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SIGLAS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS
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Resumen

Introduccién: La fibrosis es una respuesta cicatrizal ante diversos agentes
etiolégicos que afecta a diferentes 6rganos incluyendo al higado. La cirrosis, la
etapa mas avanzada de la progresion de la fibrosis hepatica, es una de las
principales causas de mortalidad en nuestro pais y la principal causa de
hepatocarcinoma celular. El estandar de oro para el diagnostico de la fibrosis es la
biopsia hepatica, la cual tiene diversas desventajas; alternativamente, se han
desarrollado paneles de biomarcadores no-invasivos, cuya capacidad de
diagnéstico y estatificacion sigue siendo pobre. Los marcadores mas utilizados
son moléculas subrogadas del dafio hepatico, sin embargo existen diferentes
moléculas que podrian tener una participacién directa en la progresion de la
fibrosis hepatica, tal es el caso de la familia de proteinas de unién al factor de
crecimiento insulinoide (IGFBP). Nuestro grupo de investigacion ha identificado la
participacion de IGFBP-8, tambien conocida como factor de crecimiento de tejido
conectivo (FCTC) en la regulacion de matriz extracelular (MEC). Con esta
evidencia es posible plantear que esta proteina tiene un papel relevante en la
progresion del proceso fibrogénico en enfermedad colestasica, lo cual no ha sido
descrito en pacientes con enfermedad hepatica crénica. El propdsito de este
estudio es estudiar el patrén de concentraciones séricas de las IGFBP - 8 en
pacientes con colangitis biliar primaria (CBP) y establecer su relacion con los
diferentes grados de fibrosis. Este estudio permitira identificar patrones de
susceptibilidad a la progresion de la fibrosis hepatica que contribuirian a mejorar el
diagnostico y pronostico de la misma, e incluso podria identificar un blanco
terapéutico.

Planteamiento del problema: Con la evidencia en la literatura es posible plantear
que esta proteina tiene un papel fundamental en la progresion del proceso
fibrogénico en enfermedad hepatica colestasica cronica lo cual no ha sido alin
descrito en pacientes con enfermedad hepatica cronica.

Objetivo. Evaluar la correlacion entre las concentraciones séricas de proteinas de
uniéon a factor de crecimiento insulinoide 8 y el grado de fibrosis hepatica en

pacientes con CBP.




Metodologia: Se realizo un estudio analitico, observacional, de corte transversal
Se incluyeron 30 pacientes con CBP, procedentes de la clinica de higado, a
quienes previo consentimiento informado se les tom6 muestra sanguinea, la cual
posteriormente fue analizada en el laboratorio de higado, pancreas y motilidad
(HIPAM) de la unidad de medicina experimental;, en dichos pacientes se
describieron las caracteristicas generales, se determinaron las diferentes etapas
de fibrosis (FO a F4), mediante elastografia transitoria (Fibroscan); en cada
paciente se cuantificaron las concentraciones séricas IGFBP - 8 y se determino si
presentaban sobre expresion (>500 pg/mg en sangre). Se establecid la correlacion
entre la sobreexpresion del IGFBP - 8 y cada nivel de fibrosis.

Analisis de resultados: Se usé estadistica descriptiva, analitica, medias,
medianas, desviacion estandar, rangos interquartilicos y correlacion de Pearson

para la presentacién y analisis de las variables.

Palabras Clave: Colangitis biliar primaria, fibrosis hepatica, proteina de unién al

factor de crecimiento insulinoide 8.




1. Marco tedrico

1.1 Introduccidn

La cirrosis hepatica es una de las causas de mortalidad mas frecuentes en nuestro
pais, ocupando la 32 causa de muerte entre los hombres y la 72 entre las mujeres
de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud, el INEGI y otras estadisticas
nacionales. A nivel mundial, México es el 13° pais con mayor mortalidad por
cirrosis, lo cual pone a nuestro pais en uno de los primeros lugares en cuanto a
afos de vida saludables perdidos (AVISA) a causa de esta patologia.

La colangitis biliar primaria (CBP), es una enfermedad poco frecuente pero
importante que afecta predominantemente a las mujeres. Es una enfermedad
hepatica colestasica cronica autoinmune reconocida a nivel mundial con varias
caracteristicas, que incluyen: colestasis, reactividad serologica a anticuerpos
antimitocondriales (AMA) o reactividad de anticuerpos antinucleares especificos
(ANA), con evidencia histologica acompaiante de colangitis cronica no supurativa,
granulomatosa, linfocitica de los conductos biliares pequeiios. Esta enfermedad es
a menudo progresiva, lo que resulta en una enfermedad hepatica en etapa
terminal y sus complicaciones asociadas. El objetivo de |a terapia de por vida es
prevenir la enfermedad hepatica progresiva y mejorar los sintomas asociados con

la enfermedad que reducen la calidad de vida del paciente [1].

1.2 Fisiopatologia de la CBP

Los factores desencadenantes de la enfermedad no se conocen bien. Es probable
que las influencias ambientales desempefien un papel importante interactuando
con el riesgo inmunogenético y epigenético, favoreciendo la lesion epitelial biliar
mediada por el sistema inmunitario crénico con colestasis subsiguiente,
ductopenia y fibrosis biliar progresiva [1].

1.3 Presentacién clinica y diagnéstico de la CBP

La CBP puede ser asintomatica al inicio o manifestarse con fatiga, prurito,
malestar abdominal en el cuadrante superior derecho e ictericia; y en etapas mas
avanzadas presentar datos clinicos evidentes de cirrosis hepatica y sus

complicaciones. [1].




Los marcadores bioquimicos tempranos incluyen aumento de las concentraciones
séricas de fosfatasa alcalina (FA) y gammaglutamiltranspeptidasa (GGT), seguido
de hiperbilirrubinemia conjugada en estadios mas avanzados. Asi mismo se puede
encontrar determinacion sérica positiva de AMA en mas de 90% de los pacientes
y ANA especificos para CBP en aproximadamente 30 % de los casos. Por otra
parte la realizacién de estudios de imagen tales como ultrasonido abdominal y
colangioresonancia son importantes para excluir otras entidades diagnésticas [1].

1.4 Rol de la biopsia hepatica en la CBP

Ante una alta sospecha de CBP con anticuerpos negativos se puede recurrir a la
biopsia hepatica para confirmar dicho diagnéstico.

Los hallazgos histologicos descritos caracteristicos son inflamacion crénica no
supurativa, que rodea y destruye los conductos biliares interlobulares y septales, y
se denomina "lesiones del conducto florido". Estos son a menudo identificables en
las primeras etapas. El infiltrado inflamatorio consiste principalmente en linfocitos
T asociados con pocos linfocitos B, macréfagos y eosinéfilos; También se pueden
observar granulomas epitelioides. Un aumento progresivo en el dano del conducto
biliar conduce a ductopenia, inflamacion y depésito de colageno, y se puede usar
para estratificar cuatro (1—4) "etapas" de CBP (cuando se clasifican segun Ludwig

y Scheuer). La etapa 4 indica la presencia de cirrosis.

1.5 Tratamiento de la CBP

Se han estudiado varios agentes, incluidos los inmunosupresores, pero faltan
pruebas reproducibles y / o consistentes de beneficios. Al momento los enfoques
terapéuticos basados en acidos biliares son los unicos que han mostrado
resultados favorables [1]. Actualmente el acido ursodesoxicélico (AUDC) es
recomendado por la Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades
Hepaticas (AASLD) y Asociacion Europea para el Estudio del Higado (EASL) a
dosis de 13 — 15 mg /kg de peso /dia.




Para el tratamiento de sintomas como el prurito, los secuestradores de bilis (ej.
colestiramina) se usan ampliamente como terapia de primera linea, aunque la
tolerabilidad es a menudo un problema, con efectos secundarios que incluyen
hinchazoén y estrefiimiento [2]. Los secuestradores de bilis deben administrarse 2—
4 horas antes o después de otros medicamentos (incluyendo AUDC), ya que

interfieren con la absorcién intestinal.

1.6 Fibrosis y cirrosis hepatica

La fibrosis es una respuesta cicatrizal ante diversos agentes etiolégicos que afecta
a organos como el higado, el pancreas, el pulmon, el corazén y el rinén entre
otros, constituyendo un importante problema de morbi-mortalidad particularmente

en enfermedades cronicas [3,4].

Independientemente de la etiologia, la fibrosis se caracteriza por la presencia de
regiones danadas encapsuladas por MEC, principalmente compuesta por tres

tipos de moléculas: colagenas, glicoproteinas y proteoglicanos [5].

En el caso del higado, el evento fibrogénico se presenta como respuesta ante el
dafio ocasionado por un agente toxico, por el dafio asociado por la infeccién con
virus hepatotropicos (ej. VHC) o a una respuesta inmune. Las regiones dafadas
dentro del parénquima hepatico son invadidas paulatinamente por tejido cicatrizal
compuesto por MEC con lo cual la fibrosis va progresando de ausencia total de
cicatriz (FO) a fibrosis en los espacios portales sin la presencia de septos (F1),
fibrosis portal con algunos septos (F2), presencia de multiples septos (F3) hasta
gue finalmente encapsula completamente al lobulillo hepatico formandose nédulos
de regeneracion en el estadio mas avanzado de la fibrosis que es la cirrosis (F4)
[6]. De esta manera, el higado cirrético no sélo pierde su estructura habitual, sino
que va perdiendo sus funciones de depuracion, metabolismo de toxicos y de

sintesis de factores de la coagulacién y otras proteinas.




1.7 Diagnéstico de la fibrosis hepatica

La biopsia hepatica se sigue considerando el estandar de oro en el diagnéstico de
la fibrosis y la cirrosis [7]. Este procedimiento presenta diferentes desventajas,
tales como el alto riesgo que representa, su falta de precision y su poca
aceptacion por parte de los pacientes. El procedimiento permite tomar un
fragmento de aproximadamente 1/50,000 del total del tejido hepatico, y puede
realizarse de dos maneras: percutanea y transyugular. En ambos casos se
requiere de un especialista para realizar el procedimiento. Una vez que se ha
colectado el fragmento de tejido este se tifie y tiene que ser analizado por un
patélogo con experiencia en tejido hepatico, por lo que la variabilidad inter-
observador puede ser muy elevada limitando su capacidad diagndéstica [4, 8, 9]. El
seguimiento de los pacientes, que en su gran mayoria cursan como crénicos, es
complicado dado que seria necesaria la toma de multiples biopsias para conocer

la efectividad de los tratamientos recibidos y la progresion del proceso fibrogénico.

Alternativamente, se han desarrollado paneles de biomarcadores no-invasivos,
particularmente analizando la sangre de los sujetos. La ventaja de este tipo de
andlisis respecto a la biopsia es que pueden ser repetidos en un mismo paciente a
lo largo de su enfermedad con un riesgo significativamente mas bajo, sin embargo,

su capacidad de diagndéstico y estadificacion de la fibrosis sigue siendo pobre.

Se han creado una serie de indices compuestos por moléculas séricas que son
interpretadas mediante complejos algoritmos matematicos, este tipo de indices
tienen algunas ventajas y desventajas. Paneles diagndsticos como el FibroTest,
FibroMeter y Hepascore han sido probados en miles de pacientes con Hepatitis C
[7, 10]. FibroTest identifica al 70% de pacientes con diagnéstico histolégico de
fibrosis severa, y aproximadamente al 90% de pacientes con cirrosis, puede
descartar de manera confiable la fibrosis moderada y la cirrosis; y pareciera tener
una precision similar para la fibrosis en pacientes que no cursan de manera
cronica. Hepascore presenta una capacidad diagndstica similar a la del FibroTest.

Por su




parte FibroMeter no ha sido estudiado de manera tan extensiva como los paneles

anteriores, pero parece tener una capacidad diagndéstica similar al FibroTest [9].

Otro indice propuesto es el APRI que mide la relacion entre los niveles séricos de
la enzima aspartato aminotransferasa (AST) y el conteo plaquetario, este indice es
mucho mas econdmico respecto a los anteriormente mencionados, y tiene una
utilidad similar a otros paneles diagnosticos. Por su parte, la medicion de alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) es frecuente en la
clinica, sin embargo no predicen la progresion de la fibrosis ya sea medidas de

manera independiente o bien como el indice ALT/AST [5].

Recientemente se ha integrado al diagnostico de la fibrosis hepatica el método
conocido como elastografia transicional (FibroScan), que consiste en medir la
dureza del higado en kiloPascales. Este método se ha evaluado en un gran
namero de pacientes, y ha mostrado un 70% de concordancia respecto a la
biopsia para pacientes con fibrosis moderada a severa, mientras que en el 85% de

los casos puede identificar a pacientes con cirrosis.

Las desventajas de la elastografia son su poca capacidad para identificar las
etapas tempranas de la fibrosis (leve y moderada) muy pocos centros hospitalarios

poseen el equipo y por lo tanto el costo para el paciente es alto [7].

Hasta ahora, la sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de la fibrosis
hepatica ha mostrado ser similar entre los diversos paneles. De esta manera, la
elastografia puede tener una certeza diagndstica muy parecida a la del APRI y a
otros marcadores séricos subrogados de daio hepatico, incluso el uso combinado

de diferentes pruebas no mejora el diagnostico [13].

Los marcadores mas utilizados en este tipo de pruebas son moléculas subrogadas
del dafio hepatico, que si bien parecen reflejar parcialmente el proceso
fibrogénico, no estan directamente relacionadas con el mismo. Sin embargo,
existen diferentes moléculas secretadas, potencialmente cuantificables en la

sangre y que podrian




tener una participacion directa en la progresion de la fibrosis hepatica, tal es el
caso de la familia de proteinas de unién al factor de crecimiento insulinoide
(IGFBP).

1.8 La familia de Proteinas de Union al Factor de Crecimiento Insulinoide
IGFBPs.

La familia de factores de crecimiento insulinoide (IGF) tiene como principal fuente
al higado, por lo que algunos de sus miembros presentan una disminucion
asociada a la enfermedad hepatica cronica y la cirrosis [13, 15]. Esta super familia
incluye 2 factores de crecimiento (IGF-1 y 2), receptores especificos de IGFs (IGF-
1R, IGF-2R), una familia de proteinas de uniéon (IGFBP-1 a 12), la subunidad
acido-labil (ALS) y un sistema de proteasas que regulan la union de IGFs a sus
proteinas de unién. El sistema de IGFs es regulado a nivel central por la hormona
del crecimiento (GH) como principal inductor de la sintesis hepatica de IGFs y por

la somatostatina (SST) que funciona como inhibidor de su sintesis [15].

Las proteinas IGFBPs constituyen un grupo de proteinas homoélogas que son
sintetizadas en la mayoria de los tejidos pero cuya principal fuente es el higado
[15, 18]. Las IGFBPs se encargan de unir a los IGFs, de esta manera modulan su
accion metabdlica [16], y prolongan su vida media asi como su biodisponibilidad
[15]. Las IGFBPs comprenden un grupo con alta afinidad por IGFs mientras que
sus proteinas relacionadas (IGFBP-rP) también unen IGFs pero con una afinidad

mas baja.

El grupo de las IGFBPs esta constituido por 6 proteinas altamente conservadas
con alta afinidad por los IGFs (IGFBP-1 a 6). Por su parte las proteinas
relacionadas (IGFBP-rP) tienen una afinidad mas baja por los IGFs y a la fecha
son un grupo con 6 miembros estructuralmente relacionados (IGFBP-7 a 12 o bien
IGFBP-rP-1 a 6) [13]. IGFBP-1 a 4 se unen con afinidades similares tanto a IGF-1
como a IGF-2, mientras que IGFBP-5 y 6 tiene mayor afinidad por IGF-2 [16].
IGFBP-3 es la forma predominante en la circulacion y se une a la mayor parte de

IGFs circulantes [16, 17] mediante la formacidén de un heterotrimero con ALS [20].



La interaccion de los IGFs con sus proteinas de unién tiene efectos diferenciales
de acuerdo con el IGFBP enlazado. IGFBP-1, 3, 4 y 6 inhiben las acciones de los
IGFs disminuyendo su biodisponibilidad y por lo tanto su interaccion con sus
receptores, mientras que IGFBP-2 y 5 tienen el efecto opuesto [16]. Estos efectos
dependen a su vez de las proteasa de IGFBPs, que pueden incrementar o

disminuir las concentraciones de IGFs libres.

Las funciones de este grupo de proteinas han sido ampliamente estudiadas por su
papel en la regulacion de los IGFs y por consiguiente en la homeostasis de la
glucosa. Sin embargo, estas moléculas han mostrado otras funciones
independientes de IGF. Las IGFBPs han sido implicadas en procesos como la
diferenciacion celular, la proliferacion, tanto como parte de la regeneracion tisular
como de la progresion al cancer, en la senescencia celular, en la apoptosis de
celulas transformadas, algunas parecen incluso tener efectos como supresores de

fumores.

Estas moléculas incluso han mostrado participacion en el proceso fibrogénico
pulmonar, la sobre expresion de IGFBP-5 favorece la produccion de MEC, la
respuesta fibrogénica por parte de los fibroblastos [21-23]. Efectos similares se
han observado en la piel [24, 25]. IGFBP-4 ha mostrado asociacién con los niveles
de expresion de las metaloproteinasas de matriz (MMP). Particularmente MMP 1,
3 y 13 muestran una correlacion con IGFBP-4 en la remodelacion tisular del
endometrio en el periodo post-parto [24], asi como en la sintesis de colagena en el

tejido conectivo peritendinoso [27].

IGFBP-8, también conocida como factor de crecimiento de tejido conectivo (FCTC)

tiene un papel documentado en la regulaciéon de MEC [31].
1.9 IGFBPs en la enfermedad hepatica crénica

En la enfermedad hepatica cronica, se han documentado alteraciones en
las concentraciones circulantes de algunas de las IGFBPs [26], sin embrago su

posible participacién en la misma no es clara.




En un modelo murino de inflamacion hepatica crénica, fibrosis vy
hepatocarcinogénesis se demostréo que las IGFBPs 3, 4, 5, 6 y 7 estaban sobre

expresadas en las células estelares activadas [28].

La expresion de IGFBP-1 se incrementa en el higado durante el proceso de
regeneracion post-lesion [31], y se ha mostrado que puede funcionar como un
factor antiapoptotico en el hepatocito [31]. Nuestro grupo de investigacion
identificd en particular que la IGFBP-1 se encuentra en concentracion hasta 25

veces mas alta en el suero de pacientes con fibrosis hepatica [28].

IGFBP-2 ha sido recientemente relacionada con la obesidad [32, 33] y su
expresion correlaciona con la grasa visceral y la concentracién de insulina en
ayuno [32], por lo que pudiera tener una participacion en el desarrollo de higado
graso, esteatohepatitis y fibrosis. IGFBP-3 por su parte, muestra una reduccién en
su expresion en el hepatocarcinoma celular (HCC) respecto a al higado cirrético
[18]. Por otro lado, se ha demostrado que IGFBP-5 correlaciona con esteatosis y
fibrosis en pacientes con higado graso no-alcohélico [34]. De manera similar a
IGFBP-3 la proteina de baja afinidad IGFBP-7 (también denominada IGFBP-rP-1)

disminuye su expresion en el HCC [18, 35] en ratén.

En las células estelares hepaticas, IGFBP-8 es activado por el TGF-3, principal
factor profibrogénico [31]. Nuestro grupo de investigacion mostré previamente que
esta proteina se asocia al progreso de la fibrosis hepatica en un modelo murino de
colestasis inducida por ligadura del conducto biliar (Arévalo-Sanchez TA, et. al.
Annals of Hepatology 2017; 16(4):246.)




2.0 Planteamiento del Problema

El grupo de investigacion de la Dra. Carolina Guzman Arriaga ha realizado
diversos estudios enfocados en la fisiopatologia de la fibrosis hepatica y
recientemente realizd un estudio con animales de experimentacion donde se
incluyeron 4 grupos de ratones a los que se les ligd el conducto biliar y un grupo
control sin ligadura del conducto biliar, se encontré6 que a los 7 y 25 dias la
expresion del IGFBP 8 se incremento significativamente a los 7 dias en suero y a
los 25 dias en el tejido hepatico en los ratones con ligadura del conducto biliar, lo
que no sucedié en el grupo control. Esto sugiere que la estenosis de la via biliar
puede ser un estimulo para el incremento de esta proteina que a su vez genere
mayor fibrosis.

El papel de estas proteinas en el proceso fibrogénico en el higado no esta
establecido, sin embargo se ha demostrado su participacion en los procesos de
proliferacion celular, regeneracion, senescencia y en la progresion a cancer en
diferentes tejidos incluyendo el mamario y el prostatico, ademas de su
participacion en el proceso fibrogénico pulmonar [22].

Con esta evidencia es posible plantear que esta familia de proteinas tiene un
papel relevante en la progresion del proceso fibrogénico hepatico lo cual no ha
sido descrito en pacientes con enfermedad hepatica cronica. El propédsito de la
presente tesis es estudiar el patron de concentraciones séricas de la IGFBP 8 en
pacientes con CBP y establecer su relacion con los diferentes grados de fibrosis.
Este estudio permitira identificar patrones de susceptibilidad a la progresion de la
fibrosis hepatica que contribuirian a mejorar el diagnostico y pronéstico de la
misma, e incluso podria identificar un posible blanco terapéutico.




3.0 Justificacion

En la actualidad no existe un tratamiento especifico para revertir o detener el
avance de la fibrosis hepatica, tampoco existen métodos diagnosticos que
permitan identificar de manera sencilla, reproducible y confiable el avance de la
fibrosis. La biopsia hepatica sigue siendo hasta ahora el método que con mayor
probabilidad puede establecer este diagnéstico. Sin embargo sus claras
desventajas, alto riesgo para el paciente, costo, y gran variabilidad en la
interpretacion hace mucho mas urgente la necesidad de contar con biomarcadores
no invasivos que puedan ser aplicados cuando la biopsia no es una opcion

diagnéstica.

El costo social y econémico del diagndstico de las enfermedades hepaticas en
Meéxico es muy alto. Se estima que por motivos econdémicos sélo un 20% de los
pacientes puede realizarse las pruebas diagndsticas existentes actualmente, y de
ellos unicamente el 50% recibe tratamiento, por lo cual es necesario tener un
método de diagndstico accesible para mas mexicanos. La identificacion de los
patrones de secrecion de la IGFBP 8 y su validacion puede contribuir a mejorar el
diagnostico de la fibrosis en colangitis biliar primaria, particularmente siendo una

opcion no invasiva.




4.0 Hipétesis

Nula: La proteina de union al factor de crecimiento insulinoide 8 no participa en la
regulacion de la sintesis y deposicidn de las proteinas de matriz extracelular y su
patron de secrecion no esta directamente asociado a la progresion del proceso

fibrogénico hepatico en colangitis biliar primaria.

Alterna: La proteina de union al factor de crecimiento insulinoide 8 participa en la
regulacion de la sintesis y deposicion de las proteinas de matriz extracelular y su
patron de secrecion esta directamente asociado a la progresion del proceso
fibrogénico hepatico en colangitis biliar primaria, la cual es identificable en el
suero del paciente.




5.0 Objetivos

Objetivo General:

. Identificar el patrén de secrecion de la proteina de union al factor de
crecimiento insulinoide 8 en pacientes con colangitis biliar primaria y
establecer su correlacion con el grado de fibrosis hepatica.

Objetivos especificos:

. Cuantificar la concentracion de IGFBP 8 en el suero de pacientes con
colangitis biliar primaria

. Establecer la relacibn entre el grado de fibrosis con las
concentraciones circulantes de la IGFBP 8

. Identificar el patron de secrecién de IGFBP 8 que incrementa la
susceptibilidad a progresar entre las etapas de fibrosis




6.0 Metodologia

6.1 Diseno del estudio
Analitico, observacional, de corte transversal.
6.2 Grupo de estudio

Se calcul6 la muestra con el software G-Power 3.1.9.2 tomando en cuenta el error
alfa de 0.05, poder estadistico de 0.8 y tamafio del efecto de 0.8, Se incluyeron 30
pacientes con colangitis biliar primaria atendidos en la clinica de higado del
servicio de gastroenterologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo
Liceaga”, en los cuales se determinaron las diferentes etapas de fibrosis (FO a F4),
mediante elastografia transitoria (Fibroscan). En cada paciente se cuantificaron las
concentraciones séricas del IGFBP-8 y se determiné si presentaban sobre
expresion (>500 pg/mL en sangre). Se establecié la correlacion entre la

sobreexpresion del IGFBP 8 y cada nivel de fibrosis.

6.2.1 Criterios de inclusién

1. Pacientes mayores de 18 afos con diagnoéstico establecido de colangitis

biliar primaria.

6.2.2 Criterios de exclusion

1. Consumo riesgoso de alcohol

2. Sindrome de sobreposicion de hepatitis autoinmune / colangitis biliar
primaria.

Infeccion cronica por virus de hepatitis B y/o C.

4. Sindrome metabdlico.

£y

6.2.3 Criterio de eliminacion

1. Retiro de consentimiento informado

2. Expediente incompleto,




6.3 Procedimiento

- Una vez seleccionados los sujetos en estudio, se obtuvo consentimiento
informado para participar en el mismo, segun requerimientos del Comité de
Etica de nuestra Institucion y de acuerdo a los Principios de la Declaracion
de Helsinki y con La ley General de Salud, Titulo Segundo. De los Aspectos
Eticos de la Investigacion en Seres Humanos Capitulo |, Disposiciones
Comunes. Articulo 13 y 14 (consentimiento informado adjunto en
documento pdf)

- Se recabd la informacidon enfocada a las caracteristicas, clinicas y
bioquimicas de cada paciente, se corroboré y completé esta informacion
mediante la revision del expediente clinico.

- Se tomo (previo consentimiento informado y explicacion de riesgo minimo)
una muestra sanguinea venosa periférica de aproximadamente 10 — 15 ml,
que se colocé en 3 tubos e inmediatamente se centrifugaron para
posteriormente ser procesadas y analizadas.

Cuantificacion de IGFBP- 8 en el suero de los sujetos

La cuantificacion de IGFBP 8 en suero se realiz6é usando el kit CTGF ABTS ELISA
(Peprotech, USA). El procedimiento consistié en agregar 100 uL de anticuerpo de
captura (1 pg/ pL) a cada pozo de una placa de 96 pozos y e incubar toda la
noche; al dia siguiente se aspird el anticuerpo de captura y se lavo 4 veces con
300 pL de buffer de lavado. Después se agregaron 300 pL de buffer de bloqueo y
se dejo incubando una hora a temperatura ambiente. Se repitieron 4 ciclos de
lavado. Se agregaron 100 pL de los estandares o las muestras a los pozos
correspondientes (suero) y se dejo incubando 2 horas a temperatura ambiente. Se
realizaron 4 lavados y se agrego el anticuerpo de deteccion (0.5 pg/ puL) con 100
ML en cada pozo, se incuba por 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron 4
ciclos de lavado y se anadieron 100 pL de Avidina conjugada con Peroxidasa
dejando incubando 30 minutos mas. Se realizaron 4 lavados mas y se agregaron

100 pL de la solucidn sustrato, incubando hasta el cambio de color.



Las absorbancias se determinaron con un lector de microplacas a las longitudes
de onda 405 y 650 nm. La cantidad de IGFBP 8 se calcul6 en base a la curva

estandar, su rango de determinacion fue de 63-4000 pg/mL.




7.0 Operacionalizacion de las variables

7.1 Tipos de Variables
Variable dependiente: Concentracion de IGFBP 8
Variable Independiente: Fibrosis hepatica

Variables cuantitativas

- Discretas: Edad, comorbilidades, talla, plaquetas.
- Continuas: Peso, IMC, glucemia, AST, ALT, proteinas totales, albumina,
bilirrubina total, bilirrubina indirecta, bilirrubina directa, GGT, FA, IGFBP 8

sérico, Kpa en fibroscan.
Variables Cualitativas

- Nominales: sexo, comorbilidades.

- Ordinales: grado de fibrosis por fibroscan.

7.2 Definicién de las Variables

Variable Definicién Operacional Tipo Unidad de
Variable Medicion
Edad Tiempo transcurrido a partir | Cuantitativa | Aflos

del nacimiento del individuo, | Discreta

se describira en afnos.

Sexo Se definirdA como masculino | Cualitativa Masculino
o] femenino segun | Nominal /
caracteristicas fenotipicas. Femenino

Indice de masa|Es un indicador de la | Cuantitativa | kg/m?
corporal relacion entre el peso y la | continua
talla que se utiliza
IMC
frecuentemente para

identificar el sobrepeso y la

obesidad en los adultos. Se




calcula dividiendo el peso de
una persona en kilos por el

cuadrado de su talla en

metros

Comorbilidades Otras afecciones cronicas | Cualitativa La
diferentes a la patologia en | Nominal referidas
estudio por el

paciente

Plaquetas (PLQ): Se refiere a la cuenta total de | Cuantitativa | Se
las ceélulas de la serie | Continua expresa
megacariocitica reportada en en 10%/ul.
la BH

Glucemia (Gluc): Es la cantidad de glucosa | Cuantitativa | Se
libre en sangre reportada en | Continua expresa
la quimica sanguinea (QS) en mg/dL

Albumina (Alb): Proteina producida por el | Cuantitativa | Se
higado siendo la mayor | Discreta expresa
proteina contenida en mg/dL.
sangre, reportada en la QS.

Bilirrubina total | Pigmento de la bilis resultado | Cuantitativa | Se

(BT): de la descomposicion de la | Discreta expresa
Hb que incluye la suma de la en mg/dL
bilirrubina directa e indirecta,
reportada en la QS.

Bilirrubina Directa | Es el total de bilirrubina | Cuantitativa | Se

(BD): conjugada con acido | Discreta expresa
glucordnico, reportada en la en mg/
Qs.

Bilirrubina Indirecta | No conjugada o libre, se | Cuantitativa | Se
produce en la sangre a partir | Discreta expresa




(Bl): de la degradaciéon de los en mg/dL.

eritrocitos, reportada en la

QsS.
Alanina- Enzima unilocular que se | Cuantitativa Se
aminotransferasa localiza en el parénquima | Discreta expresa
(TGP): hepatico y en  menor en U/L.

proporcion  en musculo

esquelético, corazédn, riiidn,

pancreas y eritrocitos,

cataliza la transferencia de

un grupo amino desde la

alanina a la alfa-ceto-

glutarato, reportada en Ila

QsS.
Aspartato- Enzima unilocular que se | Cuantitativa | Se
aminotransferasa localiza en el parénquima | Discreta expresa
(TGO): hepatico y en menor en U/L.

proporcion  en musculo

esquelético, corazon, rifion,

pancreas y eritrocitos,

cataliza la transferencia de

un grupo amino desde el

aspartato a la alfa-ceto-

glutarato, reportada en la

Qs.
Fosfatasa alcalina | Proteina que se encuentra | Cuantitativa | Se
(FA): en todos los  tejidos | Discreta expresa

corporales y en proporciones en U/L.

mas altas en higado, vias
biliares y hueso; elimina los

grupos fosfatos de varios




de
(nucledtidos,

tipos moléculas
proteinas vy
alcaloides, reportada en la

Qs.

Gama-glutamil- Enzima hepatica que | Cuantitativa | Se
transpeptidasa participa en la transferencia | Discreta expresa
(GGT): de aminoacidos a través de en U/L.
las membranas celulares con
mayor  concentracion  en
higado y vias biliares,
reportada en la QS.
Proteina de unién al | Es una proteina sintetizada | Cuantitativa | Se
factor de | en higado, relacionada a los | Continua expresa
crecimiento procesos de sintesis de en pg/mil.
insulinoide 8 ( | matriz extracelular.
IGFBP 8)
Kpa Se define como la presion | Cuanitativa | Kpa.
que ejerce una fuerza de 1 | Continua
newton sobre una superficie
de 1 metro cuadrado normal
a la misma.
Grado de fibrosis | Es la acumulacion de tejido | Cualitativa Kpa
por fibroscan cicatrizal, resultado de Ila | ordinal

inflamaciéon del higado vy

muerte de células hepaticas




8.0 Analisis estadistico.

Se usoé estadistica descriptiva, analitica, medias, medianas, desviacion estandar,
rangos intercuartilicos y correlacién de Pearson para la presentacion y analisis de
las variables.




9.0 Aspectos éticos y de bioseguridad

Los aspectos cientificos, éticos, administrativos, juridicos y financieros del
presente proyecto de investigacion se encuentran apegados a las leyes,
reglamentos y las normas vigentes del Hospital General de México, asi como a los
Principios de la Declaracion de Helsinki y con La ley General de Salud, Titulo
Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacién en Seres Humanos. Capitulo
|. Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.

Esta investigacion se considerd como riesgo minimo de acuerdo al articulo 17 y en
cumplimiento con los aspectos mencionados con el Articulo 21 de la Ley General
de Salud.

Se brind6 informacion clara y precisa de lo que implica la participacion del
paciente en este protocolo, de manera verbal y escrita a través de una hoja con
informacion detallada (riesgos, complicaciones, beneficios del estudio), asi como
el consentimiento informado con el nombre del investigador principal y del
presidente del Comité de Etica en Investigacion de nuestra Institucion.

La participacion en el estudio fue voluntaria aportando una muestra de sangre que
fue utilizada para realizar medicion de IGFBP 8.

La informacion provista en el curso de esta investigacion sera estrictamente
confidencial y no sera utilizada para ningin otro proposito fuera de los de este
estudio.

Tratamiento para desecho de la sangre. La sangre fue desechada en
recipientes hermeéticos color rojo disponibles en el Laboratorio HIPAM, en ellos se
almaceno temporalmente hasta su recoleccion y transporte extemno, tratamiento y
disposicion final por personal especializado de nuestra Institucion, segtn la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002.

Toma y recoleccion de muestras. La toma de muestra se hizo en la clinica de
higado del servicio de gastroenterologia, se conté con adecuada iluminacion y
posicion comoda del paciente. Previo calce de guantes estériles, se localizé6 una
vena adecuada en la cara anterior del codo y se colocé el torniquete en la parte

media del brazo. Se desinfecto el area con un algodén humedecido con alcohol al




70% y posteriormente se infrodujo la aguja con el bisel hacia arriba de una jeringa
esteéril de 10 mL. Al empezar a fluir la sangre se retir¢ el torniquete y una vez que
se obtuvo la cantidad de sangre requerida (10 mL), se retiré la aguja y se colocéd
una forunda con alcohol sobre el sitio de puncion ejerciendo presion para detener
la hemorragia, posteriormente se colocé un parche adhesivo. Al retirar la aguja, se
vertio la sangre en 3 tubos estériles, dejandola resbalar lentamente por la pared
para evitar hemolisis. Se tapo el tubo cuidadosamente. Se rotularon cada uno de
los tubos con tinta permanente, indicando el nombre completo, edad y numero de
expediente del paciente. Se colocaron en una bolsa con cierre hermético
(contenedor secundario), y se transportaron en frio al Laboratorio HIPAM para su

procesamiento.

Los guantes estériles, torundas, jeringas y material punzocartante empleado
durante la toma de la muestra se desechados en los contenedores destinados
para ello en nuestro centro hospitalario segun lo rige la NOM-087-ECOL-SSA1-
2002.

Procesamiento y conservacion de muestras.

Riesgos de la venopuncion. Los riesgos y complicaciones de la extraccion
sanguinea se explicaron al paciente y a su responsable, previo al procedimiento
durante la firma del consentimiento informado. Entre los riesgos y complicaciones,

asi como las medidas para su prevencién, se describen a continuacion:

- Formacion de hematoma. Es la complicacion mas comuin de la
venopuncion. El hematoma se origina por el desbordamiento de la sangre
en el tejido, durante o después de la puncidn, siendo visualizado en forma
de protuberancia. El dolor es el sintoma de mayor incomodidad para el
paciente, y eventualmente, puede tener lugar la compresion de algun
nervio. Si la formacion del hematoma se identifica durante la puncion, se

debe retirar inmediatamente el torniquete y la aguja, y después, realizar una




compresion local durante al menos dos minutos. El uso de compresas frias
puede ayudar a atenuar el dolor local.

Punciéon accidental de una arteria. La probabilidad de punzar
accidentalmente una arteria es relativamente rara. Siempre que tenga lugar
esta asociado al intento de una puncion venosa profunda. Se produce con
mas frecuencia, cuando se intenta punzar la vena basilica, que se
encuentra muy proxima a la arteria braquial. La puncion accidental de una
arteria se puede identificar por el “rojo vivo” de la sangre y por el drenaje de
la sangre a chorro, o por el rimo pulsatil de la sangre. Si tiene lugar una
puncion inadvertida de una arteria, es importante realizar una presion local,
durante, al menos, 5 minutos, ademas de una oclusién mas eficaz de la

zona de la puncién.

Infeccion. La posibilidad de desarrollar un proceso infeccioso en la zona de
la venopuncion, aunque rara, no se debe descartar. La antisepsia del punto
de puncién debe ser bien ejecutada y la zona preparada para la puncién no
se debe tocar después de este proceso. Entre las medidas recomendadas
para evitar infeccion en el sitio de puncion se encuentran: el uso de algodon
hidréfilo mojado en alcohol etilico comercial, alcohol yodado o antisépticos
basados en yodo, disponibles comercialmente. El intervalo entre la retirada
del protector de la aguja y la venopuncion debe ser el minimo posible.

Lesion nerviosa. Para prevenir la lesion de algun nervio, se recomienda
evitar la insercion muy rapida o profunda de la aguja. No se debe realizar la
puncion de una vena por medio de multiples intentos de redireccionamiento
de la aguja insertada de forma aleatoria. Si no se tiene éxito en el primer
intento de puncion, se retirara la aguja y se realizara una segunda puncion,
preferiblemente en otra zona. Se debe indicar al paciente que no realice

movimientos bruscos durante la extraccion.




- Dolor. El dolor después de la puncion es de baja intensidad y soportable,
aunque tranquilizar al paciente antes de la extraccion ayuda sobremanera
en su relajacion, haciendo el procedimiento menos doloroso. La zona de
puncion debe estar seca, si se ha utilizado alcohol para la antisepsia, lo que

disminuye la sensacién dolorosa. El dolor intenso, parestesias, irradiacion

del dolor por el brazo, presentadas durante o después de la venopuncion,
indican que se ha visto afectado un nervio y requieren de medidas

especificas ya mencionadas.

Recomendaciones de la Sociedad Brasileia de Medicina Laboratorial para la

Extraccion de Sangre Venosa. Segunda Edicion. 2009. Recuperado de:
hitp://www.sbpc.org.br/upload/conteudo/3201009281 53008 . pdf



10.0 RESULTADOS

Descripcion de la muestra

Se incluyeron en el estudio 30 pacientes de los cuales 29 corresponden al sexo
femenino, con una edad media de 55.5 afios, IMC con una media de 25.4 Kg/m?,
ninguno tenia alguna otra comorbilidad crénica asociada, con concentraciones
séricas de IGFBP 8 media de 895 pg/ml, fosfatasa alcalina media de 239 UI/L,
GGT media de 108 UI/L y plaquetas 157,000 DE?; en relacion al grado de fibrosis

medido en Kpa se encontré una mediana de 25.25.

Tabla No 1. Caracteristicas clinicas y parametros de laboratorio de los pacientes en

estudio.
Sexo M:H 29:1
Edad afios. Media £ DE 55.5+12.8
Peso Kg. Media £+ DE 59.6 + 10.5
Talla Metros. Media = DE 1.52 £0.09
IMC Kg/m®. Media + DE 25.4+10.1
AlbUmina Sérica gr/dl. Media £ DE 3.39 £ 0.69
Proteinas Totales Sérica gr/dl. Mediana (RIC) 7.3(8.4-5.9)
AST Sérica UI/L. Mediana (RIC) 47 (479 - 27)
ALT Sérica UI/L. Mediana (RIC) 40 (333 - 13)
Relacion AST/ALT Media + DE 1.48 £0.58
GGT Sérica UI/L. Mediana (RIC) 108 (1062 - 13)
FA Sérica UI/L. Mediana (RIC) 239 (684 - 82)
Bl Sérica mg/dl. Mediana (RIC) 0.78 (3.31 - 0.20)
BD Sérica mg/dl. Mediana (RIC) 0.79 (4.20 - 0.10)
BT Sérica mg/dl. Mediana (RIC) 1.25 (7.51 - 0.50)
Glucemia mg/dl. Mediana (RIC) 93 (213 - 60}
Conteo de plaquetas x 10°. Media + DE 15787
IGFBP 8 Sérico pg/ml. Mediana (RIC) 895 (2417 - 354)
Cuantificacion de fibrosis Kpa. Mediana (RIC) 25.25 (78.3 - 4.6)

DE Desviacion estandar, RIC Rango Interuartil, Kg Kilogramos, IMC Indice de masa corporal, AST
Aspartato Transaminasa, ALT Alanina Transaminasa, GGT Gamma glutamil transpeptidasa, FA
Fosfatasa Alcalina, Bl Bilirrubina Indirecta, BD Bilirrubina Directa, BT Bilirrubina Total, IGFBP 8
Proteina de unién al factor de crecimiento insulinoide 8.



De los 30 sujetos en estudio, 28 tuvieron elevacion tanto de fosfatasa alcalina y de

gamma glutamil transferasa, asi como sobre expresion del IGFBP 8

Tabla No 2. Comportamiento bioquimico de FA, GGT e IGFBP 8

Elevacion de FA 28 2
Elevacion de GGT 28 2
Sobre expresion de IGFBP 8 28 2

FA: Fosfatasa alcalina, GGT: Gamma glutamil transferasa, IGFBP 8: Proteina de unién al
factor de crecimiento insulinoide 8.

Al evaluar el grado de fibrosis medido por fibroscan, se encontré 4 sujetos con FO,
7 con F2Y 19 con F4, no hubo sujetos con F1 o F3.

Tabla No 5. Grado de fibrosis evaluado por Fibroscan

FO (n) F1(n) F2 (n) F3 (n) F4 (n)

Grado de fibrosis 4 0 7 0 19




Se establecié correlacién positiva entre el grado de fibrosis por fibroscan medido
en Kpa y las concentraciones séricas del IGFBP 8 con significancia estadistica
(figura 1).

Fig.1 Grafico de correlacién de Pearson de las concentraciones de F IGFBP 8 (o FCTC), con el
resultado del fibroscan.
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Asi mismo se evidencio a través de diagrama de cajas una asociacion positiva
entre los distintos grados de fibrosis hepatica, particularmente para los sujetos con
F4 y las concentraciones séricas de IGFBP 8.

Fig. 2 Diagrama de Cajas que muestra la distribucion de las concentraciones IGFBP 8 (o FCTC), con
el grado de fibrosis.
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11.0 Analisis y discusién de resultados.

Caracteristicamente la CBP es una enfermedad que incluso con el tratamiento
adecuado puede progresar hasta estadios avanzados de cirrosis hepatica; a partir
de esto ha surgido el interés en buscar nuevas estrategias que permitan
identificar de manera temprana a aquellos sujetos con riesgo de progresion de
fibrosis y con mal pronostico de la enfermedad, asi como formas de intervencion
oportuna para prevenir dicha progresion e identificacion de posibles blancos
terapéuticos.

Tal como lo refiere la literatura la CBP afecta predominantemente al sexo
femenino y se comporta como una enfermedad colestasica con minima alteracion
de enzimas de dafio hepatocelular incluso en estadias avanzados (1), lo cual se
corresponde con los datos encontrados en este estudio, en donde el sexo
predominante fue el femenino 29:1 (96.6 %) (Tabla 1).

A pesar de que la literatura nos refiere que la CBP puede estar asociada a otras
enfermedades autoinmunes, en este trabajo los sujetos en estudio no tuvieron otra
comorbilidad asociada (1). Por otro lado el estado metabodlico de los sujetos
(glucemia e IMC), no parece intervenir de manera deletérea en la progresion de la

fibrosis hepatica en la CBP.

Como se mencioné anteriormente el IGFBP 8 es una proteina que se sabe
participa en procesos de sintesis de matriz extracelular y por ende en progresién
de fibrosis, sin embargo no se cuenta con estudios sobre la misma en cirrosis
hepatica y especificamente en CBP; en este estudio se mostré sobre expresion de
esta proteina en 28 sujetos (93.3%), lo cual confirma su participacion en proceso
fibrogénico hepatico en la CBP (Tabla 1).




Se establecié ademas asociacion positiva entre los niveles de fibrosis hepatica en
Kpa medido por fibroscan y los niveles de IGFBP 8 con significancia estadistica
(Figura 1), en ese mismo enfoque al comparar los distintos grados de fibrosis
hepatica fue vidente que los sujetos con F4 mostraron asociacién con los niveles
de IGFBP 8 en comparacién con los sujetos con FO.




12.0 CONCLUSIONES

La proteina de unién a factor de crecimiento insulinoide 8 o Factor de crecimiento
de tejido conectivo interviene de manera activa en los procesos de fibrosis
hepatica y tiene una asociacion positiva con el grado de fibrosis en sujetos con

colangitis biliar primaria.
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1. Carta de consentimiento informado.
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RELACIOMN ENTRE LA PROGRESION DEL PROCESD ABROGENICD

HEPATICO ¥ LAS COMCENTRACIOMES SERICAS DE LAS PROTEINAS DE
UMION Al FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINDIDE

Se le esta invitando a participar en este estudic que tiene como finalidad
miedir algunas protzinas en la sangre con el fin de mejorar el diagnastico de la
fibrosis hepatica. La fibrosis hepatica es una cicatriz que s= produce en el higado
debido a algunas enfermedades y que en su efapa mas avanzada se conoce
coma cimosis y ocasiona que el higado deje de funcionar comectamente en las
personas que la padecen Las principales causas de fibrosis hepatica son la
infeccion con el wirus de Hepatitis C, el alcoholisme y la obesidad. Las
enfermedades gue ocasionan fibrosis hepatica son de tipe cronico, es decir duran
muchos anos. Durante este tiempo fan largo, los pacientes requieren realizarse
examenes muchas weces para saber como progresa su enfermedad o siosu
tratamiento esta siendo efective. La fibrosis hepatica pusde ser controlada e
incluso revertida si se diagnostica y =& trata en sus etapas tempranas. Hasta
ahora, la mejor forma de realizar el diagnostce del avance de la fibrosis es
mediante la toma de un pegquenio fragmento del higado (biopsia), sin embarge este
precedimisnto es altamente riesgoso como para realizarse en ocasiones repefidas.
Existen otros métodos para el diagnostico de |a fibrosis hepatica (Fibrotest,
Hepascore, Fibroscan), pero son muy caros y no estan disponibles en todo
nuestro pais. Por esta razon nussiro grupe de investigacion se ha propusesio
invectigar la relacidn gue existe entre &l avance de b fibrosis hepdtica y un grupe
de proteinas. las IGFEP (proteinas de union al factor de crecimiento insulinoide)
que nomalmente estan presentes en la sangre v gue recentsmente s2 han
asociado al progreso de la fibrosis en Grganos como el pulmén y la piel. Las
alteraciones en estas proteinas podrian ser indicadoras de como avanza ka fibrosis
en & higads. Este tipo de estudic &5 muy relevante puss en un futuro nos podria
brindar informacion respecio al avance de |a fibrosis en el higade mediante un
estudic economico y facil de realizar.

Si usted acepta participar en este estudio se le pedira una pequenia musstra
de su sangre, aproximadaments 15 ml (1-2 cucharadas), la cual sera chienida
mediante puncicn de su vena. Normalmente, k3 foma de esta muesira no causa
ninguna molestia, sin embarge wsted podria presentar sangrado, formacion de un
maretin en 2l drea de puncidn o en £asos raros infeccidn o desmayo. En caso de
courmir cualquiera de estos eventos se e brindara el ratamiento adecuado sin que
asto represente un gasto extra para usted. Adicionalmente se le solicitard conteste
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Y0, \HOMERE CowP T he
leido, o me han kido y explicads ampliamente a3 presente Caria de
Consentimiento Infermado y he decidide libremente pariicipar en el estudio.

Mombre y Firma del paciente Direccion Fecha y Hora

Momore y Firma del 1estgo 1 Diireccion Fecha y Hora

Parentesce con el participante
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2. Hoja de recoleccion de datos

Hoja de recoleccion de datos

CTGF-CBP

Datos Generales

ID. Paciente (Mombre):

No. expediente:

Sexo: M / H

Edad:

Peso: ]Talla:

Dhe:

Consumo de medicamentos o suplementos alimenticios:

Ayuno (horas):

Elastografia
{con fecha)

kPa |F

CAP

Datos bioquimicos [con fecha)

Oitro método de medicidn de
fibrosis:

Albdmina Proteina total

AST Fosfatasa alcalina
ALT Bilirrubina directa
GGET Bilirrubina indirecta
Glucosa Bilirrubina total
Triglicéridos HDL

Colesterol LOL

Plaguetas Insulina

HOMA
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