: 20 dosis CCl,4 (F3). E: 40 dosis de CCl4 (F4). Conforme avanza el dafio se puede ver
una desorganizacion en la estructura hepatica y acumulacién de esteatosis que se observa como

estructuras ovaladas de color blanco (flechas negras).
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La segunda tincion realizada fue la tincion tricromica de Masson. Esta técnica
emplea tres colorantes que permiten diferenciar el nucleo celular que es tenido de
lila, el citoplasma de color rosa y las fibras de colagena tipo 1 que se tifien de color
azul (Figura 12). Finalmente se realiz6é una tincion de Rojo de Sirio que a pesar de
no ser especifica para fibras de colagena proporciona una tinciéon selectiva para
éstas y que junto con el uso de un microscopio de polarizacion hace mas evidente
la presencia de estas fibras (Figura 13).

Figura 12. Tincién de Masson para la evaluacion de la fibrosis hepatica. Conforme avanza el

dafio se puede observar la formacion de fibras mas largas de colagena en F2 (C) y que se hacen
mas gruesas en F3 (D) hasta la formacion de nédulos (caracteristicos de la cirrosis) en F4 (E)
(flechas azules). Adicional al aumento de colagena, se puede observar la pérdida de la
organizacion natural de las células hepaticas y el aumento en la acumulacién de esteatosis
(flechas verdes).




Figura 13. Tincion de Rojo de Sirio. Al hacer incidir luz polarizada sobre la muestra con tincion de
rojo de sirio se permite visualizar Unicamente las fibras de colagena debido a la capacidad de
refringencia de dicha proteina. Se observa que la colagena tipo | es la mas abundante al refringir
en colores naranja-rojo. En FO (A) se muestra la presencia de colagena unicamente alrededor de
los vasos y que es normal en un higado sano. Con el progreso en la etapa de fibrosis se puede
observar aumento en la acumulacion de MEC hasta la formacién de los nédulos de regeneracién

en F4 (E). La esteatosis también es visible en esta tincién (flechas verdes).
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8.3 Expresion de IGF-l en el progreso de la fibrosis.

Para determinar el patrén de expresion de IGF-I en las distintas etapas de la
fibrosis, se realizd6 una PCR y la expresiéon del gen de IGF-lI se normalizé con la
expresion del gen 18S (Figura 14). Los resultados indican que hay una
disminucién estadisticamente significativa en la expresion de IGF-I en la etapa que
corresponde a la cirrosis (F4) comparada con el grupo control y F1 (FO = 1.069 +
0.189; F1 = 1.106 + 0.182; £+ 0.174; F4 = 0.815 £ 0.086 DO). No se observo

diferencia entre los otros grupos y el control.
w

IGF-I
18S

Figura 14. Expresién de IGF-l en las distintas etapas de fibrosis hepatica. Se muestra la
expresion de IGF-| en distintas etapas de la fibrosis. La expresion de IGF-I se normalizé con la del
gen 18S. Los resultados se presentan como la Media + EEM. Se realizé una ANOVA de una via y

la prueba post hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos.
n=6.DO = densidad 6ptica. *=p < 0.05.

8.4 Expresion de IGF-IR en el progreso de la fibrosis.
Se estudio la expresion de IGF-IR en el proceso fibrogénico y la cirrosis (Figura
15) ya que se sabe que esta ultima es el principal factor de riesgo para el

desarrollo de HCC en el que se ha visto que la expresion de este receptor se
encuentra aumentada. Sin embargo, los datos sobre la expresion de IGF-IR en la
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cirrosis y las etapas de fibrosis previas no son claros. Los resultados obtenidos
muestran que no hay cambios en ninguna de las etapas del desarrollo de la
fibrosis hepatica con respecto al grupo control (FO = 0.738 £ 0.222; F1 = 0.676 *
0.177; F2 =0.665 + 0.184; F3 = 0.652 £ 0.186; F4 = 0.722 + 0.189 DO).

IGF-IR
18S

Figura 15. Expresion de IGF-IR en las distintas etapas de fibrosis hepatica. Se muestra la
expresion de IGF-I en distintas etapas de la fibrosis. La expresiéon de IGF-IR se normalizé con la
del gen 18S. Los resultados se presentan como la Media + EEM. Se realiz6 una ANOVA de una via
y la prueba pots hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos

n=6.DO = densidad 6ptica.

8.5 Expresion de IGFBP-3 y ALS en el progreso de la fibrosis.

En este trabajo se determind el nivel de expresion de IGFBP-3 (Figura 16),
principal proteina transportadora de IGF-l, en las distintas etapas de fibrosis
hepatica ya que se han reportado concentraciones en suero disminuidas durante
la cirrosis. Ademas se determiné la expresion de ALS (Figura 17), proteina que
junto con IGF-I e IGFBP-3 forma un complejo ternario que prolonga el tiempo de
vida media de IGF-| y regula su biodisponibilidad. No se observaron cambios en la

expresion de IGFBP-3 o ALS en ninguna de las etapas del proceso fibrogénico.
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IGFBP-3
18S

Figura 16. Expresion de IGFBP-3 en las distintas etapas de fibrosis hepatica. Se muestra la
expresion de IGFBP-3 en distintas etapas de la fibrosis. La expresién de IGFBP-3 se normaliz6 con
la del gen 188S. Los resultados se presentan como la media + EEM. Se realizé6 una ANOVA de una

via y la prueba post hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos.

n=6.DO = densidad optica.

L e L - ALS
. 18S

Figura 17. Expresion de ALS en las distintas etapas de fibrosis hepatica. Se muestra la
expresion de ALS en distintas etapas de la fibrosis. La expresion de ALS se normalizé con la del
gen 18S. Los resultados se presentan como la media + EEM. Se realizé una ANOVA de una via y
la prueba post hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos.

n=6.DO = densidad optica.
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8.6 Cantidad de proteina IGF-I en tejido e IGF-l en suero.

Las concentraciones de IGF-I en suero se han visto reducidas en pacientes con
cirrosis descompensada. Sin embargo, no hay estudios definitivos sobre estas
concentraciones en el proceso fibrogénico que precede a la cirrosis. En este
trabajo se determinaron las concentraciones de IGF-I en suero y los resultados
indican que no hay diferencias en las concentraciones séricas de IGF-l con
respecto al control (Figura 18) (FO= 1103.2 + 217.8341; F1= 1470+ 344.1657;
F2= 1299.75 + 329.1407; F3= 1548 + 366.7697; F4= 1625 + 148.4363). La
cantidad de IGF-lI en tejido hepatico (Figura 19) permanece constante en las
distintas etapas de fibrosis (FO= 3.4237 £ 0.3316; F1= 3.4327 + 1.3450; F2=
2.8949 + 0.1807; F3=2.7758 + 1.1312; F4= 3.2112 £ 1.0470

FO F1 F2 F3 F4
Grupo

Figura 18. Concentraciones séricas de IGF-l en las distintas etapas de fibrosis hepatica. Se
muestra la concentracion de IGF-I en distintas etapas de la fibrosis. Los resultados se presentan
como la Media £ EEM. Se realizé una ANOVA de una via y la prueba post hoc de Bonferroni para

comparar entre diferentes grupos. n=6
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FO F1 F2 F3 F4
Grupo

Figura 19. Cantidad de IGF-I en tejido hepatico en las distintas etapas de fibrosis hepatica.
Se muestra la cantidad de IGF-I por cada mg de tejido hepatico en las distintas etapas de la
fibrosis. Los resultados se presentan como la Media + EEM. Se realizé una ANOVA de una viay la

prueba post hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos. n=6

8.7 Cantidad de proteina IGFBP-3 en tejido.

Al igual que IGF-I, la cantidad de proteina IGFBP-3 en suero se ha visto reducida
en pacientes con cirrosis descompensada. En este caso se determiné la cantidad
de IGFBP-3 en tejido. Los resultados indican una disminucion de la cantidad de
proteina en tejido durante la cirrosis (F4) con respecto a F1 (FO= 43.17 + 4.77;

F1= 48.04 + 15.12; F2= 44.45 + 16.04; F3= 39.62 + 11.23; F4= 29.82 + 9.62)
(Figura 20).

40

——
| —



FO F1 F2 F3 F4
Grupo

Figura 20. Cantidad de IGFBP-3 en tejido hepatico en las distintas etapas de fibrosis
hepatica. Se muestra la cantidad de IGFBP-3 por cada mg de tejido hepatico en las distintas
etapas de la fibrosis. Los resultados se presentan como la Media + EEM. Se realizé una ANOVA de

una via y la prueba post hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos. n=6

8.8 Reversion del proceso fibrogénico.

Ademas de evaluar la fibrosis hepatica inducida por el CCl4, también se estudié el
proceso de reversion de este dano en el higado. Para ello, a un grupo al que se le
administraron 20 dosis del agente hepatotoxico se le permitid una recuperacion
por un periodo de un mes, tiempo al cual se tomaron las muestras
correspondientes. Los resultados obtenidos en este grupo (F3-R) se compararon
con aquellos del grupo F3. Macroscépicamente se pudo observar una mejoria en

la apariencia del higado en el grupo F3-R comparada con F3 (Figura 21).
FO F3 F3-R

A B (€

Figura 21. Caracteristicas macroscoépicas del tejido hepatico. Tejido hepatico al momento de la
toma de muestra. A: Higado control sin ninguna administracion de CCl4 (F0). B: Higado con 20
administraciones de CCl, correspondiente a una fibrosis F3. C: Higado con 20 administraciones de
CCly y un mes de recuperacion (F3-R).
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Masson H-E

Rojo de Sirio

FO F3 F3-R

Figura 22. Tinciones histoldgicas de muestras representativas del proceso de reversién. Se
muestra la tincién H-E (A-C), Tricromica de Masson (D-F) y rojo de Sirio (G-l). FO: Higado control
sin ninguna administracion de CCl,. F3: Higado con 20 administraciones de CCl,. F3-R: Higado

con 20 administraciones de CCl, y un mes de recuperacion.




En las tinciones histoldgicas se observé una reversion del proceso fibrogénico. Se
puede observar una reorganizacion de la estructura hepatica en F3-R (Figura 22
C, F e 1) con respecto a F3. Ademas, la tincion de Masson y la de rojo de Sirio
muestran una disminucion en la acumulacion de colagena en el grupo F3-R al ser

comparado con el grupo F3 (Figura22 F e I).

También se estudié la expresion de IGF-1 (Figura 23-A), asi como la cantidad de
proteina en tejido y suero (Figura 23-B y C respectivamente) ademas de su
receptor IGF-IR (Figura 23-D). En ninguno de los casos se observaron diferencias

significativas entre el grupo F3-R y el grupo F3 o FO.

18s

FO F3 F3-R

IGF-IR
18S

FO F3 F3-R

Figura 23. IGF-I e IGF-IR durante la reversion del proceso fibrogénico. A: Expresion de IGF-I.
B: Proteina sérica IGF-I. C: Proteina IGF-I en tejido. D: Expresion de IGF-IR. Los resultados se
presentan como la Media £ EEM. Se realizé una ANOVA de una via y la prueba post hoc de

Bonferroni para comparar entre diferentes grupos. n=6. DO = densidad 6ptica.
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Tampoco se observaron cambios asociados al proceso de reversion de la fibrosis

en la expresion de IGFBP-3 o en la cantidad de proteina en tejido hepatico (Figura

24-A y B respectivamente) ni en la expresion de ALS (Figura 24-C).

. 18S

FO F3

C ALS
Wprrcnir  Quensese  ®e e

Figura 24. Estudio de las principales proteinas acarreadoras de IGF-l durante la reversién

F3-R

del proceso fibrogénico. A: Expresion de IGFBP-3. B: Cantidad de IGFBP-3 en tejido hepético.

C: Expresion de ALS. En ninguno de los casos se observaron diferencias estadisticas entre el
grupo F3 y F3-R. Los resultados se presentan como la Media £+ EEM. Se realiz6 una ANOVA de
una via y la prueba post hoc de Bonferroni para comparar entre diferentes grupos.

n=6. DO = densidad 6ptica.
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9. Discusién
El factor de crecimiento insulinoide tipo | (IGF-I) ha sido es una proteina

sintetizada principalmente en el higado y cuyas concentraciones en suero se han
encontrado disminuidas de acuerdo al grado de severidad de la cirrosis hepatica,
por lo cual el estudio de sus concentraciones en las etapas tempranas de la
fibrosis resulta importante. Los resultados de este trabajo indican una disminucion
en la expresion del gen IGF-I en la etapa mas avanzada del proceso fibrogénico,
la cirrosis. Sin embargo, no se observaron cambios en la expresién de IGF-I en
las etapas tempranas o en el proceso de reversion de la fibrosis ni en la cantidad
de proteina sérica o en tejido hepatico. Del mismo modo, la expresion de IGF-IR
permanece constante durante el proceso fibrogénico y el de reversion de la

fibrosis.

Existen estudios clinicos que han demostrado que las concentraciones en suero
de IGF-I se ven disminuidas en pacientes que presentan cirrosis hepatica y qué no
solo hay una disminucion al presentarse la enfermedad, sino que esta disminucién
es progresiva de acuerdo a la severidad de la cirrosis al ser evaluada por distintas
escalas como Child-Pugh y MELD (Model of End-stage Liver Disease, una escala
que predice la sobrevida de un paciente hepatopata para posicionarlo en la lista de

espera para trasplante) [79-80].

Resultados comparables han sido reportados en modelos animales en los que se
ha observado disminucion de las concentraciones de IGF-l en suero de ratas con
cirrosis. No obstante, los resultados en estos modelos no son totalmente claros ya
que varian de acuerdo al agente hepatotoxico utilizado y al tipo de cirrosis
inducida, ya que en la cirrosis micronodular no se observan cambios en la
expresion de IGF-I, contrario a lo que se observa en la cirrosis macronodular. [81-
87].

A pesar de la evidencia que involucra a IGF-lI con la severidad de la cirrosis
hepatica, no hay un estudio claro que establezca la relacién de esta proteina con
el proceso de fibrosis que antecede a la cirrosis y, dado que el higado es el érgano
mas importante en la sintesis de este factor de crecimiento, es posible pensar que
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las concentraciones de IGF-I en suero se encuentren alteradas en etapas

tempranas del proceso de fibrogénesis.

Los resultados obtenidos demuestran una disminucioén significativa en la expresion
de IGF-I en el grupo de cirrosis (F4) comparado con el grupo FO y F1 (Figura 14),
lo que concuerda con las concentraciones disminuidas en suero que se han
reportado en la literatura. Sin embargo, la disminucion en la expresion de IGF-I no
afecto las concentraciones de proteina en suero o en tejido, lo cual contrasta con
los reportes que indican la disminucion de las concentraciones de IGF-l en suero
de pacientes con cirrosis. Una explicacion para este resultado puede ser el hecho
de que la disminucion de IGF-lI se presenta como resultado de la disfuncion
hepatocelular caracteristica en la cirrosis descompensada. En el modelo de
desarrollo de fibrosis establecido en el laboratorio a pesar de haber logrado la
induccion de cirrosis, ésta no fue descompensada ya que en ninguna de las ratas
del grupo F4 se observd presencia de ascitis, una de las principales
complicaciones de la cirrosis descompensada que se asocia a los niveles de IGF-I
[79]. Probablemente el dafio mas prolongado hubiera incidido en mayor severidad
de la cirrosis, la presencia de ascitis y encefalopatia hepatica, esta ultima ha sido
relacionada con niveles mas bajos de IGF-I [79], asi como una disminucién en
IGF-I tanto en el tejido como en el suero, sin embargo nuestro objetivo era estudiar
este factor de crecimiento durante el proceso fibrogénico incluida la cirrosis
evaluado con una escala histoloégica que no distingue entre los grados de

severidad de la misma

Se sabe que el higado es el principal érgano responsable de la sintesis de IGF-I,
al producir cerca del 90% de sus concentraciones en suero [55], al ser el érgano
mas importante en la biosintesis de este factor de crecimiento, el higado podria
utilizar mecanismos que impidan o contrarresten alteraciones en las
concentraciones séricas en etapas tempranas de la fibrosis y aun al comienzo de
la cirrosis, en cuyo caso la disminucién en la expresion de IGF-I a nivel de mRNA

no afecta sus concentraciones circulantes.
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IGF-I ejerce su efecto a través de la unién a IGF-IR [46, 67]. Las vias de
sefalizacion desencadenadas por la unién de IGF-l a IGF-IR culminan en la
proliferacion y la supervivencia celular ademas de la inhibicion de la apoptosis [67,
68]. Por lo anterior, este receptor ha sido involucrado en el desarrollo de diversos
tipos de cancer, particularmente en el desarrollo de HCC [83]. Esto nos llevo a
pensar en la posibilidad de la participacion de IGF-IR en el desarrollo de fibrosis y
cirrosis (principal factor de riesgo para el desarrollo de HCC), padecimiento en el
que se presenta una intensa proliferaciéon de hepatocitos en los denominados
nodulos de regeneracion. Sin embargo, nuestros resultados indican que no hay
cambios en la expresion de IGF-IR en ninguna etapa del proceso fibrogénico. De
nuevo, creemos que estos resultados se pueden explicar por una cirrosis en
etapas tempranas. Si bien en la etapa F4 hay abundante proliferacién, ésta recién
comienza. Por lo anterior, los procesos genéticos y epigenéticos que contribuyen
al desarrollo de HCC podrian estar del mismo modo en etapas iniciales durante la
cirrosis que se estudid en este trabajo y por ello los hepatocitos aun no se

encontrarian malignizados.

En los ultimos afios se ha evidenciado la participacion de algunas IGFBPs en el
proceso fibrogénico. En el caso de la fibrosis pulmonar y de piel la sobreexpresiéon
de IGFBP-5 favorece la produccion de componentes de la MEC vy la respuesta

fibrogénica por parte de los fibroblastos [88-89].

Con base en estos antecedentes, es posible pensar que las IGFBPs puedan
participar en el proceso fibrogénico en otros 6rganos, tal es el caso del higado.
Adicional a esto, dada la estrecha relacion entre las proteinas de esta familia,
otras IGFBPs podrian tener un papel en el proceso fibrogénico y no sélo IGFBP-5.
Como la principal proteina transportadora de IGF-I, se estudié la expresion de
IGFBP-3 y la de ALS, esta ultima por formar un complejo ternario con IGF-I e
IGFBP-3 que prolonga el tiempo de vida media de IGF-l. Se sabe que las
concentraciones séricas de IGFBP-3, al igual que IGF-lI, disminuyen

progresivamente conforme aumenta la severidad de la cirrosis hepatica [79-80].
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Nuestros resultados indican que en ningun caso hay cambios en la expresion de
IGFBP-3 o ALS ni en la cantidad de proteina en tejido. Esto concuerda de alguna
manera con los resultados obtenidos para el caso de IGF-l. Por un lado, las
concentraciones de IGFBP-3 también se han relacionado con la cirrosis
descompensada, y en nuestro caso no se logrd inducir esta fase de cirrosis, como
se menciond anteriormente. A pesar de que la expresiéon del mRNA de IGFBP-3
se mantiene en los distintos grupos, la cantidad de proteina en tejido disminuye
significativamente en la etapa F4 del modelo (Figura 20), lo que podria deberse al
aumento en su secrecion al suero ya que se sabe que IGFBP-3, ademas de
regular la biodisponibilidad de IGF-I, tiene funciones independientes a IGF-| [62-
63].

Adicional al estudio de estas moléculas en el proceso fibrogénico en el higado, se
estudiaron en el proceso de reversion de la fibrosis. Es conocido que la
administracién de rhiGF-lI a pacientes con cirrosis resulta en un efecto benéfico
para la funcionalidad del higado [82] y que en ratas que sobre-expresan IGF-I hay
una reversion del proceso fibrogénico [87]. Por lo anterior, IGF-I podria ser un
factor importante en la resolucién de la fibrosis. Histologicamente se pudo
observar una reversion de la fibrosis de una etapa F3 a una etapa F2 o F1 en
algunos casos. Sin embargo, y a pesar de lo anterior, no se observaron cambios
en la expresion de IGF-I, IGF-IR, IGFBP-3 o ALS o en la cantidad de proteina IGF-
| e IGFBP-3. Esto resulta evidente, ya que estas moléculas no fueron alteradas
durante el proceso fibrogénico, y en el caso de IGF-l la disminucion en la
expresion fue unicamente en la cirrosis, no asi en la etapa F3 con la que se hace
la comparacion del grupo F3-R. . Estos resultados podrian indicar que las
moléculas estudiadas no tienen una participacion directa en el proceso fibrogénico
hepatico, ni en su reversion, y que probablemente la disminucion en IGF-I
observada en la cirrosis complicada que han reportado diferentes grupos de
investigacion [79-80] es mas bien debida a la pérdida de funciones que presenta el

higado en la descompensacion de la cirrosis.
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Reconocemos algunas limitantes en nuestro estudio. En primer lugar, las
concentraciones de IGFBP-3 en suero no pudieron ser determinadas por
cuestiones técnicas, por lo que es incierto asegurar su secrecion del tejido hacia
el suero, sin embargo es una posibilidad. Ademas, el estudio de la activacion de
IGF-IR en lugar de la expresiéon del mRNA podria brindar otros resultados, dado
que este receptor se expresa en bajas cantidades en los hepatocitos. Finalmente,
creemos que un analisis en conjunto de IGF-l y sus IGFBPs (IGFBP 1-7) podria
brindar mayor informacion acerca de cédmo se comportan las proteinas de esta

familia.

El diagndstico de la fibrosis hepatica mediante biopsia es un método que tiene
diversas desventajas al ser un método invasivo, por lo que el estudio de moléculas
que puedan ser determinadas en suero resulta valido y de gran importancia. Con
los resultados obtenidos, IGF-I no parece ser un buen biomarcador para la fibrosis.
A pesar de ello, los resultados reportados en la literatura lo contemplan como un

buen biomarcador para el diagnéstico de la severidad de la cirrosis.

10.Conclusiénes

El Factor de Crecimiento Insulinoide | (IGF-l), su receptor (IGF-IR) y sus
principales proteinas transportadoras (IGFBP-3 y ALS) no pueden diferenciar
etapas del proceso fibrogénico, por lo que no serian buenos biomarcadores para
esta enfermedad, aunque se sabe que IGF-lI e IGFBP-3 podrian tener un valor

pronostico en la severidad de la cirrosis hepatica descompensada.
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