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1. RESUMEN

La fibrosis hepatica es la acumulacion de matriz extracelular como consecuencia de un dafo
cronico. Multiples etiologias de enfermedad hepatica, como el alcoholismo y la hepatitis C,
provocan fibrosis. La biopsia hepatica, la cual es el estandar de oro para el diagndstico de la
fibrosis en este 6rgano, presenta varios inconvenientes, ademas, existen pruebas séricas de
diagndstico, pero cuentan con una pobre identificacion de etapas intermedias de fibrosis y
algunas de éstas no se realizan rutinariamente. Por lo cual, el estudio de moléculas que
puedan ayudar al diagnéstico y estadificacion de la fibrosis es muy importante. Resultados
previos en nuestro laboratorio identificaron a la familia de proteinas de unién al factor de
crecimiento insulinoide (IGFBP) como proteinas que pudieran estar implicadas en el
progreso de la fibrosis hepatica. En el presente trabajo se estudio la expresién y produccion
de la proteina IGFBP-1 en un modelo murino de dano crénico al higado, ademas de la
expresion de la metaloproteasa de matriz MMP-9 y TIMP-1, proteinas implicadas con el
mantenimiento de la matriz extracelular. Se indujeron diferentes grados de fibrosis en cinco
grupos de ratas macho Wistar mediante la administracion de CCls, y paralelamente se
trabajé con un grupo de ratas a las cuales se les indujo fibrosis y posteriormente se les dio
un mes de recuperacion para poder estudiar las proteinas antes mencionadas durante el
proceso de reversion de la fibrosis hepatica. La estadificacion de la fibrosis se realizé
mediante analisis histolégico y de acuerdo a la escala de METAVIR. Se contd con un grupo
control sin fibrosis (F0), cuatro grupos con diferente grado de fibrosis F1, F2, F3, F4 (cirrosis)
y un grupo donde se observé la reversion de la fibrosis de una etapa F3 a una etapa F2-1
(F3-R). La expresion de IGFBP-1 disminuyé en el grupo F2 significativamente comparada
con el grupo F1 y su expresidn aumento significativamente en el grupo F4 respecto al grupo
F2. En cuanto a la proteina, la cantidad de IGFBP-1 presente en el tejido fue
significativamente menor en el grupo F4 respecto a los grupos control y F1. La expresion del
gen de MMP-9 no sufri6 cambios en ningun grupo y la expresion de TIMP-1 aumentd
conforme aumenté el dano en el higado. En la reversion de la fibrosis la expresion de
IGFBFP-1 disminuyd drasticamente pero la proteina en el tejido hepatico no presentd
cambios significativos. La expresion de TIMP-1 disminuyd en la reversion de la fibrosis a
niveles semejantes al grupo control. Cambios en la expresion de IGFBP-1 sélo se han

reportado como consecuencia de una hepatectomia parcial o un dafio agudo provocado por
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hepatotoxinas. En el presente trabajo se identifico que la expresion de IGFBP-1 disminuyd
en el grupo con un grado de fibrosis intermedio, aumentoé en el grupo con cirrosis y la menor
expresion se observd durante la reversion de la fibrosis, por otra parte, la cantidad de
IGFBP-1 en el higado disminuyd en el grupo con mayor dafo. Estos cambios sugieren que

IGFBP-1 pudiera estar implicada en el desarrollo y resolucién de la fibrosis hepatica.
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2. INTRODUCCION

El higado tiene un papel central en el mantenimiento de la homeostasis ya que es
responsable del metabolismo, sintesis, almacenamiento y distribucion de nutrimentos,
carbohidratos, acidos grasos, vitaminas y xenobiéticos. El higado también produce un gran
numero de proteinas séricas como; la albumina, las proteinas de la fase aguda, enzimas y

cofactores.

El principal tipo celular del higado y que lleva acabo la mayoria de sus funciones son las
células parenquimatosas o hepatocitos, que comprenden el 80% de las células hepaticas. El
otro 20% representa a las células no parenquimatosas que son: células endoteliales, células

de Kupffer, linfocitos y las células estelares hepaticas.

Los hepatocitos adultos viven por largo tiempo y normalmente se encuentran en la fase GO
del ciclo celular, pero mantienen la capacidad de proliferar en respuesta a un dafo téxico,
infeccioso o una hepatectomia parcial, lo cual no ocurre con muchos de los tejidos en el
cuerpo humano y de mamiferos en general. Esta regeneracién no requiere del reclutamiento
de células madre o células progenitoras, solo involucra la replicacion de las células maduras
funcionales del higado. Una vez que la masa original del higado se ha restablecido, la

proliferacion se detiene.

Muchos factores de crecimiento y citocinas estan implicados en la regulacion de la
regeneracion hepatica como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF por su siglas en
inglés), el factor de crecimiento epidérmico (EFG), el factor de crecimiento transformante
(TGF), la insulina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina 6 (IL-6) y la

proteina de unién al factor de crecimiento insulinoide 1 (IGFBP-1).

La fibrosis hepatica es una respuesta cicatrizante (acumulacion de matriz extracelular —-ECM)
después de una lesion hepatica. Si la lesidon es aguda estos cambios son transitorios y la
arquitectura hepatica se restaura a su estado normal. Sin embargo, si la lesion es sostenida,
la inflamacion crénica y la acumulacion de ECM llevan a una sustitucion progresiva del
parénquima hepatico por tejido cicatrizado. Este proceso resulta en la cirrosis, la
consecuencia final de fibrosis progresiva, la cual tiene un mal pronéstico y una elevada

morbi-mortalidad.
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Entre las proteinas que pueden tener una participacion directa en la progresion de la fibrosis
hepatica, se encuentra la familia de proteinas de union al factor de crecimiento insulinoide
(IGFBP). Esta familia de proteinas, es sintetizada principalmente en el higado y su funcién
mas documentada estd asociada al control de la biodisponibilidad de los factores de

crecimiento insulinoides (IGF) I y II.

El grupo de investigacion del laboratorio de Higado, Pancreas y Motilidad (HIPAM) de la
Unidad de Medicina Experimental del Hospital General de México, ha identificado la posible
participacion de IGFBP-1 en el avance de la fibrosis en pacientes con hepatitis C crénica.
Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio han mostrado un aumento significativo
en las concentraciones circulantes de esta proteina entre pacientes con hepatopatia crénica
y sujetos control. Con esta evidencia es posible plantear que esta proteina tiene un papel en
la progresion del proceso fibrogénico e incluso en el desarrollo de hepatocarcinoma posterior

al establecimiento de la cirrosis.

3. ANTECEDENTES
3.1 El higado.

El higado es parte del sistema digestivo y esta compuesto por lébulos, cada Iébulo esta
dividido en segmentos. Los I6bulos estan separados por una banda de tejido llamado tejido
falciforme, el cual permite al higado unirse al diafragma; ademas esta cubierto por una capa

de tejido conectivo llamada capsula de Glisson (Abdel, 2010).

El higado tiene dos fuentes de sangre: La vena porta que acarrea sangre procedente del
aparato digestivo, cerca del 75% de su suministro de sangre proviene de la vena porta. La
segunda fuente es la arteria hepatica, la cual suministra sangre rica en oxigeno proveniente

del corazon.
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Figura 1. Anatomia general del higado de rata. Se observan las principales estructuras del higado (1) I6bulo

lateral derecho, (2) I6bulo medio derecho, (3) I6bulo caudado, (4) I6bulo lateral izquierdo, (5) 16bulo medio

izquierdo. Tomada y modificada de (Mdller, 2011).

El higado realiza muchas funciones importantes en el cuerpo. Produce bilis, la cual ayuda en
el intestino delgado a la digestion y absorcion de grasas, colesterol y algunas vitaminas. La
bilis ayuda a absorber vitamina K, la cual es utilizada para producir factores de coagulacion.
Almacena vitaminas A, D, E, K y B12, y minerales como el hierro en forma de ferritina y
cobre, el cual libera segun las necesidades. Sintetiza y usa la bilirrubina; el hierro de la
hemoglobina es almacenado en el higado o usado por la médula 6sea para producir
eritrocitos. El higado también ayuda al metabolismo de proteinas y carbohidratos. En éste
organo se produce, almacena e hidroliza el glucégeno liberando glucosa a la sangre para
mantener la glicemia normal. El higado filira la sangre eliminando ciertas sustancias de
origen endoégeno o exdégeno, impidiendo que se acumulen en el cuerpo por ejemplo,
hormonas (estrégeno, aldosterona y hormona antidiurética), farmacos y alcohol y es el unico
organo con la habilidad de regenerarse (Tzanakakis, 2000). EI 80% de la funcién del higado
puede mantenerse después de que una gran parte del érgano se haya removido (Mangnall,
2003).
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3.2Fibrosis Hepatica
3.2.1 Patogénesis de la fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica es la acumulacion de ECM como consecuencia de un dafio. Si el dafio
es agudo, estos cambios son transitorios y la arquitectura se restaurara a su composicion
normal. Sin embargo, si el dafio es sostenido habra una inflamacion cronica y una
acumulaciéon de ECM, lo que llevara a una sustitucion progresiva de parénquima hepatico
por tejido cicatrizal. Este proceso resulta en la cirrosis, la etapa mas avanzada de la fibrosis.
La progresion hasta la cirrosis es variable, pero generalmente lenta, siendo de entre 20-40
afos en personas con un dafo hepatico crénico y dependiendo de factores tanto genéticos

como ambientales (Hernandez-Gea, 2011).

El parénquima hepatico esta compuesto por hepatocitos, las células endoteliales y células
no parenquimatosas que incluyen a las células estelares hepaticas (HSC) y células de
Kupffer (CK) que conforman el resto de la poblacién celular del higado. El sinusoide es la
unidad microvascular hepatica, se caracteriza por la fenestracién de sus células endoteliales
y esta separado de los hepatocitos por el espacio de Disse; es el lugar donde residen las
HSC. Este espacio contiene una pequena cantidad de ECM que es esencial para el

mantenimiento de las diferentes funciones de las células parenquimatosas.

Con la deposicion de ECM en el espacio de Disse la fenestracion normal se pierde, lo que
provoca una deficiencia en el intercambio metabdlico bidireccional normal entre el flujo de la

vena porta y los hepatocitos.

Se han descrito diferentes patrones de progresién de la fibrosis con base en la etiologia, la
region dafada (por ejemplo; portal o central), la fuente de células fibrogénicas involucradas y
el mecanismo fibrogénico predominante (Cassiman, 2002). A nivel mundial la hepatitis
cronica por virus B y C es la principal causa de fibrosis y se caracteriza por la presencia de
hepatitis de interfase y necrosis portal. En problemas relacionados con el alcohol y en la
enfermedad de higado graso no alcohdlico es comun observar fibrosis perisinusoidal o
pericelular. La fibrosis relacionada al alcohol se caracteriza por la deposicién de ECM en el
espacio de Disse alrededor de los sinusoides y de los cordones de hepatocitos (fibrosis

perisinusoidal).
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Figura 2. Cambios en la microestructura hepética durante la fibrosis. Se muestran los diferentes tipos
celulares presentes en el tejido hepatico y los cambios que ocurren durante la fibrosis, siendo el cambio
principal la activacion de las HSC y el aumento en la produccion de ECM. Tomada y modificada de
(Hernandez-Gea, 2011).
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La acumulacién de fibrosis lleva a la cirrosis, la cual se caracteriza por una distorsion del
parénquima hepatico y de la arquitectura vascular. La principal caracteristica patologica de la
cirrosis es la formacion de nodulos de regeneracion hepaticos circundados por septos
fibroticos. Pueden ocurrir oclusiones en vénulas, ocasionando un mal funcionamiento del

higado y produciendo hipertension portal (Hernandez-Gea, 2011).

Mientras la fibrosis es asintomatica, la cirrosis presenta una alta morbilidad y mortalidad.
Una vez que se ha desarrollado cirrosis su historia natural tipica incluye la progresion de una
fase compensada a una fase no compensada; ésta ultima se define por el desarrollo de
hipertension portal y falla hepatica. La hipertension portal es la mayor complicacion de la

cirrosis que lleva a la muerte o a la necesidad de realizar un trasplante.

3.2.2 Composicion de la matriz extracelular (ECM) en el higado

fibrético

En un higado normal, existe una regulacién precisa del balance entre produccion y
degradacion de la ECM. Sin embargo, durante un dafno cronico al higado su produccion
excede al proceso de degradacion, desarrollandose asi fibrosis hepatica como resultado de
una acumulacion de septos fibréticos y fibras entrecruzadas de colagena. Ademas, estos

cambios en la cantidad de ECM directamente estimulan la fibrogénesis (Schuppan, 2001).

Normalmente, la ECM hepatica comprende menos del 3% del area relativa de una seccién
de tejido hepatico y aproximadamente el 0.5% del peso humedo. Los componentes
estructurales mas importantes de la ECM son colagenas, proteoglicanos, laminina y
fibronectina (Geerts, 2001).

En un higado normal la ECM esta compuesta principalmente de colagenas tipo IV y VI.
Después de un dafo hay una disrupcién de la matriz y un reemplazo de las fibras de
colagena; ahora la matriz se forma principalmente de fibras de colagena tipo | y Il y
fibronectina (Olaso, 2001). Estos cambios en la composicién de la ECM alteran el
microambiente de la matriz y crea un impedimento fisico y funcional en el flujo bidireccional
del plasma entre el lumen de los sinusoides y los hepatocitos, o que da como resultado una

funcion hepatica alterada.
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La ECM aparte de contener moléculas estructurales contiene una gran cantidad de factores
de crecimiento y metaloproteasas de matriz (MMPs por sus siglas en inglés) (Schuppan,
2001). La ECM por lo tanto, puede regular la actividad celular y la disponibilidad de factores
de crecimiento. Por ejemplo, la decorina y el biglicano, dos componentes de la ECM, se
unen al TGF-B, la fibronectina y la laminina se unen a TNF-q, y la colagena se une al Factor
de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), al factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
y la interleucina 2 (IL-2). La unién de factores de supervivencia a la ECM puede prevenir la
apoptosis en un dafio al higado y también prevenir la protedlisis de éstos factores de

crecimiento (Schuppan, 2001).

La interaccion entre la ECM y las células hepaticas es bidireccional. Después de un dafo, la
ECM puede modular la activacion y proliferacién de HSC, la angiogénesis y la disponibilidad
y actividad de factores de crecimiento y MMPs. La ECM también provee a las células con
sefales para adhesion, migracion, proliferacion, supervivencia y diferenciacién. La
interaccion ECM-célula esta principalmente determinada por receptores de adhesién de

membrana especificos particularmente por integrinas (Hernandez-Gea, 2011).

Las integrinas son receptores heterodiméricos transmembranales compuestos de una
subunidad a- y una B-; y tienen un dominio que puede unirse a componentes de la ECM y a
moléculas de adhesion (Avraamides, 2008). Los ligandos clasicos de las integrinas
contienen una secuencia Arginina-Glicina-Acido Aspartico (RGD), que es necesaria pero no
suficiente para una transduccién de senales. Las integrinas pueden también modular vias de
transduccion de sefiales, como la via Hedgehog y pueden interferir con TGF-1 y PDGF y
juegan un rol importante en la biologia del cancer, incluyendo hepatocarcinogénesis
(Stupack, 2007; Hehlgans, 2007; Omenetti, 2008). Se sabe que en cultivo las HSC expresan
las integrinas: a1p1, a231, a5B1 y a6p4 (Friedman, 2008).

La respuesta cicatrizante del higado es el resultado de diversos darfos, incluyendo, toxicos,
metabdlicos y virales. La causa de esta respuesta es la activacion y transdiferenciacion de
células mesenquimatosas residentes en miofibroblastos (MF) contractiles, principalmente
derivados de HSC, que generan la cicatriz, encapsulando asi el dafio (Friedman, 2008).
Después de un dafio hepatico, las HSC se activan por accion de TGF-B, lo que lleva a la

conversioén de una célula rica en vitamina A en reposo (una HSC quiescente) a una célula

19



que pierde vitamina A y que ahora cuenta con una gran capacidad de proliferacién y
contraccion y que puede liberar citocinas proinflamatorias, profibrogénicas y promitogénicas.
Estas células activadas (figura 2) tienen la capacidad de aumentar la migracion y deposicion
de los componentes de la ECM (Reynaert, 2002; Friedman, 2010)

La activacion de las HSC puede ser conceptualizada en dos fases: iniciacion y perpetuacion
(Lee, 2011). La iniciacion, también conocida como etapa preinflamatoria, se refiere a una
etapa temprana en la que hay cambios en el fenotipo y expresion de genes. Esto es
resultado primeramente de una estimulacion paracrina debido al dafo en las células
parenquimatosas (hepatocitos). EI mantenimiento de estos estimulos provoca una fase
perpetuada regulada por estimulos autocrinos y paracrinos. La perpetuacion involucra al
menos seis distintos cambios en el comportamiento de las HSC: proliferacién, quimiotaxis,

fibrogénesis, contractilidad, degradacién de matriz y pérdida de retinol (Friedman, 2010).

Los MF son definidos principalmente por su capacidad para producir ECM y exhibir
contractilidad. Aunque las HSC son la fuente primaria de esta poblacién fibrogénica en el
higado (Friedman, 2010) existe contribucion de otros tipos celulares: Fibroblastos portales,
su activacion a MF es especialmente relevante en problemas asociados a isquemia,
colestasis (Novo, 2009) y contribuyen en la fibrosis relacionada con problemas biliares
(Parola, 2008); también existen células derivadas de médula dsea y fibrocitos circulantes. Se
ha demostrado que después de un dano la médula 6sea produce células parecidas a MF
(MF-like cells) que pueden participar en la progresion de la fibrosis hepatica (Russo, 2006;
Baertschiger, 2009).

3.2.3 Degradacion de la Matriz Extracelular (ECM)

En modelos de fibrosis en animales, se ha observado que al eliminar el agente causante de
dafio hepatico, la fibrosis se revierte (Henderson, 2007). En humanos el tratamiento exitoso
de la enfermedad subyacente puede revertir la fibrosis siempre y cuando el dafo no sea tan
extenso. Se ha observado reversion de fibrosis en humanos en pacientes con patologias
hepaticas como: sobrexposicion a hierro y cobre, enfermedad hepatica alcohdlica, hepatitis
B, C y D, hemocromatosis, cirrosis biliar secundaria, esteatohepatitis no alcohdlica y
hepatitis autoinmune (Friedman, 2006; Mallet, 2008).
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La ECM se vuelve progresivamente insoluble y resistente a la digestion por proteasas debido
al engrosamiento de los septos fibroticos y al aumento de entrecruzamiento de las fibras de

colagena (Henderson, 2007).

Las MMPs, también llamadas matrixinas, son una familia de enzimas dependientes de calcio
que degradan substratos derivados de la colagena y no derivados de la colagena de la ECM.
Se clasifican en cinco categorias con base en su sustrato especifico: colagenasas
intersticiales, gelatinasas, estromelisinas, membranales y metaloelastasas. Las MMPs son
secretadas como proenzimas inactivas, tienen un dominio control transcripcional y son
moduladas por una familia de proteinasas inhibitorias conocida como TIMPs (Inhibidores
tisulares de metaloproteinasas) (McCrudden, 2000). Cuatro miembros de la familia de TIMP
se unen de forma reversible al sitio activo de las MMPs teniendo diferentes afinidades por
estas proteinas. Por ende, los TIMPs juegan un papel importante en la degradacion de la
ECM acumulada durante un dafio al higado antagonizando la actividad de las MMPs. Las
HSC son la principal fuente hepatica de MMPs y TIMPs, especialmente MMP-2, MMP-3,
MMP-9 y MMP-13. Y se sabe que TIMP-1 tiene un efecto antiapoptético en las HSC (Murphy,
2002).

En ratas, un dafio agudo al higado aumenta la expresion de MMPs y TIMPs en pocas horas.
Después de una dosis de tetracloruro de carbono (CCl,) se puede detectar un aumento en la
presencia de MMP-13, MMP-2, MMP-9, MMP-3, MMP-10, TIMP-1 y TIMP-2. Durante la fase
de recuperacion los niveles de estas proteinas, excepto MMP-2 y TIMPs, disminuyen
rapidamente (Knittel, 2000). En un proceso cronico en humano y en modelos animales de
fibrosis, los niveles de MMP-1 a MMP-13 no cambian, pero hay un aumento progresivo de
TIMP-1 y TIMP-2 al igual que el aumento de la fibrosis (Hernandez-Gea, 2011). Los modelos
animales son esenciales para el estudio de la progresion y resolucidon de la fibrosis. Los
modelos estandarizados y validados para estos experimentos son la ligacién de los

conductos biliares y la administracion de CCls (Montfort, 1978).

La explicacion de la resolucion espontanea de la fibrosis hasta ahora aceptada, es que la
reversion se da por la desactivacion y apoptosis de las HSC (Iredale, 1998; Hernandez-Gea,
2011; Troeger, 2012). Aunque esta respuesta ha sido bien caracterizada en modelos

animales, la evidencia en humanos es muy limitada. Ademas, las HSC de los humanos
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tienen una expresion relativa mayor del gen anti-apoptotico Bel-2, que los ratones, por lo

cual son menos susceptibles a la apoptosis (Novo, 2006).
3.3Estadios y diagnéstico de la fibrosis hepatica

La valoracion de la fibrosis hepatica es relevante para la atencion del paciente y clave para
la toma de decisiones respecto al manejo y tratamiento de la enfermedad. El grado de
fibrosis es probablemente el factor de prondstico mas robusto en varias patologias hepaticas,
por ejemplo la hepatitis C, donde la severidad de la fibrosis puede ser usada como criterio

para seleccionar una terapia antiviral en los esquemas tradicionales (Schiavon, 2014).

Por muchos afos, la evaluacion histologica de la biopsia hepatica se ha considerado el
estandar de oro para diagnosticar el grado de fibrosis. Diversas escalas se han desarrollado
para este fin (Tabla 1), tales como: METAVIR (Figura 3), Knodell, Scheuer, Batts-Ludwig, de
la Asociacion Internacional para el estudio del Higado y la de Ishak (Scheuer, 1991; Batts,
1995; Ishak, 1995; Bedossa, 1996), las cuales analizan diferentes factores, generan un

puntaje y estadifican la fibrosis.

Tabla 1. Escalas mas comunmente utilizadas para la estadificacion de la fibrosis hepatica.

Escala Observacion microscopica. Estadio de la Referencia.
fibrosis.
Metavir Sin fibrosis FO (Bedossa &
Fibrosis portal sin septos F1 Poynard, 1996)

Fibrosis con escasos septos F2
Fibrosis con numerosos septos F3
Cirrosis F4

Sin fibrosis FO (Ishak et al.,

Fibrosis portal F1-2 1995)
Presencia de septos F3-4

Formacion incompleta de nédulos F5
Cirrosis F6

Se indican los valores asignados a cada grado de fibrosis. (Schiavon, 2014).
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Figura 3. Representacion de los estadios de fibrosis segun la escala de METAVIR. Se

observa un aumento en la cantidad de fibras de matriz extracelular en el tejido hepatico.

Ya que existe una heterogeneidad de la fibrosis en el higado y que la biopsia representa
1/50000 del total de la masa del 6rgano puede haber un considerable sesgo en su
evaluacion histologica, existiendo gran variacién tanto inter como intra observador (Regev,
2002).

En los ultimos afios se han propuesto varios biomarcadores no invasivos para el diagnostico
de la fibrosis. A continuacion se muestra una tabla resumiendo las ventajas y desventajas

tanto de la biopsia hepatica como de los biomarcadores no invasivos (Tabla 2):

Tabla 2. Ventajas y limitaciones de la biopsia hepatica comparada con los biomarcadores no

invasivos.
Biopsia hepatica Biomarcadores no invasivos
Ventajas Sistemas de puntaje validados. Ausencia significativa de molestias y
Diagndstico diferencial y condiciones riesgos.
asociadas. Permiten una evaluacion frecuente.
Evaluacion simultanea de inflamacién Interpretacion objetiva.
Y Necrosis. Aceptacién por los pacientes.
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B EEGEEN  Método invasivo con una morbilidad Poca precision para discriminar entre

asociada. etapas intermedias de la fibrosis.
Alto costo. Biomarcadores no especificos del
Errores en muestreo. higado o de la patologia.
Variacion inter e intra observador. Influencia de varios factores extra
hepaticos.

(Schiavon, 2014).

Los biomarcadores no invasivos de fibrosis hepatica pueden dividirse en dos grupos:
biomarcadores séricos y técnicas de imagen. Los biomarcadores séricos pueden clasificarse

a su vez en: directos o clase | e indirectos o clase II.

Los biomarcadores indirectos (Tabla 3) comprenden en general pruebas de moléculas no
relacionadas con la fibrosis, usualmente combinados con otro parametro clinico o prueba de
laboratorio. A continuacion se enlistan pruebas disponibles y los factores que toma en

cuenta:

Tabla 3. Pruebas de biomarcadores indirectos y factores que toman en cuenta.

TEST Factores que toma en cuenta. Referencia
CTENEINEN  Edad, cuenta plaquetaria, colesterol y (Forns et al., 2002)
GGT.

m AST y cuenta plaquetaria (Wai et al., 2003)

FIB-4 Edad, AST, ALT y cuenta plaquetaria. (Sterling et al., 2006)
Fibro Index Cuenta plaquetaria, AST y gama (Koda et al., 2007)

globulina.

GGT: gama glutamil-transpeptidasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa.

Los marcadores directos o de clase | son usualmente fragmentos de los componentes de
matriz extracelular. Los principales marcadores directos estudiados son: acido hialurénico,

laminina, fibronectina, alfa-2-macroglobulina, el péptido carboxi terminal de la procolagena
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tipo |, el péptido amino terminal de la procolagena tipo Il (PIIINP), las MMPs, los TIMPs y el
TGFB -1.

Como los biomarcadores indirectos, los biomarcadores de clase | (Tabla 4) se combinan
generalmente con otras pruebas para mejorar el diagndstico. A continuaciéon se muestras

pruebas disponibles que utilizan biomacadores directos:

Tabla 4. Pruebas disponibles que incluyen biomarcadores directos.

TEST Factores que toma en cuenta. Referencia
Fibro Test Edad, sexo, haptoglobina sérica, alfa-2 (Imbert-Bismut et al.,
macroglobulina, apolipoproteina A1, gamma 2001)
glutamil transpeptidasa y bilirrubina total.
Edad, TIMP-1, PIIINP y acido hialurénico. (Rosenberg et al., 2004)
ot =1EIe s Cuenta plaquetaria, indice de protrombina, AST, (Cales et al., 2005)
alfa-2-macroglobulina, acido hialurdnico,

nitrdgeno de urea en sangre y edad.

FIBROspect Il TIMP-1, alfa-2-macroglobulina y acido (Patel et al., 2004)
- hialurénico.
Hepascore Edad, sexo, alfa-2-macroglobulina, acido (Adams et al., 2005)
hialurénico, gamma glutamil transpeptidasa y
bilirrubina total.

La desventaja general de estos biomarcadores, tanto los directos como los indirectos, es que

tienen una estadificacion pobre de las etapas intermedias de la fibrosis y disponibilidad
limitada (algunos patentados o son pruebas que no se realizan rutinariamente en la clinica).
Por lo cual, es necesaria la busqueda de biomarcadores alternativos que puedan mejorar

considerablemente el diagndstico de la fibrosis hepatica.
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3.41GFBP-1
3.4.1 Generalidades

La insulina y las proteinas de la superfamilia del IGF, las Proteinas de Unién al Factor de
Crecimiento Insulinoide (IGFBPs) y las proteinas relacionadas a IGFBPs (IGFBP-rPs), son
una superfamilia de péptidos anabdlicos presentes en todo el reino animal. Los IGFs
presentan una estructura muy similar a la insulina, son expresados por todas las células y
son importantes mitdgenos que afectan el crecimiento y el metabolismo (Rosenfeld, 1999).
En mamiferos, el gen de la insulina se expresa exclusivamente en las células B del pancreas,
de donde se libera directamente al higado, mientras que los IGFs se expresan en el higado,
en respuesta al estimulo de la hormona del crecimiento (GH). Los IGFs se liberan vy
funcionan en otros diversos tejidos mediante su interaccion con los receptores a IGF (IGFRs)
promoviendo la proliferacién, diferenciacién, migracién y supervivencia celular (Kelley, 1996;
Philippou, 2014).

En los fluidos bioldgicos los IGFs estan unidos a las IGFBPs, proteinas con las que forman
complejos y cuya principal funcién es controlar la biodisponibilidad del IGF-I e IGF-II
modulando su afinidad con sus receptores especificos (IGFRs) y también prolongando la

vida media de estos factores de crecimiento (Rosenfeld, 1999).

Existen seis IGFBPs (1 a 6) las cuales presentan una gran afinidad a los IGFs (kd= 107'° M).
Ademas, se han reportado nueve proteinas relacionadas con IGFBP (IGFBPrP 1 a 9) que se
unen con poca afinidad a los IGFs (Figura 4). Aunque en la década de 1960 se pensaba que
la dnica funcidon de las IGFBPs era regular la biodisponibilidad de los IGFs, en afios
recientes se ha observado y comprobado que estas proteinas pueden presentar diversas
funciones independientes a IGF. Existen numerosos datos in vivo e in vitro sobre la
importancia de las IGFBPs en el crecimiento celular mediante mecanismos dependientes e

independientes de IGF.
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El sistema del factor de crecimiento insulinoide (IGF)

Ligandos de alta afinidad a IGF Ligandos de baja afinidad a IGF
IGFBP-1 1GFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-G IGFBP-rPs Fragmientosde IGFEE
= — P A
Proteasa de [GFBP {:'rl IGF=1/=11

Receptor(es) ! Receptor|es)
g R tor de IGFt | i "
de IGFBPs) eceptoroe 1po Receptorde IGFtipo | IGFEP-rP(z)

Figura 4. El sistema del factor de crecimiento insulinoide (IGF). Esquema de los componentes del sistema
de IGF. IGFBPs (Proteina de union al factor de crecimiento insulinoide), IGFBP-rPs (Proteinas relacionadas a
las proteinas de unién al factor de crecimiento insulinoide), IGF-I/ll (Factor de crecimiento insulinoide),
Receptor de IGF tipo |, Receptor de IGF tipo Il, M6P (Manosa 6-fosfato). Se piensa que IGFBPs e IGFBp-rPs

pudieran tener receptores propios. Tomada y modificada de (Rosenfeld, 1999).

Las IGFBPs son proteinas ricas en cisteina y tienen una secuencia primaria de aminoacidos
muy similar. La estructura de las IGFBPs contiene tres diferentes dominios: Un dominio N-
terminal conservado, una regién media de poca similitud entre las IGFBPs y un dominio C-
terminal conservado. Esta region media muy variable parece ser unica de cada proteina ya
que solo se observa una similitud del 15% y es donde se ha observado que se llevan a cabo
la mayoria de las modificaciones postraduccionales (N-glicosilacion, O-glicosilacion o
fosforilacion). Es a esta region a la que se le atribuyen las funciones independientes de IGF
que presentan dichas proteinas. Dentro del dominio N-terminal se encuentra un motivo
(GCGCCxxC) altamente conservado tanto en las IGFBPs como en las IGFBP-rPs, a este

dominio se le atribuye la afinidad de estas proteinas con los IGFs (Rosenfeld, 1999).

Jones et al, mostraron que en el dominio C-terminal de IGFBP-1 se encuentra otro motivo
notable; una secuencia RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspartico) en los aminoéacidos 221-223
(Jones, 1993). Este motivo RDG interactua con integrinas involucradas en la adhesion

célula-célula y célula-ECM (Hynes, 1992). Una hipdtesis menciona que esta interaccion
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entre IGFBP-1 y las integrinas podrian servir para crear un reservorio de IGF (Rajaram,
1997).

Se ha visto que las IGFBPs pueden interactuar con otras moléculas aparte del IGF; por
ejemplo; insulina, componentes de superficie celular, proteinas de la ECM, y potencialmente

con componentes intracelulares (Rosenfeld, 1999).
3.4.2 IGFBP-1

En particular la IGFBP-1 tiene un gen de 5.2 Kb, en la rata se localiza en el cromosoma 14
(Gene ID: 25685). EIl mRNA resultante del splicing de los 4 exones tiene una longitud de 1.5
Kb, el cual se traduce en una proteina fosforilada, no glicosilada que consta de 234
aminoacidos y cuyo peso molecular es de 25.3 kDa (Julkunen, 1988; Kelley, 1996).
Presenta una afinidad similar por IGF-I e IGF-Il. La IGFBP-1 es altamente expresada en
higado y rifidn, aunque presenta una menor expresion en otros tejidos. Se ha observado la
presencia de esta proteina en el liquido amniédtico, en suero, en la placenta, en el endometrio,
en la leche materna, en la orina, en el liquido sinovial, en el liquido intersticial y en el semen
(Rajaram, 1997).

El principal inhibidor de la expresion in vivo e in vitro de la IGFBP-1 es la insulina, ya que el
promotor del gen de la IGFBP-1 presenta dos elementos de respuesta a insulina (IRE). Esta
secuencia en el promotor que reconoce a IRE esta altamente conservada en el humano, la
rata y el ratdn, lo que muestra la importancia de este elemento en la regulacion de la

expresion de IGFBP-1.

Se sabe que los glucocorticoides aumentan la expresion de IGFBP-1 y que en la region
entre 5’ 273-249 pb de la secuencia del promotor del gen de IGFBP-1 hay un motivo CGTCA
que puede ser reconocido por los elementos de respuesta a AMPc, llamados CREs, lo que
implica que los niveles de IGFBP-1 aumenten por agentes que elevan el AMPc intracelular
como; glucagon, teofilina, forscolina y analogos de AMPc (Suwanichkul, 1993). La
interleucina 6 (IL-6) sobre regula la expresion de varios genes, entre ellos el gen de IGFBP-1,
por la via IL-6-STAT3. In vitro se ha visto que la inhibicién de la expresion de IGFBP-1

producida por la insulina puede ser revertida si se adiciona IL-6 (Kelley, 1996). El gen de
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IGFBP-1 es blanco principal del receptor activado por la proliferacion de peroxisimas y
(PPARYy), en ausencia de insulina se ha observado que los niveles de IGFBP-1 se elevan

hasta 1.6 veces al aplicar ligandos de PPARYy (Degenhardt, 2006).
3.4.3 IGFBP-1 y homeostasis de la glucosa.

Los IGFs estan estrechamente relacionados estructuralmente con el precursor de la insulina,
la proinsulina, y tienen la capacidad de estimular la proliferacidon y la diferenciacion en un
gran numero de tipos celulares. En circulacion los niveles de IGF son de aproximadamente
100 nM, los cuales son tres veces mayores que los niveles de insulina. El potencial
hipoglucemiante de los IGFs es cerca de 50 veces mayor que el de la insulina. Esta
actividad insulinoide de los IGFs es bloqueada in vivo muy probablemente por las IGFBPs
(Lewitt, 1991). En ratones transgénicos que sobreexpresan IGFBP-1 se observa resistencia
a la insulina, hiperglicemia e hiperinsulinemia. Esta proteina parece ser el mas importante
regulador de la actividad insulinoide de los IGFs en respuesta a cambios agudos en el
estado nutricional (Dheen, 1997). Después de una administracion oral de glucosa la
concentracion en el suero de IGFBP-1 disminuye rapidamente cerca del 50%, mientras que
la administracidon de otros sustratos energéticos como acidos grasos no tiene efecto en sus
niveles. IGFBP-1 aumenta en respuesta a hipoglucemia, realizar ejercicio por un tiempo
prolongado, ayuno, malnutricién y diabetes. Al realimentar, los niveles hepaticos del mRNA
de IGFBP-1 disminuyen, lo mismo sucede cuando se administra hormona de crecimiento
(GH). La respuesta de IGFBP-1 a la glucosa o a la insulina es independiente de la GH o el
cortisol. Estos cambios en IGFBP-1 responden a la cantidad de insulina presente ya que
como se mencioné anteriormente, el promotor de IGFBP-1 presenta dos copias del IRE
T(G/A)TTT(T/G)(G/T), mediante el cual se modula su expresion. (Guan, 2014). La
informacion documentada indica que la IGFBP-1 esta relacionada con la regulacién de la

glucosa, siendo un enlace entre el sistema IGF-Insulina-Glucosa.
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3.4.4 Acciones de IGFBP-1 independientes de IGF
3.4.4.1 Interaccion con proteinas reguladoras de la ECM

La invasion tumoral y la invasidon de los trofoblastos al utero comparten a las
metaloproteinasas de matriz y sus inhibidores como mediadores bioquimicos. IGFBP-1, IL- 1
y 6, leptina y TNFa, todos de origen endometrial, son estimuladores de MMPs (Bischof,
2000) . Las formas fosforiladas y no fosforiladas de IGFBP-1 por si solas, pueden
incrementar el numero de citotrofoblastos y los niveles de MMPs en cultivo (Hills, 2004).
También se sabe que IGFBP-1 es sustrato de las MMP-3 y -9. Al incubar IGFBP-1 con
cualquiera de éstas dos proteinas, se producen una serie de fragmentos incapaces de unirse
al IGF-l. Las células deciduales también producen inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP-1 y -2) y a2 macroglobulina. Estas tres moléculas atenuan la
protedlisis de IGFBP-1 por las MMPs. Por otro lado, se ha observado que IGFBP-1 puede
incrementar la secrecion de TIMP-1 por los trofoblastos. La protedlisis de IGFBP-1 puede
representar un mecanismo para incrementar la biodisponibilidad y accién de IGF durante el

desarrollo embrionario (Coppock, 2004).
3.4.4.2 IGFBP-1 y hepatocitos

La principal fuente de produccion de IGFBP-1 e IGFs es el higado, donde es producida por
los hepatocitos, tanto en adultos como en los ultimos meses de desarrollo embrionario. Se
sabe que los hepatocitos no cuentan con un gran numero de receptores para IGF. Por lo
tanto, algunas de las acciones que realiza IGFBP-1 en este érgano, de forma autdcrina o

paracrina, son acciones independientes de IGF.

Las células de un higado adulto permanecen normalmente quiescentes pero mantienen la
capacidad de proliferar y regenerarse después de una hepatectomia parcial, un trasplante o
un dano téxico (Michalopoulos, 1990). En cualquiera de estas condiciones existen genes de
respuesta inmediata, cuya expresion aumenta poco tiempo después de la remocion de una
parte del higado o de un dafo toéxico. Estos genes se pueden clasificar en tres categorias:
genes que codifican factores de transcripcion, genes que codifican proteinas que se

secretan y genes que codifican proteinas estructurales, cuya expresion se requiere para
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regenerar al higado y mantener la homeostasis. En este contexto, Mohn et al, muestran en
un modelo murino que IGFBP-1 es uno de los genes tempranos especificos de higado que
mas se sobreexpresa después de una hepatectomia parcial, lo cual no se observaba en los
animales a los que se les realizé6 una maniobra simulada, lo que sugiere que su expresion es
necesaria para la regeneracion hepatica (Mohn, 1991). Después de la hepatectomia parcial
a nivel transcripcional se observa gran induccién del gen de IGFBP-1, con un primer pico de
expresion 1 hora después de la remocion del tejido hepatico (Mohn, 1991; Myronovych, 2008)
y un segundo pico en la expresion 36-60 horas después de la hepatectomia. El patron de
genes que se expresan en el pico maximo de regeneracion después de una hepatectomia
parcial, incluido el gen de IGFBP-1, corresponde al mismo patron de expresiéon que se
observa en el higado fetal, donde IGFBP-1 es una de las proteinas que mas se expresan, lo
que sugiere que vias de sefalizacion comunes se activan en estos dos diferentes tipos de

proliferacion y que en ambas IGFBP-1 puede estar participando (Haber, 1995).

El aumento en la expresion del gen de IGFBP-1 es mediado en parte por la IL-6, una citocina
necesaria para la regeneracion y reparacion normal del higado. En ratones knockout IL-6 -
el patron de genes expresados rapidamente se altera después de una hepatectomia parcial,

entre esos genes se encuentra el de IGFBP-1 (Leu, 2001).

Los ratones transgénicos que sobre expresan IGFBP-1 presentan bajo peso, menor tamafio
de cerebro e hiperglicemia, las hembras muestran una respuesta anormal del utero a
estrogenos y alteracién en la ovulacion. Si a estos ratones se les realiza una hepatectomia
parcial no se observan cambios significativos en la regeneracion hepatica en lo que

concierne al tiempo del restablecimiento de la masa de higado perdida (Liu, 1999).

Por otro lado, ratones IGFBP-1 " muestran un desarrollo adecuado pero tienen una
regeneracion hepatica anormal después de una hepatectomia, caracterizada por necrosis
del tejido hepatico y por un retraso y disminucion en la sintesis de DNA en los hepatocitos,
debida a una pobre activacion de las vias MAPK/ERK y una reducida induccion de la
expresion del factor de transcripcién C/EBPJ3, de la ciclina A y ciclina B1, lo cual sugiere que
IGFBP-1 participa en la regeneraciéon hepatica al menos por su efecto sobre MAP/ERK y
C/EBPB. En estos experimentos muestran una disminuciéon en la presencia de pERK y
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C/EBP en el higado de los ratones IGFBP-1"" sometidos a hepatectomia parcial. Cuando a
estos ratones knockout se les administra IGFBP-1 recombinante un par de horas antes de
realizar la hepatectomia parcial, tanto los niveles en la expresion de C/EBPB y ERK1/2 como
la presencia de las proteinas pERK1 y C/EBPB no disminuyen respecto a los ratones IGFBP-
1*"* sometidos a hepatectomia (Leu, 2003).

Las células ovales se consideran como la progenie de las células madre hepaticas. En dos
modelos murinos de induccion de células ovales, uno consistia en una dieta deficiente en
colina y otro en un tratamiento con N-2-acetilaminofluoreno seguido de una hepatectomia
parcial, se observa que dentro de los genes que se sobreexpresan el que mas lo hace es el
gen de IGFBP-1, por lo que se podria especular que IGFBP-1 participa en la induccion de
células ovales. Ademas, en este modelo de hepatectomia parcial se muestra que la
expresion de IGFBP-1 se mantiene elevada después de 48 horas lo que sugiere que IGFBP-
1 puede tener un efecto prolongado en estos modelos de regeneracion (Arai, 2004), en
contraste con otros modelos donde se realiza una hepatectomia parcial y la expresion de

IGFBP-1 se ve aumentada sélo en las primeras horas.
3.4.4.3 IGFBP-1 como hepatoprotector

Después de un dafio mediado por virus de hepatitis 0 hepatotoxinas se observa una gran
apoptosis en los hepatocitos. Leu et al, mostraron en un modelo murino que después de una
estimulaciéon con Fas en ratones que no producian IGFBP-1 se observaba una apoptosis
masiva de hepatocitos. En los ratones deficientes a IGFBP-1 se observé una activacion de la
MMP-9, una actividad aumentada de TGFB-1, caspasa-3 y caspasa-8. Lo mismo observaron
en un modelo de dano agudo producido por CCls. Estas anormalidades se prevenian con un
pre tratamiento con IGFBP-1. Mostrando asi que, IGFBP-1 puede funcionar como un factor

de supervivencia critico en el higado (Leu, 2003).

En el humano, algunas enfermedades hepaticas se cree que provocan estrés en el reticulo
endoplasmatico (RE) (Carlson, 1989). Perturbaciones que alteran la homeostasis del RE
promueven la acumulacion de proteinas mal plegadas que perjudican la supervivencia
celular. Se ha mostrado que IGFBP-1 es inducida potentemente durante el estrés reticular

en hepatocitos humanos. Varios agentes estresantes del RE son capaces de elevar la
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expresion del mRNA de IGFBP-1 asi como, la concentracion intracelular de IGFBP-1 y la
proteina secretada hasta 20 veces. Esto ocurre mediante el factor activador de transcripcion
4 (ATF4 por sus siglas en inglés) el cual reconoce una secuencia en la regiéon reguladora (-
6682/-6384) del gen de IGFBP-1. ATF4 tiene como objetivos principales genes de
supervivencia, lo que sugiere que IGFBP-1 tenga una funcién de éste tipo bajo condiciones
de estrés. El aumento en la produccion de IGFBP-1 durante el estrés en el RE en el higado
puede constituir una sefal para modular el crecimiento celular y el metabolismo e inducir una

respuesta adaptativa sistémica (Marchand, 2006).

Aunque algunas células y tejidos, como el timo y el vaso, son muy sensibles a la apoptosis
mediada por p53 como respuesta al estrés téxico, otros tejidos como el higado son mas
resistentes (Rubin, 1968). p53 es un factor de transcripcion con la habilidad de modular
positiva o negativamente la expresién de una gran cantidad de genes, entre ellos algunos
genes pro apoptoticos y otros que promueven la supervivencia (Laptenko, 2006). En el
higado se ha observado que la activacion transcripcional de p53 provoca un aumento en la
expresion de IGFBP-1. Parte de la IGFBP-1 intracelular se localiza en la mitocondria, donde
se une a la proteina BAK (Bcl2-antagonist/Killer) (Leu, 2007). BAK es una proteina de la
membrana mitocondrial y un iniciador de la muerte celular (Griffiths, 1999). IGFBP-1 en la
mitocondria obstruye la activacion y la posterior induccion de la apoptosis mediada por BAK.
Cuando IGFBP-1 forma un complejo con BAK, la formacién del complejo pro apoptético
p53/BAK no se lleva a cabo adecuadamente (Leu, 2007). Esto se observa tanto en cultivo
celular como en el higado. En contraste, los higados deficientes de IGFBP-1 muestran
apoptosis espontanea que es acompafiada por acumulacion mitocondrial de p53 vy
oligomerizacion de BAK. Sin embargo, si el dafio persiste o sobrepasa un umbral critico y los
niveles de IGFBP-1 disminuyen, los hepatocitos serian entonces susceptibles a la induccién
de la muerte celular. EI aumento en la expresion de IGFBP-1 inducida por estrés puede
actuar dentro de una determinada ventana de tiempo como primera linea de defensa al

antagonizar la activacion de BAK en los hepatocitos (Leu, 2007).

La ocratoxina A es una micotoxina hepatotdxica que frecuentemente contamina la comida y
alimentos. Se ha observado que esta toxina puede inhibir a IGFBP-1, tanto a nivel
transcripcional como traduccional, por lo cual la hepatotoxicidad de la ocratoxina podria
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deberse a la inhibicion de IGFBP-1 y a la pérdida de sus efectos antiapoptéticos
(Hundhausen, 2008).

Una disminucién significativa de IGFBP-1 se ha reportado en pacientes obesos con
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) (Younossi, 2005), un desorden en el cual se observa
un aumento de la apoptosis y disfuncidn mitocondrial. Por otro lado, niveles elevados de
IGFBP-1 se han reportado en pacientes con cirrosis hepatica y/o carcinoma hepatocelular
(Hwang, 2003).

3.4.4.4 IGFBPs y fibrosis

El papel de las IGFBPs en el proceso fibrogénico en el higado no esta establecido, sin
embargo, se ha demostrado su participacion en el proceso fibrogénico en otros tejidos como
el pulmén y la piel (Yasuoka, 2009). Mas recientemente han surgido evidencias que
sustentan la participacion de algunas de estas proteinas en la activacion de HSC (Sokolovic,
2010; Liu, 2013).

Al incubar HSC no activadas en presencia de IGFBP-1 se observa un aumento significativo
en la estimulacion de los efectos proliferativos de IGF-I sobre las HSC. Lo que indica que la
interaccion de IGFBP-1 con las HSC puede incrementar su sensibilidad por IGF-I o que
IGFBP-1 por si sola puede tener un efecto sobre la proliferacién de las HSC activando una
via de transduccion de sefiales como MAPK, o incrementando la expresidon del receptor a
IGF-I (Scharf, 2004).

La halofuginona es un farmaco que afecta la sintesis de colagena y por lo cual podria ser
utilizado como un tratamiento antifibrético. Esta molécula ademas de inhibir la sintesis de
colagena estimula la sintesis de IGFBP-1 en los hepatocitos y se ha observado que la
secrecion de IGFBP-1 por los hepatocitos inhibe la motilidad de las HSC. El mecanismo por
el cual ocurre lo antes mencionado no ha sido descrito (Gnainsky, 2004). Sin embargo, poco

se sabe del papel que juega la IGFBP-1 en un proceso cronico de fibrosis.

Nuestro grupo de investigacién en el laboratorio de Higado, Pancreas y Motilidad, de la

Unidad de Medicina Experimenta de la Facultad de Medicina, identificé en particular que la
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IGFBP-1 se encuentra en una concentracion hasta 25 veces mas alta en el suero de
pacientes con fibrosis hepatica (Guzman, 2010). Resultados preliminares obtenidos en
nuestro laboratorio muestran diferencias significativas en las concentraciones de diferentes
IGFBPs entre pacientes con hepatopatia crénica y sujetos control. A pesar de ser un grupo
pequeio de pacientes el analisis estadistico permite discriminar con un alto nivel de

confianza entre enfermos y sujetos sanos.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que las IGFBPs tienen funciones independientes a los IGFs. Parte de las acciones
independientes que presenta IGFBP-1 las realiza en el higado donde tiene un papel como
hepatoprotector y promoviendo la proliferacion de los hepatocitos. Se ha observado que su
expresion cambia en diversas alteraciones hepaticas como en NASH, en la cirrosis, el
carcinoma hepatocelular y en el dafno agudo por hepatotoxinas. Se ha mostrado la
participacion de otras IGFBPs, como la IGFBP-5, en procesos fibrogénicos en piel y pulmén
y también se ha mostrado que IGFBP-1 puede interactuar con proteinas involucradas en el
mantenimiento de la matriz extracelular como son MMP-9 y TIMP-1, y que pudiera promover
la proliferacion de las HSC en las etapas tempranas de activacion. Por lo cual, IGFBP-1
podria ser una molécula cuyo estudio seria de gran importancia ya que podria dar
informacioén nueva sobre la fisiopatologia de la fibrosis hepatica, ser un blanco terapéutico o
utilizarse como un biomarcador para el diagndstico de la fibrosis. Debido a lo anterior, el
presente trabajo propone la participacion de IGFBP-1 en un proceso fibrogénico cronico en

un modelo murino.

5. HIPOTESIS

La expresion y produccion de IGFBP-1 aumentara conforme aumente la presencia de

fibrosis en el higado y disminuira durante el proceso de reversion de la misma.

35



6. OBJETIVOS.
6.1 Objetivo General

Estudiar la expresion y sintesis de IGFBP-1 en un modelo murino en el cual se establecieron

diferentes grados de fibrosis.
6.2 Objetivos particulares

e Administrar diferente numero de dosis de tetracloruro de carbono (CCl4) en grupos
de ratas macho Wistar para inducir diferentes grados de fibrosis.

e Establecer el grado de fibrosis mediante tinciones histoldgicas al tejido hepatico.

e Estudiar la expresién de los genes de IGFBP-1, MMP-9 y TIMP-1 en los diferentes
grupos.

e Cuantificar la proteina IGFBP-1 en el tejido de las ratas de los diferentes grupos.

7. METODOLOGIA

7.1 Modelo murino.
Se formaron 6 grupos de ratas macho de la cepa Wistar con peso de 250 £+ 20 gy de 3
meses de edad y fueron mantenidos en el bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de
la Facultad de Medicina, UNAM, Hospital General Eduardo Liceaga, bajo condiciones
controladas de humedad relativa y temperatura (75% HR, 23°C) con ciclos de luz-oscuridad
de 12hr. Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de ética en investigacion
del Hospital General de México y estuvieron acordes a la NOM-062-ZO0-1999. Se indujo
fibrosis hepatica administrando CCl, via intraperitoneal como se indica a continuacién: (1)
Grupo control FO (sin dafio hepatico, no se administré CCly), (2) 8 administraciones de CCl,
que inducen fibrosis hepatica en su primera fase F1, (3) 12 administraciones que inducen la
fase F2 de fibrosis hepatica, (4) 20 administraciones de CCl4 que corresponden a la fase F3
de fibrosis hepatica, (5) 40 dosis F4 (cirrosis) y (6) 20 dosis de CCls mas un mes de
recuperacion (F3-R), para el estudio durante la reversion de la fibrosis (Esquema 1). Las
administraciones se realizaron dos veces por semana, y consistieron de 250 ul de una

solucién de CCls al 33% v/v en aceite de oliva. Después de concluir con las
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administraciones correspondientes, los animales se sacrificaron tres dias después utilizando
una guillotina. Se recolectaron muestras del I6bulo medio izquierdo del higado (figura 1), de
las que una porcion se congelé a -70°C hasta su analisis y otra mas se almacend en
formaldehido 3.7% v/v en PBS (NaCl 138 mM, KCI 0.3 mM, Na,HPO, 8.1 mM, KH,PO, 1.5 mM)

para su posterior analisis histolégico.

Esquema 1. Esquema de administracion a los diferentes grupos de ratas:

4 semanas 6 semanas 10 semanas 20 semanas
Control 8 dosis 12 dosis 20 dosis 40 dosis
0 dosis de CCl, de CCl, de CCl, de CCl,
de CCl, 1 F2 F3 F4

20 dosis de
CCl,+ Rec
(F3-R)

14 semanas

7.2 Extraccion de RNA total.

Parte del tejido hepatico obtenido se homogenizé con 1 ml de reactivo Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Se anadieron 200ul de cloroformo y se centrifugd a 13000 rpm por 30
minutos a 4°C. Al sobrenadante se le agregaron 500 ul de alcohol isopropilico para precipitar
el RNA total, se almacend por lo menos una noche a -70°C y posteriormente se centrifugd a
13000 rpm por 30 minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante y el botdn obtenido se lavd con
1ml de EtOH 75% v/v en agua con DEPC (dietilpirocarbonato) centrifugando nuevamente a
13000 rpm por 30 minutos a 4°C. Finalmente se retir6 el sobrenadante y el boton se

resuspendioé en 100ul de agua libre de RNasas y se almacené a -20 °C.

7.3 Cuantificacion de RNA total.

Se realizaron diluciones 1:100 de RNA total en agua para cada muestra y se leyeron en un

espectrofotometro a 260 y 280 nm. Si la muestra se encontraba muy concentrada se
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realizaba una dilucién 1:1000. Con la absorbancia a 260 nm se calculd la concentracion de
RNA total en pg/ml. A partir de ese resultado se realizaron los calculos necesarios para

obtener alicuotas de cada muestra que tuvieran una concentracion de RNA total de 10 pg/ul.

7.4Integridad de RNA aislado.

Para conocer la integridad del RNA total aislado se realizaron electroforesis en gel de
agarosa al 2% con 5 ul de Bromuro de etidio. Se identificaron las bandas correspondientes a
28Sy 18S.

7.5RT.

Para obtener el cDNA a partir del RNA total aislado se realizé una rt-PCR usando un kit M-
MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Por muestra se agregaron 5 ul de
buffer 5X que contiene 250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15mM de MgCl, y 0.1 M de DTT. 10
Mg de muestra de RNA. 1 ul de oligo dT (500 pug/ml). 1.25 pl de mix 10 mM de dNTP (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP). 1 ul de la enzima M-MLV RT (200 unidades) y se agregé agua hasta

obtener 25 ul de volumen de reaccion.

7.6 Obtencion de las secuencias de oligonucleétidos para amplificar gen
de IGFBP-1, MMP-9 y TIMP-1.

Se realiz6 la busqueda de la secuencia de cDNA del gen de IGFBP-1 de rata en la base de
datos del NCBI (BC078889.1), de MMP-9 (NM_031055.1) y de TIMP-1 (BC099821.1).
Posteriormente se realizd el disefio de los oligonucledtidos introduciendo la secuencia de
cDNA en la pagina http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/. Para observar los cambios en la
expresion de IGFBP-1, MMP-9 y TIMP-1 se compard con la expresion del gen constitutivo
18S. A continuacién se muestran las caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados.

38



Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para realizar PCR.

Nombre Secuencia %GC Tm  Tamaiio del
°C producto

IGFBP-1 Sentido 5°- GAGCCCAGAGATGACAGAGG -3 60 59.94 334 pb
[E1Z =R WA (BTN 5'-CCACTCCATGGGTAGACAC - 3° 60 60.24

MMP-9 Sentido 5- GGATCCCCAGAGCGTTACTC - 3 60 60.99 182 pb
\WIVIEEERAGIEERI A 5 - GCAGGAGGTCATAGGTCACG -3 60 60.68

TIMP-1 Sentido 5- GGGTGTGCACAGTGTTTCC -3 57.89 60 178 pb
LRG0 5°- GTCATCGAGACCCCAAGGTA - 3 55 59.93

18S F Sentido 5-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3" 45 60 219 pb

18S R Anti sentido 5-GGTCGGCATCGTTTATGGTC-3" 55 60

Tm: temperatura de alineamiento

7.7 Estandarizacion de PCR.

Del tejido hepatico de las ratas de cada grupo se extrajo el RNA total a partir del cual se
sintetiz6 cDNA partiendo en todos los casos de 10ug de RNA. Tomando en cuenta las
temperaturas de alineamiento de cada par de oligonucleétidos se probaron diferentes
temperaturas y numero de ciclos hasta obtener en los geles de electroforesis una sola banda
que correspondiera al peso molecular del fragmento del gen que se estaba amplificando. Las

estandarizaciones se realizaron con muestras del grupo control.

A continuacién se muestran las condiciones que se utilizaron, en cada caso, para realizar la
PCR:

Tabla 6.Condiciones en las que se llev6 a cabo la PCR.

Gen Temperatura de alineamiento °C Numero de ciclos
IGFBP-1 60 30
61 40
TIMP-1 60 30
18S 60 28
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7.8 Densitometria éptica.

Una vez realizado el ensayo de PCR las muestras se corrieron en un gel de Agarosa al 1%
con bromuro de etidio. El gel resultante fue expuesto a luz UV (302nm) para observar las
bandas presentes en el gel mediante el uso de un transiluminador adaptado a una camara
digital (Kodak). Se realizé una densitometria 6ptica comparando la intensidad de las bandas
que corresponden al fragmento de cDNA del gen (IGFBP-1, MMP-9 o TIMP-1) con la

intensidad de la banda correspondiente a 18S, utilizando el software Image J (NIH, EUA).

7.9 Histologia.

Parte del higado se conservé en formaldehido, posteriormente se incluyé en parafina y se
realizaron cortes seriados de un grosor de 5 micras. Los cortes histoldgicos se tifieron con
hematoxilina y eosina (tincion de H-E), con la tincién tricromica de Masson y con rojo de Sirio;

estas dos ultimas para evidenciar la presencia de los septos fibréticos.

7.10 Extraccion de proteina a partir de tejido hepatico.

A 100 mg de tejido hepatico se les realizaron 5 ciclos de congelamiento-descogelamiento
con nitrogeno liquido y hielo con el fin de romper las membranas celulares. Posteriormente
se adicionaron 100 ul de PBS 1X y se homogenizo el tejido. El homogenizado se centrifugo
a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C, al finalizar la centrifugacion se recuperaron los
sobrenadantes. Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida (10 / 4%) para

observar la integridad de las proteinas aisladas.

7.11 Cuantificacion de IGFBP-1 en tejido hepatico por medio de
MILIPLEX® MAP Kit.

Una vez realizada la extraccién de proteinas del tejido hepatico se realizaron diluciones 1:15
a partir del sobrenandate obtenido para analizarlas mediante un arreglo en suspension
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multiple (Miliplex #Catalogo MIGFBPMAG-43K). Brevemente: se adicionaron 200 pl de
Assay buffer a cada uno de los 96 pozos, se agité por 10 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente el buffer se decantd. Se adicionaron 25 pl de Assay buffer a los pozos del
blanco, los estandares, los controles y de las muestras. A continuacion, 25 ul de los
estandares, controles y muestras fueron adicionados en sus respectivos pozos, asi como 25
pl de Assay buffer al pozo del blanco. 25 pl del mix de esferas magnéticas fue anadido a
cada pozo. La placa se incubé una noche completa en agitacion y a 4°C. La placa de 96
pozos se coloco sobre una placa magnética con el fin de que las esferas se fueran al fondo
de la placa y se pudieran realizar los lavados correspondientes. Una vez hechos los lavados
se adicionaron 50 pl del anticuerpo de deteccidon a cada pozo, la placa se incub6 30 minutos
a temperatura ambiente. Transcurridos los 30 minutos se agregaron 50 ul de estreptavidina-
ficoeritrina y se incub6 nuevamente 30 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz.
Finalmente se realizaron lavados, se agregaron 100 pl de Sheath fluid a cada pozo y la placa
se leyd en un equipo LUMINEX 200® (BioRad, Hercules, CA). La cantidad de proteina de
IGFBP-1 se calculé con base en la curva estandar (Figura 5), la sensibilidad del ensayo fue
de 0.04 ng/mL y los valores de controles de calidad del ensayo estuvieron dentro del rango

esperado (Tabla 7).

Fluorescence Intensity (FI)

IGFEP-1 [27]
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Figura 5. Curva estandar de IGFBP-1. La grafica muestra la fluorescencia de siete estandares con diferentes
concentraciones que se utilizaron para realizar la curva estandar para la cuantificacion de IGFBP-1 en las

muestras de proteina del tejido hepatico de las ratas con diferentes grados de fibrosis.

41




Tabla 7. Valores obtenidos de los controles internos en la cuantificacion de IGFBP-1.

0.36-0.75 0.62
2.2-45 4.35

En esta tabla se muestran los valores de los dos controles internos utilizados en la cuantificacién de IGFBP-1.
Podemos observar que en ambos casos el valor obtenido esta dentro del rango esperado, lo que indica que el

ensayo se realizé adecuadamente.

7.12 Analisis estadistico.

Se realizé una ANOVA de una via seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para
comparar diferencias entre los grupos control (F0O), 8 dosis de CCl, (F1), 12 dosis CCl4 (F2),
20 dosis CCl,4 (F3) y 40 dosis de CCl4 (F4). Se realizoé una t de student entre el grupo control
y el grupo de 20 dosis mas un mes de recuperacion (F3-R) y entre el grupo de 20 dosis CCl,4
(F3) y el grupo de 20 dosis mas un mes de recuperacion (F3-R). El analisis estadistico se

realizd con el programa GraphPad Prism 6. Se consider6 significante una p< 0.05.

8. RESULTADOS.

8.1 Induccidn de diferentes grados de fibrosis en el modelo murino.

El primer objetivo fue inducir diferentes grados de fibrosis en los grupos de ratas, por lo cual
se administré diferente numero de dosis de CCls a cada grupo y se observé que a mayor
numero de dosis el dafio en el higado era mayor. Por otro lado, en el grupo donde después
de 20 administraciones de CCls; se dio un mes de recuperacion pudimos observar la

reversion del dafio en el higado.
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Control FO

Figura 6. Imagenes al momento de latoma de muestra. Se muestran fotografias al momento de la toma de
muestras del grupo control (A) se muestra un higado en condiciones y apariencia normal, (B) después de 20
dosis de CCl, se observa un cambio en la apariencia del higado tanto en su coloracién como en su textura, (C)
después de 40 dosis de CCl, muestra un higado cirrético con un dafio importante y presencia de adherencias
(flechas).y después de 20 dosis de CCl, y un mes de recuperacion (D). Se observa que a mayor nimero de
dosis de CCl4 hay un dafio mayor en el higado Se puede observar una diferencia entre la imagen (B) y la
imagen (D), en ambos casos se administraron 20 dosis de CCl, pero la imagen (D) muestra la recuperacion

después de un mes de concluidas las administraciones.

8.1.1 Tinciones histologicas.

Utilizamos las tinciones de Hematoxilina y eosina, la tincion tricromica de Masson vy la tincion
de rojo de Sirio para microscopicamente poder establecer el grado de fibrosis hepatica
presente en los diferentes grupos. De acuerdo a la escala de METAVIR, en nuestro modelo

experimental, 8 dosis de CCls; dan como resultado fibrosis en su primera fase (F1), 12 dosis

43



corresponden a la fase 2 (F2), 20 dosis a la fase 3 (F3) y 40 dosis provocan cirrosis hepatica
(F4) de acuerdo a lo descrito en la Tabla 1 (escala de METAVIR).

En la tincion general de Hematoxilina y Eosina los nucleos de las células se tifien de color
morado y el citoplasma de color rosado. La tincion de H y E es la tincion de uso mas
frecuente en el estudio de células y tejidos mediante el uso de microscopia fotdnica y nos

permite observar la morfologia y la organizacién celular.

Figura 7. Imagenes de las tinciones de Hy E del tejido hepatico de las ratas tratadas con diferentes

dosis de CCly. Se observan alteraciones en la microestructura del higado debida a la administracion de CCl,.
A partir de 12 dosis de CCl,4 (F2) se observa la presencia de esteatosis (E) la cual se observa abundantemente
en el grupo F4. En los grupos F3 y F4 se pueden observar septos fibréticos (flechas). En el grupo F3-R aun se
observa la presencia de septos (flecha), sin embargo, en cuanto la organizacién de los hepatocitos, se observa

una diferencia respecto al grupo F3. (P) vaso portal. Imagenes observadas a 8X.
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La tincion tricromica de Masson es una tincion que nos permite visualizar fibras de colagena
tipo 1 las cuales se tifien de color azul, mientras que el citoplasma de las células de color
rosa y los nucleos de color lila. Esta tincion junto con la tincién de rojo de sirio nos

permitieron observar y estadificar la fibrosis presente en cada grupo utilizando la escala de

Metavir.

Figura 8. Imagenes de las tincién tricrémica de Masson del tejido hepatico de las ratas tratadas con
diferentes dosis de CCl,. En la imagen del grupo control no se observa coloracion azul que corresponda a
fibras de colagena. En el grupo F3 observamos la presencia de septos gruesos vy largos (flechas) y la
presencia de esteatosis. En F4 se observa una gran cantidad de esteatosis, la organizacién de los hepatocitos
se ha perdido completamente, se observan septos gruesos que se unen (flechas) y comienzan a formar redes,
todo esto corresponde a la cirrosis. Por ultimo, en la imagén del grupo F3-R se observa una reversion clara de

la fibrosis a una etapa 2 si lo comparamos con el grupo F3. Imagenes observadas a 8X.
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La tincidn de rojo de Sirio tifie el tejido conectivo de color rojo y aunque no es una tincion
especifica para fibras de colageno nos permite identificarlas cuando esta tincién se combina
con el uso de la luz polarizada; las fibras de colagena tipo | de a cuerdo a su orientacion se
observan de color amarillo brillante, naranja o rojo. Las fibras de colagena tipo Il se pueden
apreciar de color azul o amarillo claro y las fibras de colagena tipo Ill se observan de color

verde.

Control FO F1 F2

100um 100um 100um
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F3 F4 F3-R
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Figura 9. Imégenes de tincién de rojo de Sirio. Se muestran imagenes de los diferentes grupos con y sin luz
polarizada. Se observa el incremeto de las fibras de colageno. En el grupo F1 se observa la presencia de fibras
pequefias y finas. En el grupo F2 las fibras son de un grosor mayor y se observa fibrosis en puente
caracteristica de éste estadio de la fibrosis. En el grupo F3 observamos la presencia de un mayor nimero de
fibras las cuales comienzan a unirse. En el grupo F4 se observa la presencia de nddulos de regeneracién, que
son areas delimitadas por septos gruesos de colagena tipo | y lll, y caracteristicos de la cirrosis hepatica. Por
ultimo, en el grupo de Recuperacion observamos reversion del proceso fibrogénico, la presencia y grosor de

fibras disminuye respecto al grupo F3 (20 dosis de CCl,). Imagenes observadas a 8X.

8.2 Expresiéon y cuantificacion de IGFBP-1 en el tejido hepatico en los

diferentes grupos.

Se realiz6 una PCR para estudiar la expresién de IGFBP-1 en los diferentes estadios de la

fibrosis. Su expresién disminuyé en el grupo F2 (figura 10), que corresponde a una etapa
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intermedia de dafio, comparada con la observada en el grupo F1 (F1=0.64+ 0.02; F2=0.53%
0.03 expresado en Unidades Relativas) .La expresion mas alta del gen de IGFBP-1 se
observd en el grupo que recibié 40 dosis de CCl4 (F4), existe una diferencia significativa
entre este grupo y el grupo F2 (F2= 0.53+ 0.03; F4= 0.74+ 0.06 expresado en Unidades
Relativas). (Control (FO)= 0.62+ 0.07; F3= 0.63% 0.04).

IGFBP 1 E

1.0+

0.8 *

0.6-

0.4-

DO IGFBP-1/18S

0.2-

0.0-

Control FI1 F2
Grupo

Figura 10. Expresién de IGFBP-1 en el higado con diferentes grados de fibrosis. En éste grafico se
pueden observar los niveles de expresion de IGFBP-1 en los diferentes grupos. Se utilizé la expresion de 18S
para normalizar los datos. Los resultados que se muestran son la media + EEM. Se realizé una ANOVA de una
via seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para comparar los diferentes grupos y se observé una

diferencia significativa entre el grupo F1 vs F2 y F2 vs F4. DO= Densidad 6ptica. n= 6. *= p < 0.05.

La cuantificacion de IGFBP-1 se realizd utilizando un arreglo en suspension. Observamos
una disminucién significativa en la cantidad de proteina presente en el tejido hepatico en el

grupo F4 comparada con la proteina presente en el grupo control (FO) y F1 (figura 11).
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Figura 11. Cantidad de IGFBP-1 en ng/ 100g de tejido. En éste grafico se pueden observar la cantidad de
IGFBP-1 presente en 100 gr de tejido hepatico de ratas que presentan diferente grado de fibrosis y se observa
que en el grupo F4 la cantidad de IGFBP-1 en el tejido disminuye. Los resultados que se muestran son la
media + EEM. Se realiz6 una ANOVA de una via seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para comparar
los diferentes grupos y se observan diferencias significativas entre los grupos Control vs F4 y F1 vs F4. n= 6.
*=p < 0.05.

8.3 Expresion de MMP-9 y su inhibidor TIMP-1 en los diferentes grupos.

Estudiamos la expresién de MMP-9 y TIMP-1 durante los diferentes estadios de la fibrosis ya
que son proteinas implicadas en el mantenimiento de la ECM, pueden interactuar con
IGFBP-1 y su papel es importante en el progreso y resolucion de la fibrosis. No observamos
cambios en la expresion de MMP-9 en ningun grupo (figura 12) (Control (FO)= 0.87+ 0.09;
F1=0.88% 0.09; F2= 0.87+ 0.08; F3= 0.87% 0.06; F4= 0.87% 0.05), mientras que la expresién
de TIMP-1 aumenta conforme aumenta el dano en el higado (figura 13). En la expresién de
TIMP-1 existen diferencias significativas entre los grupos Control vs F3 (Control (FO)= 0.69+
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0.05; F3=0.77+ .07), Control vs F4 (Control (FO)= 0.69+ 0.05; F4= 0.99+ .08), F1 vs F4 (F1=
0.69+ .05; F4=0.99+ .08) y F2 vs F4 (F2=0.72+ .05; F4=0.99+ .08).

Expresién de MMP-9 en los diferentes grupos.

MMP9

185

DO MMP9/18S

Control F1 F2 F3
Grupo

Figura 12. Expresion de MMP-9 en el higado con diferentes grados de fibrosis. En éste grafico se pueden
observar los niveles de expresion de MMP-9 en los diferentes grupos. Se utilizé la expresion de 18S para
normalizar los datos. Los resultados que se muestran son la media + EEM. Se realizé una ANOVA de una via
para comparar los diferentes grupos y no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos.
DO= Densidad 6ptica. n=6 p < 0.05.
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Expresiéon de TIMP-1 en los diferentes grupos.
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Figura 13. Expresion de TIMP-1 en el higado con diferentes grados de fibrosis. En éste grafico se pueden
observar los niveles de expresion de TIMP-1 en los diferentes grupos. Se utilizé la expresion de 18S para
normalizar los datos. Los resultados que se muestran son la media £ EEM. Se realizé6 una ANOVA de una via
via seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para comparar los diferentes grupos. Se observa un aumento
en la expresion de TIMP-1 conforme el numero de dosis aumenta. DO= Densidad 6ptica. n= 6. *=p < 0.05.
***=p<0.001

8.4 Reversion de fibrosis.

Estudiamos la expresion de MMP-9, TIMP-1, ademas de la expresion y cuantificacion de
IGFBP-1 en el higado durante el proceso de reversion de la fibrosis. A un grupo de ratas se
les administré 20 dosis de CCly y finalizadas las administraciones se esperé un mes para la
toma de muestra. Observamos que la expresiéon de IGFBP-1 disminuye drasticamente en el
grupo de ratas donde observamos la reversion de la fibrosis comparada con la expresiéon del
grupo control (Control (FO)= 0.62+0.02; F3-R= 0.13%£ 0.009) y el grupo F3 (F3= 0.63+ 0.03)

(figura 14). A pesar de esto no observamos cambios significativos en la cantidad de proteina
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presente en el higado (Figura 15). La expresion de MMP-9 no cambia durante la reversion
de la fibrosis (figura 16), mientras que la expresion de TIMP-1 disminuye significativamente
cuando se compara al grupo donde se observo la reversion de la fibrosis con el grupo que
recibié el mismo numero de dosis de CCl4 (20 dosis, F3) (F3= 0.89+ 0.04; F3-R= 0.73% 0.02)
(figura 17).

0.8-
7)) |
)
b
<
o
[n1]
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o
o *
) B
Control F3 F3-R
Grupo

Figura 14. Expresion de IGFBP-1 durante el proceso de reversion de la fibrosis. Se observa una
disminucién en la expresion de IGFBP-1 durante el proceso de reversién de la fibrosis, la disminucién de la
expresioén es significativamente menor comparada con todos los otros grupos. Los resultados que se muestran
son la media + EEM. Se realizé una ANOVA de una via seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para

comparar los diferentes grupos. DO= Densidad éptica. n=6 *=p < 0.05
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Figura 15. Cuantificacion de IGFBP-1 durante la reversion de la fibrosis. No se observan diferencias
significativas en la cantidad de IGFBP-1 presente en el higado durante la reversion de la fibrosis. Los

resultados que se muestran son la media £+ EEM. Se realizé una ANOVA de una via. n= 6
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Figura 16. Expresion de MMP-9 durante el proceso de reversion de la fibrosis. Los resultados que se
muestran son la media + EEM. No se observan cambios en la expresiéon de MMP-9 durante la reversion de la

fibrosis. Se realizé una ANOVA de una via para comparar los diferentes grupos. DO= Densidad 6ptica. n= 6
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Figura 17. Expresién de TIMP-1 durante la reversion de la fibrosis. La expresion de TIMP-1 disminuye
durante el proceso de reversion de la fibrosis llegando a niveles similares a los que presenta el grupo control.
Los resultados que se muestran son la media £ EEM. Se realiz6 una ANOVA de una via seguida de la prueba

pos hoc de Bonferroni para comparar los diferentes grupos y se observan diferencias significativas entre el

grupo control vs el grupo F3 y F3 vs 20D+R. DO= Densidad 6ptica. n=6 *=p < 0.05.

9. DISCUSION

Se identificaron variaciones en la expresion del gen y la produccion de la proteina IGFBP-1
en el tejido hepatico durante los diferentes estadios de la fibrosis en nuestro modelo

experimental.

Recientemente se ha demostrado la participacién de algunas IGFBPs en el proceso
fibrogénico. En la fibrosis pulmonar, la sobre expresion de IGFBP-5 favorece la produccién
de ECM (colagenas vy fibronectina) y la respuesta fibrogénica por parte de los fibroblastos
(Yasuoka, 2009; Yasuoka, 2009; Sureshbabu, 2009). Efectos similares se han observado en
la fibrosis en piel (Yasuoka, 2006). Por otra parte, IGFBP-4 ha mostrado asociacion con los
niveles de expresion de las principales moléculas involucradas en la remodelacion de ECM,

las metaloproteinasas de matriz. Particularmente las MMP -1, -3 y -13 muestran una

54



correlacion con IGFBP-4 en la remodelacion tisular del endometrio en el periodo post-parto
(Wathes, 2011).

Debido a la similitud estructural entre las IGFBPs se puede pensar que otras proteinas,
adicionalmente a IGFBP 4 y 5, tengan un papel en el proceso de la fibrosis en otros tejidos.
En el higado IGFBP-1 aumenta la estimulacion de los efectos proliferativos de IGF-l sobre
las HSC (Scharf, 2004), aumenta su expresion al administrar halofuginona, un farmaco anti
fibrético (Gnainsky, 2004), y pacientes con fibrosis hepatica debida a la infeccion cronica por
virus de hepatitis C presentan niveles séricos de IGFBP-1 25 veces mayores respecto a
sujetos sanos (Guzman, 2010); por lo cual es factible una participacion de IGFBP-1 en el

proceso fibrogénico.

Cambios en la expresion de IGFBP-1 en el higado se han reportado después de una
hepatectomia parcial (Mohn, 1991) o de un dafio agudo producido por hepatotoxinas como
el CCly (Scharf, 2004), sin embargo, no se ha reportado el comportamiento de la expresion

de IGFBP-1 durante el progreso de dafo cronico al higado.

Observamos una disminucion significativa de la expresién en el grupo F2 comparada con el
grupo F1 y un aumento de la expresion significativo en el grupo F4 comparado con el grupo
F2 (Figura 12). Una expresion disminuida de IGFBP-1 podria ayudar a distinguir una etapa
de dafno moderado (F2) de una etapa inicial del dafio. Los cambios en la expresion
observados en las primeras etapas de la fibrosis no alteran la cantidad de la proteina
presente en el tejido hepatico. En la figura 16 observamos que la cantidad de proteina sélo
cambia en el grupo F4. En éste grupo, en el cual observamos cirrosis hepatica, se presenta
la mayor expresion del gen de IGFBP-1, no obstante, la cantidad de proteina en el tejido
hepatico es menor comparada con los grupos control y F1. El aumento en la expresion de
IGFBP-1 durante la cirrosis puede deberse al aumento en la produccion de IL-6 por las HSC
0 porque vias que promueven su transcripciéon son activadas como consecuencia del dafo
presenta. Ya que IGFBP-1 tiene un efecto sobre la regulacion de la glicemia y se sabe que la
cirrosis es acompanada por hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (Petrides, 1989) es
posible que parte de la proteina que se produce se esta excretando y por ello se encuentra
poca cantidad de la proteina en el higado en el grupo F4. También podria deberse a que

durante un dafo crénico en el higado los hepatocitos comienzan a sufrir apoptosis (Duval,
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2014), por lo cual la destruccion de estas células genere la liberacion de la IGFBP-1 que han
producido, provocando una disminucién de la proteina en el tejido. Por otro lado, durante la
cirrosis se observa disminucion en la produccidon de ciertas proteinas como la albumina y
proteinas de la coagulacion, mecanismos que disminuyen la produccion de estas proteinas

pudieran de igual forma influir en la disminucion de la cantidad de IGFBP-1.

La protedlisis de IGFBP-1 en el grupo F4 resulta poco probable pues en este grupo se
encontré la expresion mas alta de TIMP1, lo que significa que MMP-9 se encuentra
altamente inhibida y por lo tanto no ejerce su funcién principal, la degradacién de ECM, y por

otro lado, tampoco degrada a IGFBP-1 (Coppock, 2004).

Se sabe que IGFBP-1 puede aumentar los niveles de MMPs en cultivo de citotrofoblastos
(Hills et al., 2004) y promover la secrecion de TIMP-1 por los trofoblastos. En el higado
existe poca evidencia de la participacion de IGFBP-1 en la regulacion de los niveles de
MMPs y TIMPs, solo existe un reporte en el cual se muestra que concentraciones altas de
IGFBP-1 pueden reducir los niveles de la proteina MMP-9 en células de hepatocarcinoma
celular (Dai, 2014). Siendo MMP-9 y TIMP-1 proteinas implicadas en el mantenimiento de la
ECM y cuyo papel es importante en el progreso y resolucidon de la fibrosis estudiamos su
expresion durante los diferentes estadios de la fibrosis. Nuestros resultados de la expresion
de MMP-9 y TIMP-1 concuerdan con estudios previos; no se observa cambio en la expresion
de MMP-9 en ningun grupo (Figura 11), mientras que los niveles de expresion de TIMP-1

aumentan conforme aumenta el grado de fibrosis (Figura 12).

En nuestro modelo experimental observamos la reversion de fibrosis de una etapa F3 a una
etapa F2-F1 después de un mes de finalizado el tratamiento con CCls. Como se podria
pensar encontramos una menor expresion de TIMP-1 en el grupo donde observamos la
reversion de la fibrosis y observamos que su expresion en este grupo es practicamente igual
a la expresion que se observé en el grupo control (Figura 16). La expresiéon de MMP-9 no
cambia incluso durante la reversion de la fibrosis (Figura 15) pero al disminuir la expresion
de TIMP-1 existe menor inhibicion a MMP-9 y por ende, una mayor actividad sobre la

degradacion de ECM, que se refleja en una disminucién en la cantidad y grosor de septos.
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En nuestro conocimiento no hay reportes que hablen sobre la expresion de IGFBP-1 durante
la reversion de la fibrosis. Muy interesante resultdé observar una expresion tan baja de
IGFBP-1 durante la reversion de la fibrosis (Figura 14), la expresion es significativamente
menor a todos los otros grupos. Aunque hay una expresion tan baja del gen de IGFBP-1
durante la reversion de la fibrosis no se observaron cambios significativos en la cantidad de
proteina presente en el tejido hepatico (Figura 17). Probablemente hay una cantidad
suficiente de IGFBP-1 durante la reversién de la fibrosis y no se necesita mas expresion del
gen, o alguna molécula, por ejemplo la insulina, pueda provocar una disminucion en la

expresion de IGFBP-1.

En el tejido hepatico de las ratas observamos abundante cantidad de grasa (esteatosis)
principalmente cuando el dafio es grave (Figura 7). Un estudio en pacientes obesos que
presentaban NASH, cuyo fin era identificar diferencias en el patron de expresion de varios
genes por medio de un microarreglo, mostr6 que las personas que presentaban este
padecimiento tenian una expresion de IGFBP-1, menor comparada con sujetos sanos
(Younossi, 2005). Por lo cual la gran cantidad de esteatosis en los higados de las ratas
podria afectar de alguna forma la expresion de IGFBP-1 sin embargo, se sabe muy poco
sobre los mecanismos involucrados en la presencia de NASH. Seria interesante estudiar la
expresion de IGFBP-1 en diferentes grados de fibrosis en otros modelos experimentales, por
ejemplo; dieta deficiente de colina o administracion de tioacetamida, los cuales generan
fibrosis mediante mecanismos diferentes al CCls y nos ayudarian a entender si los cambios
en la expresion de IGFBP-1 se deben al grado de fibrosis independientemente de cual sea el

proceso fibrogénico.

El gen de IGFBP-1 es regulado de una forma muy compleja pues responde a diversos
estimulos. Muy interesante resultaria estudiar en nuestro modelo moléculas como IL-6,
insulina y otras proteinas relacionadas con la activacion o inhibicion de la transcripcion del
gen y asi entender a que responden los cambios en la expresion que observamos. Se ha
identificado que IGFBP-1 puede alterar los niveles de MMP-9 y TIMP-1 en ciertos tipos
celulares, por lo que seria interesante estudiar mas a fondo si durante el proceso fibrogénico

existe una relacion entre IGFBP-1 y proteinas relacionas con el mantenimiento de ECM.
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Existe la necesidad de desarrollar métodos de diagnostico de fibrosis alternativos, seguros y
eficaces, con el fin de mejorar el diagndstico, estadificacion y prondstico de pacientes que
sufren de este padecimiento. Resultados preliminares en nuestro laboratorio mostraron que
pacientes que presentaban fibrosis hepatica debida a infeccidn crénica por el virus de
hepatitis C presentaban niveles séricos de IGFBP-1 hasta 25 veces mayores comparados
con sujetos sanos, sugiriendo una posible participacion de ésta proteina durante el
desarrollo o progresion de la fibrosis hepatica. De gran importancia seria estudiar en nuestro
modelo si los cambios observados en la expresién y produccion de IGFBP-1 durante el
proceso fibrogénico se ven reflejados en los niveles séricos de la proteina y establecer si

tienen alguna utilidad para diagnosticar o estadificar la fibrosis en este 6rgano.

10. CONCLUSIONES

Se identificaron cambios en la expresion y produccion de IGFBP-1 en un dano croénico al
higado mediante la administracién de CCl,, sugiriendo que IGFBP-1 pudiera estar implicada

en el desarrollo y resolucion de la fibrosis hepatica.

La disminucién en la expresion de IGFBP-1 en el grupo F2 puede diferenciar entre etapas
iniciales e intermedias de dafo hepatico, sin embargo, ésta no seria una alternativa viable

para considerarla como un posible biomarcador.

La cantidad de IGFBP-1 en el tejido hepatico disminuye significativamente durante la cirrosis
probablemente como resultado de la excrecion de la proteina al torrente sanguineo o la

disminucién en el numero de hepatocitos.

La expresion de IGFBP-1 durante la reversién de la fibrosis disminuye notablemente pero la

cantidad de proteina presente en el tejido no cambia.

La expresion de MMP-9 no cambia en ningun grupo, mientras que la expresion de TIMP-1
aumenta conforme aumenta el dafno en el higado y disminuye durante la reversion a niveles

similares al grupo control.
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Las proteinas de union al factor de
crecimiento insulinoide  (IGFBP) son
principalmente producidas en el higado. Se
ha observado que la IGFBP-1 aumenta
significativamente en la sangre de
pacientes que presentan una infeccion
cronica por el virus de hepatitis C. Después
del dafio agudo por administracion de
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CONCLUSIONES

La expresion de IGFBP-1 en el higado tiene el potencial
de diferenciar las etapas tempranas y moderadas de fi-
brosis en la rata. En la recuperacidn de un higado con
fibrosis disminuye la expresion de IGFBP-1. La expre-
sion y la funcion de IGFBP-1 pueden estar asociadas
tanto a a progresian como a la reversion de la fibrosis
inducida por CCl4.
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