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1. RESUMEN 

La fibrosis hepática es la acumulación de matriz extracelular como consecuencia de un daño 

crónico. Múltiples etiologías de enfermedad hepática, como el alcoholismo y la hepatitis C, 

provocan fibrosis. La biopsia hepática, la cual es el estándar de oro para el diagnóstico de la 

fibrosis en este órgano, presenta varios inconvenientes, además, existen pruebas séricas de 

diagnóstico, pero cuentan con una pobre identificación de etapas intermedias de fibrosis y 

algunas de éstas no se realizan rutinariamente. Por lo cual, el estudio de moléculas que 

puedan ayudar al diagnóstico y estadificación de la fibrosis es muy importante. Resultados 

previos en nuestro laboratorio identificaron a la familia de proteínas de unión al factor de 

crecimiento insulinoide (IGFBP) como proteínas que pudieran estar implicadas en el 

progreso de la fibrosis hepática. En el presente trabajo se estudió la expresión y producción 

de la proteína IGFBP-1 en un modelo murino de daño crónico al hígado, además de la 

expresión de la metaloproteasa de matriz MMP-9 y TIMP-1, proteínas implicadas con el 

mantenimiento de la matriz extracelular. Se indujeron diferentes grados de fibrosis en cinco 

grupos de ratas macho Wistar mediante la administración de CCl4, y paralelamente se 

trabajó con un grupo de ratas a las cuales se les indujo fibrosis y posteriormente se les dio 

un mes de recuperación para poder estudiar las proteínas antes mencionadas durante el 

proceso de reversión de la fibrosis hepática. La estadificación de la fibrosis se realizó 

mediante análisis histológico y de acuerdo a la escala de METAVIR. Se contó con un grupo 

control sin fibrosis (F0), cuatro grupos con diferente grado de fibrosis F1, F2, F3, F4 (cirrosis) 

y un grupo donde se observó la reversión de la fibrosis de una etapa F3 a una etapa F2-1 

(F3-R). La expresión de IGFBP-1 disminuyó en el grupo F2 significativamente comparada 

con el grupo F1 y su expresión aumentó significativamente en el grupo F4 respecto al grupo 

F2. En cuanto a la proteína, la cantidad de IGFBP-1 presente en el tejido fue 

significativamente menor en el grupo F4 respecto a los grupos control y F1. La expresión del 

gen de MMP-9 no sufrió cambios en ningún grupo y la expresión de TIMP-1 aumentó 

conforme aumentó el daño en el hígado. En la reversión de la fibrosis la expresión de 

IGFBFP-1 disminuyó drásticamente pero la proteína en el tejido hepático no presentó 

cambios significativos. La expresión de TIMP-1 disminuyó en la reversión de la fibrosis a 

niveles semejantes al grupo control. Cambios en la expresión de IGFBP-1 sólo se han 

reportado como consecuencia de una hepatectomía parcial o un daño agudo provocado por 
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hepatotoxinas. En el presente trabajo se identificó que la expresión de IGFBP-1 disminuyó 

en el grupo con un grado de fibrosis intermedio, aumentó en el grupo con cirrosis y la menor 

expresión se observó durante la reversión de la fibrosis, por otra parte, la cantidad de 

IGFBP-1 en el hígado disminuyó en el grupo con mayor daño. Estos cambios sugieren que 

IGFBP-1 pudiera estar implicada en el desarrollo y resolución de la fibrosis hepática.  
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2. INTRODUCCIÓN 

El hígado tiene un papel central en el mantenimiento de la homeostasis ya que es 

responsable del metabolismo, síntesis, almacenamiento y distribución de nutrimentos, 

carbohidratos, ácidos grasos, vitaminas y xenobióticos. El hígado también produce un gran 

número de proteínas séricas como; la albúmina, las proteínas de la fase aguda, enzimas y 

cofactores. 

El principal tipo celular del hígado y que lleva acabo la mayoría de sus funciones son las 

células parenquimatosas o hepatocitos, que comprenden el 80% de las células hepáticas. El 

otro 20% representa a las células no parenquimatosas que son: células endoteliales, células 

de Kupffer, linfocitos y las células estelares hepáticas. 

Los hepatocitos adultos viven por largo tiempo y normalmente se encuentran en la fase G0 

del ciclo celular, pero mantienen la capacidad de proliferar en respuesta a un daño tóxico, 

infeccioso o una hepatectomía parcial, lo cual no ocurre con muchos de los tejidos en el 

cuerpo humano y de mamíferos en general. Esta regeneración no requiere del reclutamiento 

de células madre o células progenitoras, solo involucra la replicación de las células maduras 

funcionales del hígado. Una vez que la masa original del hígado se ha restablecido, la 

proliferación se detiene. 

Muchos factores de crecimiento y citocinas están implicados en la regulación de la 

regeneración hepática 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 (TNFα), la interleucina 6 (IL-6) y la 

proteína de unión al factor de crecimiento insulinoide 1 (IGFBP-1). 

La fibrosis hepática es una respuesta cicatrizante (acumulación de matriz extracelular –ECM) 

después de una lesión hepática. Si la lesión es aguda estos cambios son transitorios y la 

arquitectura hepática se restaura a su estado normal. Sin embargo, si la lesión es sostenida, 

la inflamación crónica y la acumulación de ECM llevan a una sustitución progresiva del 

parénquima hepático por tejido cicatrizado. Este proceso resulta en la cirrosis, la 

consecuencia final de fibrosis progresiva, la cual tiene un mal pronóstico y una elevada 

morbi-mortalidad. 
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Entre las proteínas que pueden tener una participación directa en la progresión de la fibrosis 

hepática, se encuentra la familia de proteínas de unión al factor de crecimiento insulinoide 

(IGFBP). Esta familia de proteínas, es sintetizada principalmente en el hígado y su función 

más documentada está asociada al control de la biodisponibilidad de los factores de 

crecimiento insulinoides (IGF) I y II.  

El grupo de investigación del laboratorio de Hígado, Páncreas y Motilidad (HIPAM) de la 

Unidad de Medicina Experimental del Hospital General de México, ha identificado la posible 

participación de IGFBP-1 en el avance de la fibrosis en pacientes con hepatitis C crónica. 

Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio han mostrado un aumento significativo 

en las concentraciones circulantes de esta proteína entre pacientes con hepatopatía crónica 

y sujetos control. Con esta evidencia es posible plantear que esta proteína tiene un papel  en 

la progresión del proceso fibrogénico e incluso en el desarrollo de hepatocarcinoma posterior 

al establecimiento de la cirrosis.  

 

3. ANTECEDENTES 

3.1 El hígado. 

El hígado es parte del sistema digestivo y está compuesto por lóbulos, cada lóbulo está 

dividido en segmentos. Los lóbulos están separados por una banda de tejido llamado tejido 

falciforme, el cual permite al hígado unirse al diafragma; además está cubierto por una capa 

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

El hígado 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 artería hepática, la cual suministra sangre rica en oxígeno proveniente 

del corazón.  
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Figura 1. Anatomía general del hígado de rata. Se observan las principales estructuras del hígado (1) lóbulo 

lateral derecho, (2) lóbulo medio derecho, (3) lóbulo caudado, (4) lóbulo lateral izquierdo, (5) lóbulo medio 

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

 

El hígado realiza muchas funciones importantes en el cuerpo. Produce bilis, la cual ayuda en 

el intestino delgado a la digestión y absorción de grasas, colesterol y algunas vitaminas. La 

bilis ayuda a absorber vitamina K, la cual es utilizada para producir factores de coagulación. 

Almacena vitaminas A, D, E, K y B12, y minerales como el hierro en forma de ferritina y 

cobre, el cual libera según las necesidades. Sintetiza y usa la bilirrubina; el hierro de la 

hemoglobina es almacenado en el hígado o usado por la médula ósea para producir 

eritrocitos. El hígado también ayuda al metabolismo de proteínas y carbohidratos. En éste 

órgano se produce, almacena e hidroliza el glucógeno liberando glucosa a la sangre para 

mantener la glicemia normal. El hígado filtra la sangre eliminando ciertas sustancias de 

origen endógeno o exógeno, impidiendo que se acumulen en el cuerpo por ejemplo, 

hormonas (estrógeno, aldosterona y hormona antidiurética), fármacos y alcohol  y es el único 

órgano con la habilidad de regenerarse (Tzanakakis, 2000). El 80% de la función del hígado 

puede mantenerse después de que una gran parte del órgano se haya removido (Mangnall, 

2003). 
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3.2 Fibrosis Hepática 

3.2.1 Patogénesis de la fibrosis hepática 

La fibrosis hepática es la acumulación de ECM como consecuencia de un daño. Si el daño 

es agudo, estos cambios son transitorios y la arquitectura se restaurará a su composición 

normal. Sin embargo, si el daño es sostenido habrá una inflamación crónica y una 

acumulación de ECM, lo que llevará a una sustitución progresiva de parénquima hepático 

por tejido cicatrizal. Éste proceso resulta en la cirrosis, la etapa más avanzada de la fibrosis. 

La progresión hasta la cirrosis es variable, pero generalmente lenta, siendo de entre 20-40 

años en personas con un daño hepático crónico y dependiendo de factores tanto genéticos 

como ambientales (Hernandez-Gea, 2011). 

El parénquima hepático está compuesto por hepatocitos, las células endoteliales y células 

no parenquimatosas que incluyen a las células estelares hepáticas (HSC) y células de 

Kupffer (CK) que conforman el resto de la población celular del hígado. El sinusoide es la 

unidad microvascular hepática, se caracteriza por la fenestración de sus células endoteliales 

y está separado de los hepatocitos por el espacio de Disse; es el lugar donde residen las 

HSC. Este espacio contiene una pequeña cantidad de ECM que es esencial para el 

mantenimiento de las diferentes funciones de las células parenquimatosas. 

Con la deposición de ECM en el espacio de Disse la fenestración normal se pierde, lo que 

provoca una deficiencia en el intercambio metabólico bidireccional normal entre el flujo de la 

vena porta y los hepatocitos.  

Se han descrito diferentes patrones de progresión de la fibrosis con base en la etiología, la 

región dañada (por ejemplo; portal o central), la fuente de células fibrogénicas involucradas y 

el mecanismo fibrogénico predominante (Cassiman, 2002). A nivel mundial la hepatitis 

crónica 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 hígado graso no alcohólico es común observar fibrosis perisinusoidal o 

pericelular. La fibrosis relacionada al alcohol se caracteriza por la deposición 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 hepática durante la fibrosis. Se muestran los diferentes tipos 

celulares presentes en el tejido hepático y los cambios que ocurren durante la fibrosis, siendo el cambio 

principal la activación de las HSC y el aumento en la producción de ECM. Tomada y modificada de 

(Hernández-Gea, 2011). 

Hígado con Fibrosis 

Hígado Normal 
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La acumulación de fibrosis lleva a la cirrosis, la cual se caracteriza por una distorsión del 

parénquima hepático y de la arquitectura vascular. La principal característica patológica de la 

cirrosis es la formación de nódulos de regeneración hepáticos circundados por septos 

fibróticos. Pueden ocurrir oclusiones en vénulas, ocasionando un mal funcionamiento del 

hígado y produciendo hipertensión portal (Hernandez-Gea, 2011). 

Mientras la fibrosis es asintomática, la cirrosis presenta una alta morbilidad y mortalidad. 

Una vez que se ha desarrollado cirrosis su historia natural típica incluye la progresión de una 

fase compensada a una fase no compensada; ésta última se define por el desarrollo de 

hipertensión portal y falla hepática. La hipertensión portal es la mayor complicación de la 

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

3.2.2 Composición de la matriz extracelular (ECM) en el hígado 
fibrótico 

En un hígado normal, existe una regulación precisa del balance entre producción y 

degradación de la ECM. Sin embargo, durante un daño crónico al hígado su producción 

excede al proceso de degradación, desarrollándose así fibrosis hepática como resultado de 

una acumulación de septos fibróticos y fibras entrecruzadas de colágena. Además, estos 

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

Normalmente, la ECM hepática comprende menos del 3% del área relativa de una sección 

de tejido hepático y aproximadamente el 0.5% del peso húmedo. Los componentes 

estructurales más importantes de la ECM son colágenas, proteoglicanos, laminina y 

fibronectina (Geerts, 2001). 

En un hígado normal la ECM está compuesta principalmente de colágenas tipo IV y VI. 

Después de un daño hay una disrupción de la matriz y un reemplazo de las fibras de 

colágena; ahora la matriz se forma principalmente de fibras de colágena tipo I y III y 

fibronectina (Olaso, 2001). Estos cambios en la composición de la ECM alteran el 

microambiente de la matriz y crea un impedimento físico y funcional en el flujo bidireccional 

del plasma entre el lumen de los sinusoides y los hepatocitos, lo que da como resultado una 

función hepática 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-β, la fibronectina y la laminina se unen a TNF-α, y la colágena se une al Factor 

de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), al factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) 

y la interleucina 2 (IL-2). La unión de factores de supervivencia a la ECM puede prevenir la 

apoptosis en un daño al hígado y también prevenir la proteólisis de éstos factores de 

crecimiento (Schuppan, 2001). 

La interacción entre la ECM y las células hepáticas es bidireccional. Después de un daño, la 

ECM puede modular la activación y proliferación de HSC, la angiogénesis y la disponibilidad 

y actividad de factores de crecimiento y MMPs. La ECM también provee a las células con 

señales para adhesión, migración, proliferación, supervivencia y diferenciación. La 

interacción ECM-célula está principalmente determinada por receptores de adhesión de 

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

Las integrinas son receptores heterodiméricos transmembranales compuestos de una 

subunidad α- y una β-; y tienen un dominio que puede unirse a componentes de la ECM y a 

moléculas de adhesión (Avraamides, 2008).  Los ligandos clásicos de las integrinas 

contienen una secuencia Arginina-Glicina-Ácido Aspártico (RGD), que es necesaria pero no 

suficiente para una transducción de señales. Las integrinas pueden también modular vías de 

transducción de señales, como la vía Hedgehog y pueden interferir con TGF-β1 y PDGF y 

juegan un rol importante en la biología del cáncer, incluyendo hepatocarcinogénesis 

(Stupack, 2007; Hehlgans, 2007; Omenetti, 2008). Se sabe que en cultivo las HSC expresan 

las integrinas: α1β1, α2β1, α5β1 y α6β4 (Friedman, 2008). 

La respuesta cicatrizante del hígado es el resultado de diversos daños, incluyendo, tóxicos, 

metabólicos y virales. La causa de esta respuesta es la activación y transdiferenciación de 

células mesenquimatosas residentes en miofibroblastos (MF) contráctiles, principalmente 

derivados de HSC, que generan la cicatriz, encapsulando así el daño (Friedman, 2008). 

Después de un daño hepático,  las HSC se activan por acción de TGF-β, lo que lleva a la 

conversión de una célula rica en vitamina A en reposo (una HSC quiescente) a una célula 
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que pierde vitamina A y que ahora cuenta con una gran capacidad de proliferación y 

contracción y que puede liberar citocinas proinflamatorias,  profibrogénicas y promitogénicas. 

Estas células activadas (figura 2) tienen la capacidad de aumentar la migración y deposición 

de los componentes de la ECM (Reynaert, 2002; Friedman, 2010) 

La activación de las HSC puede ser conceptualizada en dos fases: iniciación y perpetuación 

(Lee, 2011). La iniciación, también conocida como etapa preinflamatoria, se refiere a una 

etapa temprana en la que hay cambios en el fenotipo y expresión de genes. Esto es 

resultado primeramente de una estimulación paracrina debido al daño en las células 

parenquimatosas (hepatocitos). El mantenimiento de estos estímulos provoca una fase 

perpetuada regulada por estímulos autocrinos y paracrinos. La perpetuación involucra al 

menos seis distintos cambios en el comportamiento de las HSC: proliferación, quimiotaxis, 

fibrogénesis, contractilidad, degradación 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 población fibrogénica en el 

hígado (Friedman, 2010) existe contribución de otros tipos celulares: Fibroblastos portales, 

su activación 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 ósea y fibrocitos circulantes. Se 

ha demostrado que después de un daño la médula ósea produce células parecidas a MF 

(MF-like cells) que pueden participar en la progresión de la fibrosis hepática (Russo, 2006; 

Baertschiger, 2009).  

3.2.3 Degradación de la Matriz Extracelular (ECM) 

En modelos de fibrosis en animales, se ha observado que al eliminar el agente causante de 

daño hepático, la fibrosis se revierte (Henderson, 2007). En humanos el tratamiento exitoso 

de la enfermedad subyacente puede revertir la fibrosis siempre y cuando el daño no sea tan 

extenso. Se ha observado reversión de fibrosis en humanos en pacientes con patologías 

hepáticas como: sobrexposición a hierro y cobre, enfermedad hepática alcohólica, hepatitis 

B, C y D, hemocromatosis, cirrosis biliar secundaria, esteatohepatitis no alcohólica y 

hepatitis autoinmune (Friedman, 2006; Mallet, 2008).  
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La ECM se vuelve progresivamente insoluble y resistente a la digestión por proteasas debido 

al engrosamiento de los septos fibróticos y al aumento de entrecruzamiento de las fibras de 

colágena (Henderson, 2007).  

Las MMPs, también llamadas matrixinas, son una familia de enzimas dependientes de calcio 

que degradan substratos derivados de la colágena y no derivados de la colágena de la ECM. 

Se clasifican en cinco categorías con base en su sustrato específico: 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 proteínas. Por ende, los TIMPs juegan un papel importante en la degradación de la 

ECM acumulada durante un daño al hígado antagonizando la actividad de las MMPs. Las 

HSC son la principal fuente hepática de MMPs y TIMPs, especialmente MMP-2, MMP-3, 

MMP-9 y MMP-13. Y se sabe que TIMP-1 tiene un efecto antiapoptótico en las HSC (Murphy, 

2002). 

En ratas, un daño agudo al hígado aumenta la expresión de MMPs y TIMPs en pocas horas. 

Después de una dosis de tetracloruro de carbono (CCl4) 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 recuperación los niveles de estas proteínas, excepto MMP-2 y TIMPs, disminuyen 

rápidamente (Knittel, 2000). En un proceso crónico 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 progresión y resolución de la fibrosis. Los 

modelos estandarizados y validados para estos experimentos son la ligación de los 

conductos biliares y la administración de CCl4 (Montfort, 1978). 

La explicación de la resolución espontánea de la fibrosis hasta ahora aceptada, es que la 

reversión se da por la desactivación 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. Además, las HSC de los humanos 



22 
 

tienen una expresión relativa mayor del gen anti-apoptótico Bcl-2, que los ratones, por lo 

cual son menos susceptibles a la apoptosis (Novo, 2006).  

3.3 Estadios y diagnóstico de la fibrosis hepática 

La valoración de la fibrosis hepática es relevante para la atención 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 pronóstico más robusto en varias patologías hepáticas, 

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 años, la evaluación histológica de la biopsia hepática se ha considerado el 

estándar 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 Asociación Internacional para el estudio del Hígado 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 más comúnmente utilizadas para la estadificación de la fibrosis hepática. 

Escala Observación microscópica. Estadio de la 
fibrosis. 

Referencia. 

Metavir Sin fibrosis 

Fibrosis portal sin septos 

Fibrosis con escasos septos 

Fibrosis con numerosos septos 

Cirrosis 

F0 

F1 

F2 

F3 

F4 

(Bedossa & 

Poynard, 1996) 

Ishak Sin fibrosis 

Fibrosis portal 

Presencia de septos 

Formación incompleta de nódulos 

Cirrosis 

F0 

F1-2 

F3-4 

F5 

F6 

(Ishak et al., 

1995) 

Se indican los valores asignados a cada grado de fibrosis. (Schiavon,  2014). 



23 
 

 

Figura 3. Representación de los estadios de fibrosis según la escala de METAVIR.  Se 

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

Ya que existe una heterogeneidad de la fibrosis en el hígado y que la biopsia representa 

1/50000 del total de la masa del órgano puede haber un considerable sesgo en su 

evaluación histológica, existiendo gran variación tanto inter como intra observador (Regev, 

2002).  

En los últimos años se han propuesto varios biomarcadores no invasivos para el diagnóstico 

de la fibrosis. A continuación se muestra una tabla resumiendo las ventajas y desventajas 

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

 

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

invasivos. 

 Biopsia hepática Biomarcadores no invasivos 

Ventajas Sistemas de puntaje validados. 

Diagnóstico diferencial y condiciones 

asociadas. 

Evaluación simultanea de inflamación 

y necrosis. 

Ausencia significativa de molestias y 

riesgos. 

Permiten una evaluación frecuente. 

Interpretación objetiva. 

Aceptación por los pacientes. 
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Limitaciones Método invasivo con una morbilidad 

asociada. 

Alto costo. 

Errores en muestreo. 

Variación inter e intra observador. 

Poca precisión para discriminar entre 

etapas intermedias de la fibrosis. 

Biomarcadores no específicos del 

hígado o de la patología. 

Influencia de varios factores extra 

hepáticos. 
(Schiavon, 2014). 

Los biomarcadores no invasivos de fibrosis hepática pueden dividirse en dos grupos: 

biomarcadores séricos y técnicas de imagen. Los biomarcadores séricos pueden clasificarse 

a su vez en: directos o clase I 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 parámetro clínico o prueba de 

laboratorio. A continuación se enlistan pruebas disponibles y los factores que toma en 

cuenta: 

 

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

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

 

Los marcadores directos o de clase I son usualmente fragmentos de los componentes de 

matriz extracelular. Los principales marcadores directos estudiados son: ácido hialurónico, 

laminina, fibronectina, alfa-2-macroglobulina, el péptido carboxi terminal de la procolágena 

TEST Factores que toma en cuenta. Referencia 

Índice Forns Edad, cuenta plaquetaria, colesterol y 

GGT. 

(Forns et al., 2002) 

APRI 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 

globulina. 

(Koda et al., 2007) 
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tipo I, el péptido amino terminal de la procolágena tipo III (PIIINP), las MMPs, los TIMPs y el 

TGFβ -1.  

Como los biomarcadores indirectos, los biomarcadores de clase I (Tabla 4) se combinan 

generalmente con otras pruebas para mejorar el diagnóstico. A continuación se muestras 

pruebas disponibles que utilizan biomacadores directos: 

 

Tabla 4. Pruebas disponibles que incluyen biomarcadores directos. 

 

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

tienen una estadificación pobre de las etapas intermedias de la fibrosis y disponibilidad 

limitada (algunos patentados o son pruebas que no se realizan rutinariamente en la clínica). 

Por lo cual, es necesaria la búsqueda de biomarcadores alternativos que puedan mejorar 

considerablemente el diagnóstico de la fibrosis hepática. 

 

 

TEST Factores que toma en cuenta. Referencia 

Fibro Test Edad, sexo, haptoglobina sérica, alfa-2 

macroglobulina, apolipoproteína A1, gamma 

glutamil transpeptidasa y bilirrubina total. 

(Imbert-Bismut et al., 

2001) 

ELF Edad, TIMP-1, PIIINP y ácido hialurónico. (Rosenberg et al., 2004) 

Fibrometer Cuenta plaquetaria, índice de protrombina, AST, 

alfa-2-macroglobulina, ácido hialurónico, 

nitrógeno de urea en sangre y edad. 

(Calès et al., 2005) 

FIBROspect II TIMP-1,  alfa-2-macroglobulina y ácido 

hialurónico. 

(Patel et al., 2004) 

Hepascore Edad, sexo,  alfa-2-macroglobulina, ácido 

hialurónico,  gamma glutamil transpeptidasa  y 

bilirrubina total. 

(Adams et al., 2005) 
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3.4 IGFBP-1 

3.4.1 Generalidades 

La insulina y las proteínas de la superfamilia del IGF, las Proteínas de Unión al Factor de 

Crecimiento Insulinoide (IGFBPs) y las proteínas relacionadas a IGFBPs (IGFBP-rPs), son 

una superfamilia de péptidos anabólicos 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 mitógenos que afectan el crecimiento y el metabolismo (Rosenfeld, 1999). 

En mamíferos, el gen de la insulina se expresa exclusivamente en las células β del páncreas, 

de donde se libera directamente al hígado, mientras que los IGFs se expresan en el hígado, 

en respuesta al estímulo de la hormona del crecimiento (GH). Los IGFs se liberan y 

funcionan en otros diversos tejidos mediante su interacción con los receptores a IGF (IGFRs) 

promoviendo la proliferación, diferenciación, migración y supervivencia celular (Kelley, 1996; 

Philippou, 2014). 

En los fluidos biológicos los IGFs están unidos a las IGFBPs, proteínas con las que forman 

complejos y  cuya principal función es controlar la biodisponibilidad del IGF-I e IGF-II 

modulando su afinidad con sus receptores específicos (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= 10-10 M). 

Además, se han reportado nueve proteínas 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 única función de las IGFBPs era regular la biodisponibilidad de los IGFs, en años 

recientes se ha observado y comprobado que estas proteínas 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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Figura 4. El sistema del factor de crecimiento insulinoide (IGF).  Esquema de los componentes del sistema 

de IGF. IGFBPs (Proteína de unión al factor de crecimiento insulinoide), IGFBP-rPs (Proteínas relacionadas a 

las proteínas de unión al factor de crecimiento insulinoide), IGF-I/II (Factor de crecimiento insulinoide), 

Receptor de IGF tipo I, Receptor de IGF tipo II, M6P (Manosa 6-fosfato). Se piensa que IGFBPs  e IGFBp-rPs 

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

 

Las IGFBPs son proteínas ricas en cisteína y tienen una secuencia primaria de aminoácidos 

muy similar. La estructura de las IGFBPs contiene tres diferentes dominios: Un dominio N-

terminal conservado,  una región media de poca similitud entre las IGFBPs y un dominio C-

terminal conservado. Esta región media muy variable parece ser única de cada proteína ya 

que solo se observa una similitud del 15% y es donde se ha observado que se llevan a cabo 

la mayoría de las modificaciones postraduccionales (N-glicosilación, O-glicosilación o 

fosforilación). Es a esta región a la que se le atribuyen las funciones independientes de IGF 

que presentan dichas proteínas. 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 proteínas 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-Ácido Aspártico) en los aminoácidos 221-223 

(Jones, 1993). Este motivo RDG interactúa con integrinas involucradas en la adhesión 

célula-célula y célula-ECM (Hynes, 1992). Una hipótesis menciona que esta interacción 



28 
 

entre IGFBP-1 y las integrinas podrían 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, proteínas 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). El mRNA resultante del splicing de los 4 exones tiene una longitud de 1.5 

Kb, el cual se traduce en una proteína fosforilada, no glicosilada que consta de 234 

aminoácidos y cuyo peso molecular es de  25.3 kDa (Julkunen, 1988; Kelley, 1996). 

Presenta una afinidad similar por IGF-I e IGF-II. La IGFBP-1 es altamente expresada en 

hígado y riñón, aunque presenta una menor expresión en otros tejidos. Se ha observado la 

presencia de esta proteína en el líquido amniótico, en suero, en la placenta, en el endometrio, 

en la leche materna, en la orina, en el líquido sinovial, en el líquido intersticial y en el semen 

(Rajaram, 1997). 

El principal inhibidor de la expresión 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). Ésta 

secuencia en el promotor que reconoce a IRE está altamente conservada en el humano, la 

rata y el ratón, lo que muestra la importancia de este elemento en la regulación de la 

expresión de IGFBP-1.  

Se sabe que los glucocorticoides aumentan la expresión de IGFBP-1 y que en la región 

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; glucagón, teofilina, forscolina y análogos de AMPc (Suwanichkul, 1993). La 

interleucina 6 (IL-6) sobre regula la expresión de varios genes, entre ellos el gen de IGFBP-1, 

por la vía IL-6-STAT3. In vitro se ha visto que la inhibición de la expresión 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 proliferación de peroxisimas γ 

(PPARγ), en ausencia de insulina se ha observado que los niveles de IGFBP-1 se elevan 

hasta 1.6 veces al aplicar ligandos de PPARγ (Degenhardt, 2006). 

3.4.3 IGFBP-1 y homeostasis de la glucosa. 

Los IGFs están estrechamente relacionados estructuralmente con el precursor de la insulina, 

la proinsulina, y tienen la capacidad de estimular la proliferación y la diferenciación en un 

gran número de tipos celulares. En circulación 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. Ésta 

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 proteína parece ser el más importante 

regulador de la actividad insulinoide de los IGFs en respuesta a cambios agudos en el 

estado nutricional (Dheen, 1997). Después de una administración oral de glucosa la 

concentración en el suero de IGFBP-1 disminuye rápidamente cerca del 50%, mientras que 

la administración de otros sustratos energéticos como ácidos grasos no tiene efecto en sus 

niveles. IGFBP-1 aumenta en respuesta a hipoglucemia, realizar ejercicio por un tiempo 

prolongado, ayuno, malnutrición y diabetes. Al realimentar, los niveles hepáticos 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 mencionó 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 expresión. (Guan, 2014). La 

información documentada indica que la IGFBP-1 está relacionada con la  regulación 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 Interacción con proteínas reguladoras de la ECM 

La invasión tumoral y la invasión de los trofoblastos al útero comparten a las 

metaloproteinasas de matriz y sus inhibidores como mediadores bioquímicos. IGFBP-1, IL- 1 

y 6, leptina y TNFα, 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 número 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 proteínas, se producen una serie de fragmentos incapaces de unirse 

al IGF–I. Las células deciduales también producen inhibidores tisulares de 

metaloproteinasas  (TIMP-1 y -2) y α2 macroglobulina. Estas tres moléculas atenúan la 

proteólisis de IGFBP-1 por las MMPs. Por otro lado, se ha observado que IGFBP-1 puede 

incrementar la secreción de TIMP-1 por los trofoblastos. La proteólisis de IGFBP-1 puede 

representar un mecanismo para incrementar la biodisponibilidad y acción de IGF durante el 

desarrollo embrionario (Coppock, 2004). 

 3.4.4.2 IGFBP-1 y hepatocitos 

La principal fuente de producción de IGFBP-1 e IGFs es el hígado, donde es producida por 

los hepatocitos, tanto en adultos como en los últimos meses de desarrollo embrionario. Se 

sabe que los hepatocitos no cuentan con un gran número de receptores para IGF. Por lo 

tanto, algunas de las acciones que realiza IGFBP-1 en este órgano, de forma autócrina o 

parácrina, son acciones independientes de IGF.  

Las células de un hígado adulto permanecen normalmente quiescentes pero mantienen la 

capacidad de proliferar y regenerarse después de una hepatectomía parcial, un trasplante o 

un daño tóxico (Michalopoulos, 1990). En cualquiera de estas condiciones existen genes de 

respuesta inmediata, cuya expresión aumenta poco tiempo después de la remoción de una 

parte del hígado o de un daño tóxico. Estos genes se pueden clasificar en tres categorías: 

genes que codifican factores de transcripción, genes que codifican proteínas que se 

secretan y genes que codifican proteínas estructurales, cuya expresión se requiere para 
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regenerar al hígado y mantener la homeostasis. En este contexto, Mohn  et al,  muestran en 

un modelo murino que IGFBP-1 es uno de los genes tempranos específicos de hígado que 

más se sobreexpresa después de una hepatectomía parcial, lo cual no se observaba en los 

animales a los que se les realizó una maniobra simulada, lo que sugiere que su expresión es 

necesaria para la regeneración hepática (Mohn, 1991). Después de la hepatectomía parcial 

a nivel transcripcional se observa gran inducción del gen de IGFBP-1, con un primer pico de 

expresión 1 hora después de la remoción del tejido hepático (Mohn, 1991; Myronovych, 2008) 

y un segundo pico en la expresión 36-60 horas después de la hepatectomía. El patrón de 

genes que se expresan en el pico máximo de regeneración después de una hepatectomía 

parcial, incluido el gen de IGFBP-1, corresponde al mismo patrón de expresión que se 

observa en el hígado fetal, donde IGFBP-1 es una de las proteínas que más se expresan, lo 

que sugiere que vías de señalización comunes se activan en estos dos diferentes tipos de 

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

El aumento en la expresión del gen de IGFBP-1 es mediado en parte por la IL-6, una citocina 

necesaria para la regeneración y reparación normal del hígado. En ratones knockout IL-6 -/- 

el patrón de genes expresados rápidamente se altera después de una hepatectomía parcial, 

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

Los ratones transgénicos que sobre expresan IGFBP-1 presentan bajo peso, menor tamaño 

de cerebro e hiperglicemia, las hembras muestran una respuesta anormal del útero a 

estrógenos y alteración en la ovulación. Si a estos ratones se les realiza una hepatectomía 

parcial no se observan cambios significativos en la regeneración hepática en lo que 

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

Por otro lado, ratones IGFBP-1 -/- muestran un desarrollo adecuado pero tienen una 

regeneración hepática anormal después de una hepatectomía, caracterizada por necrosis 

del tejido hepático y por un retraso y disminución en la síntesis de DNA en los hepatocitos, 

debida a una pobre activación de las vías MAPK/ERK  y una reducida inducción de la 

expresión del factor de transcripción C/EBPβ, de la ciclina A y ciclina B1, lo cual sugiere que 

IGFBP-1 participa en la regeneración hepática al menos por su efecto sobre MAP/ERK y 

C/EBPβ. En estos experimentos muestran una disminución en la presencia de pERK y 
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C/EBPβ en el hígado de los ratones IGFBP-1-/-  sometidos a hepatectomía parcial. Cuando a 

estos ratones knockout se les administra IGFBP-1 recombinante un par de horas antes de 

realizar la hepatectomía parcial, tanto los niveles en la expresión de C/EBPβ y ERK1/2 como 

la presencia de las proteínas pERK1 y C/EBPβ no disminuyen respecto a los ratones IGFBP-

1+/+  sometidos a hepatectomía (Leu, 2003).  

Las células ovales se consideran como la progenie de las células madre hepáticas. En dos 

modelos murinos de inducción de células ovales, uno consistía en una dieta deficiente en 

colina y otro en un tratamiento con N-2-acetilaminofluoreno seguido de una hepatectomía 

parcial, se observa que dentro de los genes que se sobreexpresan el que más lo hace es el 

gen de IGFBP-1, por lo que se podría especular que IGFBP-1 participa en la inducción de 

células ovales. Además, en este modelo de hepatectomía parcial se muestra que la 

expresión 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 regeneración (Arai, 2004), en 

contraste con otros modelos donde se realiza una hepatectomía parcial y la expresión de 

IGFBP-1 se ve aumentada sólo en las primeras horas. 

3.4.4.3 IGFBP-1 como hepatoprotector  

Después de un daño mediado por virus de hepatitis o hepatotoxinas se observa una gran 

apoptosis en los hepatocitos. Leu et al, mostraron en un modelo murino que después de una 

estimulación con Fas en ratones que no producían IGFBP-1 se observaba una apoptosis 

masiva de hepatocitos. En los ratones deficientes a IGFBP-1 se observó una activación de la 

MMP-9, una actividad aumentada de TGFβ-1, caspasa-3 y caspasa-8. Lo mismo observaron 

en un modelo de daño agudo producido por CCl4.  Estas anormalidades se prevenían con un 

pre tratamiento con IGFBP-1. Mostrando así que, IGFBP-1 puede funcionar como un factor 

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

En el humano, algunas enfermedades hepáticas se cree que provocan estrés en el retículo 

endoplasmático (RE) (Carlson, 1989). Perturbaciones que alteran la homeostasis del RE 

promueven la acumulación de proteínas 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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expresión del mRNA de IGFBP-1 así como, la concentración intracelular de IGFBP-1 y la 

proteína secretada hasta 20 veces. Esto ocurre mediante el factor activador de transcripción 

4 (ATF4 por sus siglas en inglés) el cual reconoce una secuencia en la región reguladora (-

6682/-6384) del gen de IGFBP-1. ATF4 tiene como objetivos principales genes de 

supervivencia, lo que sugiere que IGFBP-1 tenga una función de éste tipo bajo condiciones 

de estrés. El aumento en la producción de IGFBP-1 durante el estrés en el RE en el hígado 

puede constituir una señal 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 tóxico, otros tejidos como el hígado son más 

resistentes (Rubin, 1968). p53 es un factor de transcripción con la habilidad de modular 

positiva o negativamente la expresión de una gran cantidad de genes, entre ellos algunos 

genes pro apoptóticos y otros que promueven la supervivencia (Laptenko, 2006). En el 

hígado se ha observado que la activación transcripcional de p53 provoca un aumento en la 

expresión de IGFBP-1. Parte de la IGFBP-1 intracelular se localiza en la mitocondria, donde 

se une a la proteína BAK (Bcl2-antagonist/Killer) (Leu, 2007). BAK es una proteína de la 

membrana mitocondrial y un iniciador de la muerte celular (Griffiths, 1999). IGFBP-1 en la 

mitocondria obstruye la activación y la posterior inducción de la apoptosis mediada por BAK. 

Cuando IGFBP-1 forma un complejo con BAK, la formación del complejo pro apoptótico 

p53/BAK no se lleva a cabo adecuadamente (Leu, 2007). Esto se observa tanto en cultivo 

celular como en el hígado. En contraste, los hígados deficientes de IGFBP-1 muestran 

apoptosis espontánea que es acompañada por acumulación mitocondrial de p53 y 

oligomerización de BAK. Sin embargo, si el daño persiste o sobrepasa un umbral crítico y los 

niveles de IGFBP-1 disminuyen, los hepatocitos serían entonces susceptibles a la inducción 

de la muerte celular. El aumento en la expresión de IGFBP-1 inducida por  estrés  puede 

actuar dentro de una determinada ventana de tiempo como primera línea de defensa al 

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

La ocratoxina A es una micotoxina hepatotóxica 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 podría 
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deberse a la inhibición de IGFBP-1 y a la pérdida de sus efectos antiapoptóticos 

(Hundhausen, 2008). 

Una disminución significativa de IGFBP-1 se ha reportado en pacientes obesos con 

esteatohepatitis no alcohólica (NASH) (Younossi, 2005), un desorden en el cual se observa 

un aumento de la apoptosis y disfunción mitocondrial. Por otro lado, niveles elevados de 

IGFBP-1 se han reportado en pacientes con cirrosis hepática y/o carcinoma hepatocelular 

(Hwang, 2003). 

3.4.4.4 IGFBPs y fibrosis 

El papel de las IGFBPs en el proceso fibrogénico en el hígado no está establecido, sin 

embargo, se ha demostrado su participación en el proceso fibrogénico en otros tejidos como 

el pulmón y la piel (Yasuoka, 2009). Más recientemente han surgido evidencias que 

sustentan la participación de algunas de estas proteínas en la activación de HSC (Sokolović, 

2010; Liu, 2013). 

Al incubar HSC no activadas en presencia de IGFBP-1 se observa un aumento significativo 

en la estimulación de los efectos proliferativos de IGF-I sobre las HSC. Lo que indica que la 

interacción 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 proliferación de las HSC activando una 

vía  de transducción de señales  como MAPK, o incrementando la expresión del receptor a 

IGF-I (Scharf, 2004).  

La halofuginona es un fármaco que afecta la síntesis de colágena y por lo cual podría ser 

utilizado como un tratamiento antifibrótico. Esta molécula además de inhibir la síntesis de 

colágena estimula la síntesis de IGFBP-1 en los hepatocitos y se ha observado que la 

secreción 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 crónico de fibrosis. 

Nuestro grupo de investigación en el laboratorio de Hígado, Páncreas y Motilidad, de la 

Unidad de Medicina Experimenta de la Facultad de Medicina, identificó en particular que la 
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IGFBP-1 se encuentra en una concentración hasta 25 veces más alta en el suero de 

pacientes con fibrosis hepática (Guzmán, 2010). Resultados preliminares obtenidos en 

nuestro laboratorio muestran diferencias significativas en las concentraciones de diferentes 

IGFBPs entre pacientes con hepatopatía crónica y sujetos control. A pesar de ser un grupo 

pequeño de pacientes el análisis estadístico 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 hígado donde tiene un papel como 

hepatoprotector y promoviendo la proliferación de los hepatocitos. Se ha observado que su 

expresión cambia en diversas alteraciones hepáticas como en NASH, en la cirrosis, el 

carcinoma hepatocelular y en el daño agudo por hepatotoxinas. Se ha mostrado la 

participación de otras IGFBPs, como la IGFBP-5, en procesos fibrogénicos en piel y pulmón 

y también se ha mostrado que IGFBP-1 puede interactuar con proteínas involucradas en el 

mantenimiento de la matriz extracelular como son MMP-9 y TIMP-1, y que pudiera promover 

la proliferación de las HSC en las etapas tempranas de activación. Por lo cual, IGFBP-1 

podría ser una molécula cuyo estudio sería de gran importancia ya que podría dar 

información nueva sobre la fisiopatología de la fibrosis hepática, ser un blanco terapéutico o 

utilizarse como un biomarcador para el diagnóstico de la fibrosis. Debido a lo anterior, el 

presente trabajo propone la participación de IGFBP-1 en un proceso fibrogénico crónico en 

un modelo murino. 

 

5. HIPÓTESIS 

La expresión y producción de IGFBP-1 aumentará conforme aumente la presencia de 

fibrosis en el hígado y disminuirá durante el proceso de reversión de la misma. 
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6. OBJETIVOS. 

6.1 Objetivo General 

Estudiar la expresión y síntesis de IGFBP-1 en un modelo murino en el cual se establecieron 

diferentes grados de fibrosis. 

6.2 Objetivos particulares 

 Administrar diferente número de dosis de tetracloruro de carbono (CCl4) en grupos 

de ratas macho Wistar para inducir diferentes grados de fibrosis. 

 Establecer el grado de fibrosis mediante tinciones histológicas al tejido hepático. 

 Estudiar la expresión de los genes de IGFBP-1, MMP-9 y TIMP-1 en los diferentes 

grupos. 

 Cuantificar la proteína IGFBP-1 en el tejido de las ratas de los diferentes grupos. 

 

7. METODOLOGÍA 

7.1 Modelo murino.  

Se formaron 6 grupos de ratas macho de la cepa Wistar con peso de 250 ± 20 g y 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 investigación 

del Hospital General de México y estuvieron acordes a la NOM-062-ZOO-1999. Se indujo 

fibrosis hepática administrando CCl4 vía intraperitoneal como se indica a continuación: (1) 

Grupo control F0 (sin daño hepático, no se administró CCl4), (2) 8 administraciones de CCl4 

que inducen fibrosis hepática en su primera fase F1, (3) 12 administraciones que inducen la 

fase F2 de fibrosis hepática, (4) 20 administraciones de CCl4 que corresponden a la fase F3 

de fibrosis hepática, (5) 40 dosis F4 (cirrosis) y (6) 20 dosis de CCl4 más un mes de 

recuperación (F3-R), para el estudio durante la reversión de la fibrosis (Esquema 1). Las 

administraciones se realizaron dos veces por semana, y consistieron de 250 µl de una 

solución de CCl4  al 33% v/v en aceite de oliva. Después de concluir con las 
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administraciones correspondientes, los animales se sacrificaron tres días después utilizando 

una guillotina. Se recolectaron muestras del lóbulo medio izquierdo del hígado (figura 1), de 

las que una porción se congeló a -70°C hasta su análisis y otra más se almacenó en 

formaldehído 3.7% v/v en PBS (NaCl 138 mM, KCl 0.3 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.5 mM) 

para su posterior análisis histológico. 

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

 

4 semanas 6 semanas 10 semanas 20 semanas 

 

 

 

 

 

7.2 Extracción de RNA total.  

Parte del tejido hepático obtenido se homogenizó con 1 ml de reactivo Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Se añadieron 200µl de cloroformo y se centrifugó a 13000 rpm por 30 

minutos a 4°C. Al sobrenadante se le agregaron 500 µl de alcohol isopropílico para precipitar 

el RNA total, se almacenó por lo menos una noche a -70°C y posteriormente se centrifugó a 

13000 rpm por 30 minutos a 4°C. Se retiró el sobrenadante y el botón obtenido se lavó 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 retiró el sobrenadante y el botón se 

resuspendió en 100µl de agua libre de RNasas y se almacenó a -20 °C. 

 

7.3 Cuantificación de RNA total.  

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

espectrofotómetro a 260 y 280 nm. Si la muestra se encontraba muy concentrada se 

14 semanas 
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realizaba una dilución 1:1000. Con la absorbancia a 260 nm se calculó la concentración de 

RNA total en µg/ml. A partir de ese resultado se realizaron los cálculos necesarios para 

obtener alícuotas de cada muestra que tuvieran una concentración de RNA total de 10 μg/µl. 

  

7.4 Integridad de RNA aislado.  

Para conocer la integridad del RNA total aislado se realizaron electroforesis en gel de 

agarosa al 2% con 5 µl de Bromuro de etidio. Se identificaron las bandas correspondientes a 

28S y 18S.  

 

7.5 RT.  

Para obtener el cDNA a partir del RNA total aislado se realizó una rt-PCR usando un kit M-

MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Por muestra se agregaron 5 µl de 

buffer 5X que contiene 250 mM Tris-HCl, 375 mM KCl, 15mM de MgCl2 y 0.1 M de DTT. 10 

µg de muestra de RNA. 1 µl de oligo dT (500 µg/ml). 1.25 µl de mix 10 mM de dNTP (dATP, 

dGTP, dCTP y dTTP). 1 µl de la enzima M-MLV RT (200 unidades) y se agregó agua hasta 

obtener 25 µl de volumen de reacción. 

 

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

Se realizó la búsqueda 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 realizó el diseño de los oligonucleótidos introduciendo la secuencia de 

cDNA en la página http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/. Para observar los cambios en la 

expresión de IGFBP-1, MMP-9 y TIMP-1 se comparó con la expresión del gen constitutivo 

18S. A continuación se muestran las características de los oligonucleótidos utilizados. 
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Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para realizar PCR. 

Nombre  Secuencia %GC Tm 
°C 

Tamaño del 
producto  

IGFBP-1 Sentido 5`- GAGCCCAGAGATGACAGAGG - 3` 60 59.94 334 pb 

IGFBP-1 Anti sentido 5`-CCACTCCATGGGTAGACAC - 3` 60 60.24 

MMP-9 Sentido 5`- GGATCCCCAGAGCGTTACTC - 3` 60 60.99 182 pb 

MMP-9 Anti sentido 5`- GCAGGAGGTCATAGGTCACG - 3` 60 60.68 

TIMP-1 Sentido 5`- GGGTGTGCACAGTGTTTCC - 3` 57.89 60 I78 pb 

TIMP-1 Anti sentido 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 Estandarización de PCR.  

Del tejido hepático de las ratas de cada grupo se extrajó el RNA total a partir del cual se 

sintetizó cDNA partiendo en todos los casos de 10µg de RNA. Tomando en cuenta las 

temperaturas de alineamiento de cada par de oligonucleótidos se probaron diferentes 

temperaturas y número 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 continuación se muestran las condiciones que se utilizaron, en cada caso, para realizar la 

PCR: 

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

Gen Temperatura de alineamiento °C Número de ciclos 

IGFBP-1 60 30 

MMP-9 61 40 

TIMP-1 60 30 

18S 60 28 
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7.8 Densitometría óptica.  

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 cámara 

digital (Kodak). Se realizó una densitometría óptica 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 Histología. 

Parte del hígado se conservó en formaldehído, posteriormente se incluyó en parafina y se 

realizaron cortes seriados de un grosor de 5 micras. Los cortes histológicos se tiñeron con 

hematoxilina y eosina (tinción de H-E), con la tinción tricrómica de Masson y con rojo de Sirio; 

estas dos últimas para evidenciar la presencia de los septos fibróticos. 

 

7.10 Extracción de proteína a partir de tejido hepático. 

A 100 mg de tejido hepático se les realizaron 5 ciclos de congelamiento-descogelamiento 

con nitrógeno líquido y hielo con el fin de romper las membranas celulares. Posteriormente 

se adicionaron 100 µl de PBS 1X y se homogenizo el tejido. El homogenizado se centrifugo 

a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C, al finalizar la centrifugación se recuperaron los 

sobrenadantes. Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida (10 / 4%) para 

observar la integridad de las proteínas aisladas. 

 

7.11 Cuantificación de IGFBP-1 en tejido hepático por medio de 
MILIPLEX® MAP Kit. 

Una vez realizada la extracción de proteínas del tejido hepático se realizaron diluciones 1:15 

a partir del sobrenandate obtenido para analizarlas mediante un arreglo en suspensión 
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múltiple (Miliplex #Catálogo MIGFBPMAG-43K). Brevemente: se adicionaron 200 µl de 

Assay buffer a cada uno de los 96 pozos, se agitó por 10 minutos a temperatura ambiente y 

posteriormente el buffer se decantó. Se adicionaron 25 µl de Assay buffer a los pozos del 

blanco, los estándares, los controles y de las muestras. A continuación, 25 µl de los 

estándares, controles y muestras fueron adicionados en sus respectivos pozos, así como 25 

µl de Assay buffer al pozo del blanco.  25 µl del mix de esferas magnéticas fue añadido a 

cada pozo. La placa se incubó una noche completa en agitación y a 4°C. La placa de 96 

pozos se colocó 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 µl del anticuerpo de detección a cada pozo, la placa se incubó 30 minutos 

a temperatura ambiente. Transcurridos los 30 minutos se agregaron 50 µl de estreptavidina-

ficoeritrina y se incubó nuevamente 30 minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz. 

Finalmente se realizaron lavados, se agregaron 100 µl de Sheath fluid a cada pozo y la placa 

se leyó en un equipo LUMINEX 200® (BioRad, Hercules, CA). La cantidad de proteína de 

IGFBP-1 se calculó con base en la curva estándar (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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Curva estándar de IGFBP-1. La gráfica muestra la fluorescencia de siete estándares con diferentes 

concentraciones que se utilizaron para realizar la curva estándar para la cuantificación de IGFBP-1 en las 

muestras de proteína del tejido hepático de las ratas con diferentes grados de fibrosis. 
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Tabla 7. Valores obtenidos de los controles internos en la cuantificación de IGFBP-1. 

Control  Rango esperado (ng/ml) Valor obtenido (ng/ml) 

I 0.36-0.75 0.62 

II 2.2-4.5 4.35 

En esta tabla se muestran los valores de los dos controles internos utilizados en la cuantificación de IGFBP-1. 

Podemos observar que en ambos casos el valor obtenido está dentro del rango esperado, lo que indica que el 

ensayo se realizó adecuadamente. 

 

7.12 Análisis estadístico. 

Se realizó una ANOVA de una vía seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para 

comparar diferencias entre los grupos control (F0), 8 dosis de CCl4 (F1), 12 dosis CCl4 (F2), 

20 dosis CCl4 (F3) y 40 dosis de CCl4 (F4). Se realizó una t de student entre el grupo control 

y el grupo de 20 dosis más un mes de recuperación (F3-R) y entre el grupo de 20 dosis CCl4 

(F3) y el grupo de 20 dosis más un mes de recuperación (F3-R). El análisis estadístico se 

realizó con el programa GraphPad Prism 6. Se consideró significante una p< 0.05. 

 

8. RESULTADOS. 

 

8.1 Inducción 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 administró diferente número de dosis de CCl4 a cada grupo y se observó que a mayor 

número de dosis el daño en el hígado era mayor. Por otro lado, en el grupo donde después 

de 20 administraciones de CCl4 se dio un mes de recuperación pudimos observar la 

reversión del daño en el hígado.  
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Figura 6. Imágenes al momento de la toma de muestra. Se muestran fotografías al momento de la toma de 

muestras del grupo control (A) se muestra un hígado en condiciones y apariencia normal, (B) después de 20 

dosis de CCl4 se observa un cambio en la apariencia del hígado tanto en su coloración como en su textura, (C) 

después de 40 dosis de CCl4   muestra un hígado cirrótico con un daño importante y presencia de adherencias 

(flechas).y después de 20 dosis de CCl4 y un mes de recuperación (D). Se observa que a mayor número de 

dosis de CCl4 hay un daño mayor en el hígado Se puede observar una diferencia entre la imagen (B) y la 

imagen (D), en ambos casos se administraron 20 dosis de CCl4 pero la imagen (D) muestra la recuperación 

después de un mes de concluidas las administraciones. 

 

 8.1.1 Tinciones histológicas. 

Utilizamos las tinciones de Hematoxilina y eosina, la tinción tricrómica de Masson y la tinción 

de rojo de Sirio para microscópicamente poder establecer el grado de fibrosis hepática 

presente en los diferentes grupos. De acuerdo a la escala de METAVIR, en nuestro modelo 

experimental, 8 dosis de CCl4 dan como resultado fibrosis en su primera fase (F1), 12 dosis 

F3-R F4 

A B 

C D 

Control F0 F3 
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corresponden a la fase 2 (F2), 20 dosis a la fase 3 (F3) y 40 dosis provocan cirrosis hepática 

(F4) de acuerdo a lo descrito en la Tabla 1 (escala de METAVIR). 

En la tinción general de Hematoxilina y Eosina los núcleos de las células se tiñen de color 

morado y el citoplasma de color rosado. La tinción de H y E es la tinción de uso más 

frecuente en el estudio de células y tejidos mediante el uso de microscopia fotónica y nos 

permite observar la morfología y la organización celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Imágenes de las tinciones de H y E del tejido hepático de las ratas tratadas con diferentes 

dosis de CCl4. Se observan alteraciones en la microestructura del hígado debida a la administración de CCl4. 

A partir de 12 dosis de CCl4 (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 fibróticos (flechas). En el grupo F3-R aún se 

observa la presencia de septos (flecha), sin embargo, en cuanto la organización de los hepatocitos, se observa 

una diferencia respecto al grupo F3. (P) vaso portal.  Imágenes observadas a 8X. 

Control F0 F1 F2 

F3 F4 F3-R 
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La tinción tricrómica de Masson es una tinción que nos permite visualizar fibras de colágena 

tipo 1 las cuales se tiñen de color azul, mientras que el citoplasma de las células de color 

rosa y los núcleos de color lila. Ésta tinción junto con la tinción de rojo de sirio nos 

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

Metavir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Imágenes de las tinción tricrómica de Masson del tejido hepático de las ratas tratadas con 

diferentes dosis de CCl4. En la imagen del grupo control no se observa coloración azul que corresponda a 

fibras de colágena. En el grupo F3 observamos la presencia de septos gruesos  y largos (flechas) y la 

presencia de esteatosis. En F4 se observa una gran cantidad de esteatosis, la organización 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 último, en la imagén del grupo F3-R se observa una reversión clara de 

la fibrosis a una etapa 2 si lo comparamos con el grupo F3. Imágenes observadas a 8X. 

Control F0 F1 F2 

F3 F4 F3-R 
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Control F0 

 
F1 F2 

La tinción de rojo de Sirio tiñe el tejido conectivo de color rojo y aunque no es una tinción 

específica para fibras de colágeno nos permite identificarlas cuando esta tinción se combina 

con el uso de la luz polarizada; las fibras de colágena tipo I de a cuerdo a su orientación se 

observan de color amarillo brillante, naranja o rojo. Las fibras de colágena tipo II se pueden 

apreciar de color azul o amarillo claro y las fibras de colágena tipo III se observan de color 

verde. 
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Figura 9. Imágenes de tinción de rojo de Sirio. Se muestran imágenes de los diferentes grupos con y sin luz 

polarizada. Se observa el incremeto de las fibras de colágeno. En el grupo F1 se observa la presencia de fibras 

pequeñas y finas. En el grupo F2 las fibras son de un grosor mayor y se observa fibrosis en puente 

característica de éste estadio de la fibrosis. En el grupo F3 observamos la presencia de un mayor número de 

fibras las cuales comienzan a unirse. En el grupo F4 se observa la presencia de nódulos de regeneración, que 

son areas delimitadas por septos gruesos de colágena tipo I y III, y característicos de la cirrosis hepática. Por 

último, en el grupo de Recuperación observamos reversión del proceso fibrogénico, la presencia y grosor de 

fibras disminuye respecto al grupo F3 (20 dosis de CCl4). Imágenes observadas a 8X. 

 

8.2 Expresión y cuantificación de IGFBP-1 en el tejido hepático en los 
diferentes grupos. 

Se realizó una PCR para estudiar la expresión de IGFBP-1 en los diferentes estadios de la 

fibrosis. Su expresión disminuyó en el grupo F2 (figura 10), que corresponde a una etapa 

F3 F4 
F3-R 
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intermedia de daño, comparada con la observada en el grupo F1 (F1=0.64± 0.02; F2=0.53± 

0.03 expresado en Unidades Relativas) .La expresión más alta del gen de IGFBP-1 se 

observó en el grupo que recibió 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 (F0)= 0.62± 0.07; F3= 0.63± 0.04). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expresión de IGFBP-1 en el hígado con diferentes grados de fibrosis. En éste gráfico se 

pueden observar los niveles de expresión de IGFBP-1 en los diferentes grupos. Se utilizó la expresión de 18S 

para normalizar los datos. Los resultados que se muestran son la media ± EEM. Se realizó una ANOVA de una 

vía seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para comparar los diferentes grupos y se observó una 

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

 

La cuantificación de IGFBP-1 se realizó utilizando un arreglo en suspensión. Observamos 

una disminución significativa en la cantidad de proteína presente en el tejido hepático en el 

grupo F4 comparada con la proteína presente en el grupo control (F0) y F1 (figura 11).  
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Figura 11. Cantidad de IGFBP-1 en ng/ 100g de tejido. En éste gráfico se pueden observar la cantidad de 

IGFBP-1 presente en 100 gr de tejido hepático 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 realizó una ANOVA de una vía 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 Expresión de MMP-9 y su inhibidor TIMP-1 en los diferentes grupos. 

Estudiamos la expresión de MMP-9 y TIMP-1 durante los diferentes estadios de la fibrosis ya 

que son proteínas implicadas en el mantenimiento de la ECM, pueden interactuar con 

IGFBP-1 y su papel es importante en el progreso y resolución de la fibrosis. No observamos 

cambios en la expresión de MMP-9 en ningún grupo (figura 12) (Control (F0)= 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 expresión 

de TIMP-1 aumenta conforme aumenta el daño en el hígado (figura 13). En la expresión de 

TIMP-1 existen diferencias significativas entre los grupos Control vs F3 (Control (F0)= 0.69± 
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0.05; F3= 0.77± .07), Control vs F4 (Control (F0)= 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). 

 

Expresión de MMP-9 en los diferentes grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Expresión de MMP-9 en el hígado con diferentes grados de fibrosis. En éste gráfico se pueden 

observar los niveles de expresión de MMP-9 en los diferentes grupos. Se utilizó la expresión de 18S para 

normalizar los datos. Los resultados que se muestran son la media ± EEM. Se realizó una ANOVA de una vía 

para comparar los diferentes grupos y no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos. 

DO= Densidad óptica. n= 6 p < 0.05. 
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Expresión de TIMP-1 en los diferentes grupos. 
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Figura 13. Expresión de TIMP-1  en el hígado con diferentes grados de fibrosis. En éste gráfico se pueden 

observar los niveles de expresión de TIMP-1 en los diferentes grupos. Se utilizó la expresión de 18S para 

normalizar los datos. Los resultados que se muestran son la media ± EEM. Se realizó una ANOVA de una vía 

vía seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para comparar los diferentes grupos.  Se observa un aumento 

en la expresión de TIMP-1 conforme el número de dosis aumenta. DO= Densidad óptica. n= 6. *=p < 0.05. 

***=p<0.001 

 

8.4 Reversión de fibrosis. 

Estudiamos la expresión de MMP-9, TIMP-1, además de la expresión y cuantificación de  

IGFBP-1 en el hígado durante el proceso de reversión de la fibrosis. A un grupo de ratas se 

les administró 20 dosis de CCl4 y finalizadas las administraciones se esperó un mes para la 

toma de muestra. Observamos que la expresión de IGFBP-1 disminuye drásticamente en el 

grupo de ratas donde observamos la reversión de la fibrosis comparada con la expresión del 

grupo control (Control (F0)= 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 proteína 
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presente en el hígado (Figura 15). La expresión de MMP-9 no cambia durante la reversión 

de la fibrosis (figura 16), mientras que la expresión de TIMP-1 disminuye significativamente 

cuando se compara al grupo donde se observó la reversión de la fibrosis con el grupo que 

recibió el mismo número de dosis de CCl4 (20 dosis, F3) (F3= 0.89± 0.04; F3-R= 0.73± 0.02) 

(figura 17). 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Figura 14. Expresión de IGFBP-1 durante el proceso de reversión de la fibrosis. Se observa una 

disminución en la expresión de IGFBP-1 durante el proceso de reversión de la fibrosis, la disminución de la 

expresión es significativamente menor comparada con todos los otros grupos. Los resultados que se muestran 

son la media ± EEM. Se realizó una ANOVA de una vía seguida de la prueba pos hoc de Bonferroni para 

comparar los diferentes grupos. DO= Densidad óptica. n= 6  *=p < 0.05 
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Figura 15. Cuantificación de IGFBP-1 durante la reversión de la fibrosis. No se observan diferencias 

significativas en la cantidad de IGFBP-1 presente en el hígado durante la reversión de la fibrosis. Los 

resultados que se muestran son la media ± EEM.  Se realizó una ANOVA de una vía. n= 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Expresión de MMP-9 durante el proceso de reversión de la fibrosis. Los resultados que se 

muestran son la media ± EEM. No se observan cambios en la expresión de MMP-9 durante la reversión de la 

fibrosis. Se realizó una ANOVA de una vía para comparar los diferentes grupos. DO= Densidad óptica. n= 6  
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Figura 17. Expresión de TIMP-1 durante la reversión de la fibrosis. La expresión de TIMP-1 disminuye 

durante el proceso de reversión de la fibrosis llegando a niveles similares a los que presenta el grupo control. 

Los resultados que se muestran son la media ± EEM.  Se realizó una ANOVA de una vía 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 óptica. n= 6  *=p < 0.05. 

 

9. DISCUSIÓN 

Se identificaron variaciones en la expresión del gen y la producción de la proteína IGFBP-1 

en el tejido hepático durante los diferentes estadios de la fibrosis en nuestro modelo 

experimental.  

Recientemente se ha demostrado la participación de algunas IGFBPs en el proceso 

fibrogénico. En la fibrosis pulmonar, la sobre expresión de IGFBP-5 favorece la producción 

de ECM (colágenas y 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 asociación con los 

niveles de expresión de las principales moléculas involucradas en la remodelación de ECM, 

las metaloproteinasas de matriz. Particularmente las MMP -1, -3 y -13 muestran una 
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correlación con IGFBP-4 en la remodelación tisular del endometrio en el periodo post-parto 

(Wathes, 2011). 

Debido a la similitud estructural entre las IGFBPs se puede pensar que otras proteínas, 

adicionalmente a IGFBP 4 y 5, tengan un papel en el proceso de la fibrosis en otros tejidos. 

En el hígado IGFBP-1 aumenta la estimulación de los efectos proliferativos de IGF-I sobre 

las HSC (Scharf, 2004), aumenta su expresión al administrar halofuginona, un fármaco anti 

fibrótico (Gnainsky, 2004), y pacientes con fibrosis hepática debida a la infección crónica por 

virus de hepatitis C presentan niveles séricos de IGFBP-1 25 veces mayores respecto a 

sujetos sanos (Guzmán, 2010); por lo cual es factible una participación de IGFBP-1 en el 

proceso fibrogénico.  

Cambios en la expresión de IGFBP-1 en el hígado se han reportado después de una 

hepatectomía parcial (Mohn, 1991) o de un daño agudo producido por hepatotoxinas como 

el CCl4 (Scharf, 2004), sin embargo, no se ha reportado el comportamiento de la expresión 

de IGFBP-1 durante el progreso de daño crónico al hígado. 

Observamos una disminución significativa de la expresión en el grupo F2 comparada con el 

grupo F1 y un aumento de la expresión significativo en el grupo F4 comparado con el grupo 

F2 (Figura 12). Una expresión disminuida de IGFBP-1 podría ayudar a distinguir una etapa 

de daño moderado (F2) de una etapa inicial del daño. Los cambios en la expresión 

observados en las primeras etapas de la fibrosis no alteran la cantidad de la proteína 

presente en el tejido hepático. En la figura 16 observamos que la cantidad de proteína sólo 

cambia en el grupo F4. En éste grupo, en el cual observamos cirrosis hepática, se presenta 

la mayor expresión del gen de IGFBP-1, no obstante, la cantidad de proteína en el tejido 

hepático es menor comparada con los grupos control y F1. El aumento en la expresión de 

IGFBP-1 durante la cirrosis puede deberse al aumento en la producción de IL-6 por las HSC 

o porque vías que promueven su transcripción son activadas como consecuencia del daño 

presenta. Ya que IGFBP-1 tiene un efecto sobre la regulación de la glicemia y se sabe que la 

cirrosis es acompañada por hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (Petrides, 1989) es 

posible que parte de la proteína que se produce se está excretando y por ello se encuentra 

poca cantidad de la proteína en el hígado en el grupo F4. También podría deberse a que 

durante un daño crónico en el hígado los hepatocitos comienzan a sufrir apoptosis (Duval, 
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2014), por lo cual la destrucción de estas células genere la liberación de la IGFBP-1 que han 

producido, provocando una disminución de la proteína en el tejido. Por otro lado, durante la 

cirrosis se observa disminución en la producción de ciertas proteínas como la albúmina y 

proteínas de la coagulación, mecanismos que disminuyen la producción de estas proteínas 

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

La proteólisis de IGFBP-1 en el grupo F4 resulta poco probable pues en este grupo se 

encontró la expresión más alta de TIMP1, lo que significa que MMP-9  se encuentra 

altamente inhibida y por lo tanto no ejerce su función principal, la degradación 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 secreción de TIMP-1 por los trofoblastos. En el hígado 

existe poca evidencia de la participación de IGFBP-1 en la regulación de los niveles de 

MMPs y TIMPs, sólo existe un reporte en el cual se muestra que concentraciones altas de 

IGFBP-1 pueden reducir los niveles de la proteína MMP-9 en células de hepatocarcinoma 

celular (Dai, 2014). Siendo MMP-9 y TIMP-1 proteínas implicadas en el mantenimiento de la 

ECM y cuyo papel es importante en el progreso y resolución de la fibrosis estudiamos su 

expresión durante los diferentes estadios de la fibrosis. Nuestros resultados de la expresión 

de MMP-9 y TIMP-1 concuerdan con estudios previos; no se observa cambio en la expresión 

de MMP-9 en ningún grupo (Figura 11), mientras que los niveles de expresión de TIMP-1 

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

En nuestro modelo experimental observamos la reversión de fibrosis de una etapa F3 a una 

etapa F2-F1 después de un mes de finalizado el tratamiento con CCl4. Como se podría 

pensar encontramos una menor expresión de TIMP-1 en el grupo donde observamos la 

reversión de la fibrosis y observamos que su expresión en este grupo es prácticamente igual 

a la expresión que se observó en el grupo control (Figura 16). La expresión de MMP-9 no 

cambia incluso durante la reversión de la fibrosis (Figura 15)  pero al disminuir la expresión 

de TIMP-1 existe menor inhibición a MMP-9 y por ende, una mayor actividad sobre la 

degradación de ECM, que se refleja en una disminución en la cantidad y grosor de septos.  
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En nuestro conocimiento no hay reportes que hablen sobre la expresión de IGFBP-1 durante 

la reversión de la fibrosis. Muy interesante resultó observar una expresión tan baja de 

IGFBP-1 durante la reversión de la fibrosis (Figura 14), la expresión es significativamente 

menor a todos los otros grupos. Aunque hay una expresión tan baja del gen de IGFBP-1 

durante la reversión de la fibrosis no se observaron cambios significativos en la cantidad de 

proteína presente en el tejido hepático (Figura 17). Probablemente hay una cantidad 

suficiente de IGFBP-1 durante la reversión de la fibrosis y no se necesita más expresión del 

gen, o alguna molécula, por ejemplo la insulina, pueda provocar una disminución en la 

expresión de IGFBP-1.  

En el tejido hepático de las ratas observamos abundante cantidad de grasa (esteatosis) 

principalmente cuando el daño es grave (Figura 7). Un estudio en pacientes obesos que 

presentaban NASH, cuyo fin era identificar diferencias en el patrón de expresión de varios 

genes por medio de un microarreglo, mostró que las personas que presentaban este 

padecimiento tenían una expresión de IGFBP-1, menor comparada con sujetos sanos 

(Younossi, 2005). Por lo cual la gran cantidad de esteatosis en los hígados de las ratas 

podría afectar de alguna forma la expresión de IGFBP-1 sin embargo, se sabe muy poco 

sobre los mecanismos involucrados en la presencia de NASH. Sería interesante estudiar la 

expresión de IGFBP-1 en diferentes grados de fibrosis en otros modelos experimentales, por 

ejemplo; dieta deficiente de colina o administración de tioacetamida, los cuales generan 

fibrosis mediante mecanismos diferentes al CCl4 y nos ayudarían a entender si los cambios 

en la expresión 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 

estímulos. Muy interesante resultaría estudiar en nuestro modelo moléculas como IL-6, 

insulina y otras proteínas relacionadas con la activación o inhibición de la transcripción del 

gen y así entender a que responden los cambios en la expresión 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 sería interesante estudiar más a fondo si durante el proceso fibrogénico 

existe una relación entre IGFBP-1 y proteínas relacionas con el mantenimiento de ECM.  
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Existe la necesidad de desarrollar métodos de diagnóstico de fibrosis alternativos, seguros y 

eficaces, con el fin de mejorar el diagnóstico, estadificación y pronóstico de pacientes que 

sufren de este padecimiento. Resultados preliminares en nuestro laboratorio mostraron que 

pacientes que presentaban fibrosis hepática debida a infección crónica por el virus de 

hepatitis C presentaban niveles séricos de IGFBP-1 hasta 25 veces mayores comparados 

con sujetos sanos, sugiriendo una posible participación de ésta proteína durante el 

desarrollo o progresión de la fibrosis hepática. De gran importancia sería estudiar en nuestro 

modelo si los cambios observados en la expresión y producción de IGFBP-1 durante el 

proceso fibrogénico se ven reflejados en los niveles séricos de la proteína y establecer si 

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

 

10. CONCLUSIONES 

Se identificaron cambios en la expresión  y producción de IGFBP-1 en un daño crónico al 

hígado mediante la administración de CCl4, sugiriendo que IGFBP-1 pudiera estar implicada 

en el desarrollo y resolución de la fibrosis hepática. 

La disminución en la expresión de IGFBP-1 en el grupo F2 puede diferenciar entre etapas 

iniciales e intermedias de daño hepático, sin embargo, ésta no sería una alternativa viable 

para considerarla como un posible biomarcador. 

La cantidad de IGFBP-1 en el tejido hepático disminuye significativamente durante la cirrosis 

probablemente como resultado de la excreción de la proteína al torrente sanguíneo o la 

disminución en el número de hepatocitos. 

La expresión de IGFBP-1 durante la reversión de la fibrosis disminuye notablemente pero  la 

cantidad de proteína presente en el tejido no cambia.  

La expresión de MMP-9 no cambia en ningún grupo, mientras que la expresión de TIMP-1 

aumenta conforme aumenta el daño en el hígado y disminuye durante la reversión a niveles 

similares al grupo control. 
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11. ANEXOS 
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INTRODUCCION 
L as proteínas de unión a l f act o r de 
c r eci",i e nto ins ulinoid e (IGFBP) son 
principalmente producidas e n e l hrgado. 
Se h a observado qu e l a IGFBP-1 
aumenta s ignifi cativa m e nte e n l a sangre 
de pacientes que presentan un a infecció n 
c róni ca por e l virus de h epatiti s C. 
D espués d e l daño agudo por 
admini s tración de t e tracloruro d e carbono 
(CCI4), e l patrón d e expr es ió n de IGFBP-
1 e n e l hígado de l as ratas cambia, l o c u a l 
se h a r e l ac io n a d o con l a prolife r ación de 
h epatoc itos y l a r egen eració n h epática . 
Sin e mbargo, est a proterna no h a s ido 
estudiada dura nte un tra t a mi e nto c r ó nico 
con CCI4, ni h a sido r e l ac io n ada con e l 
proceso fibrog é nico e n e l hrgado. 

O~ETIVO 

Evalu a r l a expr es i ó n del mRNA de Igfbp-1 
e n e l hígado de r a t as co n d ife r e nte g rado 
d e fibros i s induc ida por l a a dmini s trac ió n 
de CCI4. 

MATERIAL V MéTODOS 

GRUPOS 

20 0 0&1& de 
Ce l,,+ 

rec u perac i ó n 
20D+R 

Adminis tración d e 
250 ... 1 d e CC I4 v ía i .p. 
2 veces por sem a n a. 

• Ratas m ach o 
~. VVis tar de 250±20 

9 de peso y 3 
m eses de edad. 

• Extracción de RNA a 
partir de tej ido h epático. 

• PCR 

RESULTADOS 

Figura 1 . Fotograf(Ss de h(gado de los diferentes grupos e 
his to logfa que muestra diferentes g rados de flbrosls . 

IGFBP-1 
18S 

Tlnclones de H -E y trl c rómica de M asson . 

. ~ 

Gráfica 1 . Expresió n de IGFBP- 1 en e l hfgado con 
diferentes grados de fibrosis . Se rea lizó una A N QVA de una 

vfa para comparar los dife re ntes grupos pero no se 
e n contraron diferencias s iJl nifica tivas . 

I GFBP-"1 
1SS 

!'1 
~ 0 . 3 

~ 0 . :1 

8 0 . 1 

Gráfica 2 .Comparaclón de los niveles de expresión de 
IGFBP- 1 e ntre e l g rupo con 2 0 dosis de CCI4 y e l g rupo 

con e l mismo número de dosis mas un mes de 
recupe rac ió n (20 R) . Los dat os se a n a liza ro n m ed iante 

una t de s tude nt .... p e::: 0 .0 5 

CONCLUSIONES 
L a expr esión de IGFBP- 1 en el hrgado tiene 
e l pote n c ial de diferenc ia r las e tapas 
t e mpra n as y moderadas de fibros is e n la 
r a t a. En la r ecupe r ac ió n de un híga d o con 
fibrosis se disminuye la expres ión de 
IGFBP- 1 . L a expresión y la función de 
I G FBP-1 puede n estar asociadas t a nto a la 
progr es ió n como a la r e vers ión d e la 
fibros is induc ida por CCI4 . 
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INTRODUCCiÓN 
Las proteinas de unión al factor de 
crecimiento insulinoide IIGFBP) son 
principalmente producidas en el higado. Se 
ha observado que la IGFBP-1 aumenta 
significativamente en la sangre de 
pacientes que presentan una infección 
crónica por el virus de hepatitis C. Después 
del daño agudo por administración de 
tetracloruro de carbono ICCI4), el patrón de 
expresión de IGFBP-1 en el hígado de las 
ratas cambia, lo cual se ha relacionado con 
la proliferación de hepatocitos y la 
regeneración hepática. Sin embargo, esta 
proteina no ha sido estudiada durante un 
tratamiento crónico con CCI4, ni ha sido 
relacionada con el proceso fibrogénico en 
el higado. 

OBJETIVO 

MATERIAL Y MÉTODOS 

IGRUpos l Administración de 
250~133% de CC~ 
via Lp. 2 veces por 

semana. 

" 
l 

Ratas mamo 

~ 
W~rde 

250±20 9 de 
peso y3 me­
ses de edad. 

l 
Extracción de 

RNAa partir de 
t~~o hepático. 

.1 

RESULTADOS 
H-E MASSON 

1. Imágenes de hígado de Os dierenles grupose h.loOgía que 
muestra diferentes grados de fibrosis. Tlllciones de H·E y tricrómea de 

Masson. 

IGFBP-1 
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MD """ 
Figum 3.Comparaoon de Os níve.s deex~esión de IGF8p·1 en,e 
el grupo con 20 dos. de CC, y el grupo con el mismo número de do­
sis nás un mes de recuperación (20 R). Los resultados que se mues-

tran son el promedio± desvesl y se analizaron medianle una I de 
sludenl • p< 0.05. n' 8 

CONCLUSIONES 
La expresión de IGFBP-l en el hígado tiene el potencial 

de diferenciar las etapas tempranas y moderadas de ft­

brosis en la rata. En la recuperación de un higado con 

fibrosis disminuye la expresión de IGFBP-l, La expre­

sión y la función de IGFBP-l pueden estar asociadas 

tanto a la progresión como a la reversión de la fibrosis 

inducida por ((14. 
Evaluar la expresión del mRNA de IGFBP-1 en 
el higado de ratas con diferente grado de fi­
brosis inducida por la administración de CCI4. 

l 
PCR 

00 80 120 20 o 400 

Figum 2. ExpresMin de IGFBP-1 en el higado con dierenles grados de 
fibrosis. Los resultados que se muestran son el promedio! desvesl Una 

!.NOVA de una via no mos,o dierenoas s~n"'livas n' 8 
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