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1. RESUMEN

La fibrosis hepatica se define como la acumulacién excesiva de Matriz Extracelular
(ECM), consecuencia de algun dafio presente que puede 0 no ser reversible. Cuando la
lesion es pequefia o auto limitada, los procesos que ocurren en el 6rgano son
transitorios y la arquitectura del higado regresa a la normalidad por su capacidad de
regenerarse. Por el contrario, si la lesién hepatica es cronica y mantenida, esta presente
la inflamacion, la acumulacion de ECM continda y comoconsecuencia final se progresa
a cirrosis, un padecimiento consideradono reversible y que actualmente es la cuarta
causa de mortalidad en el pais.

Las herramientas disponibles actualmente no son suficientemente eficaces para
diagnosticar la fibrosis hepaticaen estadios tempranos e intermedios.La razén de esto
es porgue es una enfermedad asintomatica con una deteccion complicada, siendo ya
evidente en una etapa muy avanzada donde el dafio se considera irreversible. Hoy en
dia, la biopsia hepatica es el estandar de oro para determinar la fibrosis, esta conlleva
desventajas, como: su caracter invasivo, alta variabilidad que se tiene entre muestras,
infecciones bacterianas, entre otras. Se han desarrollado biomarcadores no invasivos
para el diagnostico y estatificacion de la fibrosis pero su precision y exactitud sigue
siendo baja.

Se ha realizado la basqueda e identificacion de moléculas como biomarcadores para la
deteccién temprana de la fibrosis antes de progresar a la cirrosis, ejemplo son las
Proteinas de Unidn del Factor de Crecimiento Insulinoide (IGFBP), estas transportan al
factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF) en circulacion.

Sin embargo, hay evidencia que las IGFBP participan enprocesos de reparacion del
dafo y cicatrizacion actuando como potenciales reguladoras de la sintesis de ECM,
siendo esto de mayor interés en esta tesis por la relacion que existe con la fibrosis.

En este trabajo se busca conocer el comportamiento de las proteinas IGFBP -1, -2, -3,
-5, -6 y -7 a nivel sérico durante el dafio hepaticoen dos modelos murinoscon diferente
etiologia: Administracion de Tioacetamida (TAA; dafiohepatotéxico) y Ligadura de
Conducto Biliar (BDL; dafocolestasico).

De forma breve; Modelo de TAA: Se trabajo con 36 ratones de la cepa C57BL/6, los

cuales fueron divididos en 6 grupos, donde 3 de ellos recibieron la administracién de
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TAA para inducir diferentes grados de fibrosis con respecto al tiempo (4 semanas:Ishak
2, 6 semanas: Ishak 3 y 8 semanas:Ishak 4), cada uno de ellos cont6 con su respectivo
grupo control.

Modelo BDL: Se trabajo con 9 ratones de la cepa CD-1,fueron divididos en 2 grupos,
donde uno tuvo intervencion quirdrgica pero sin BDL (SHAM) y el segundo grupo fue
sometido a intervenciéon quirargica con BDL, ambos grupos fueron mantenidos 7 dias
post-cirugia (BDL7).

Al final de los tratamientos de cada modelo se obtuvo el higado para realizar un andlisis
histoldgico y posteriormente para clasificar la fibrosis se utilizo la escala Ishak, en suero
se realizo la cuantificacion de las IGFBP.

En el modelo de TAA, la concentracién sérica de IGFBP-2 disminuyd significativamente
en los 3 tiempos de tratamiento con respecto al control y el grupo Ishak 3
tambiénmostrédisminucion significativa con respecto al grupo Ishak2; en el caso de
IGFBP-7 se observd un aumento significativo en circulacion en losgrupos Ishak 3 e
Ishak 4 con respecto al control.

En contraste, en el modelo de BDL, las concentraciones séricasen BDL7 tanto de
IGFBP-1 e IGFBP-2 aumentaron significativamentecon respecto al grupo SHAM.

En conclusién, la fibrosis hepatica fue evidente en ambos modelos de dafio y las
concentraciones séricas de algunas IGFBPs resultaron significativas asociandolas a su
posible participaciébn como reguladoras en la sintesis de EMC durante el dafio hepéatico

independientemente de la etiologia que lo cause.
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2. INTRODUCCION

El higado desempefia diferentes funciones dentro del organismo como son:
almacenamiento de glucégeno, metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
depuracion de la sangre, sintesis de una gran variedad de proteinas plasmaticas,
regulacion de la coagulacibn sanguinea, produccion de bilis y metabolismo de
sustancias extrafias que ingresan al organismo como el alcohol y los farmacos.

Hay varios factores de crecimiento y citocinas implicados en la regulacion del tejido
hepatico, como pueden ser IGF (Factor de Crecimiento Insulinoide), TGF (Factor de
Crecimiento Transformante), IL-6 (Interleucina 6), IGFBPs (Proteinas de Unién al Factor
de Crecimiento tipo Insulinoide).

Los factoresde crecimiento insulinoide IGF-I e IGF-Il participan en algunos procesos
celulares como: crecimiento, supervivencia y diferenciacibn. Sus proteinas
transportadoras (IGFBPs) regulan su biodisponibilidad, ademés se tiene evidencia que
tienen funciones tanto dependientes como independientes a IGF.

Cuando el tejido hepéticosufre una lesion aguda o auto limitada, los cambios que
ocurren son transitorios y la arquitectura del higado se restaura. Pero si el dafio es
constante, aparecerd la fibrosis que es la acumulacion de matriz extracelular (ECM, por
sus siglas en inglés, “extracellular matriz’) yademas de la presencia de inflamacién, este
proceso progresa a cirrosis, condicién con alta mortalidad.

Parte importante de este proyecto es la evidencia reportada donde las IGFBPs tienen
estrecha relacion con la progresion de la fibrosis hepética, tomando en cuenta que su
sintesis es realizada principalmente en el higado. Por esto, podrian ser en un futuro un
biomarcador o blanco terapéutico dentro de este padecimiento que surge por diferentes
etiologias y que actualmente es una problematica de salud en aumento dentro de la

poblacion mexicana y a nivel mundial.
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3. ANTECEDENTES

3.1.El higado
El higado es el segundo 6rgano mas grande del cuerpo (el primero es la piel) y la
glandula de mayor tamafo. Pesa alrededor de 1.5 kg representado el 2% de la masa
corporal total. Esta situado en la cavidad abdominal, por debajo del diafragma. Es el
organo donde los nutrientes absorbidos en el tubo digestivo se procesan y se almacenan
para ser utilizados por otros érganos, siendo una interfaz entre el sistema digestivo y la
sangre[1].
La irrigacion en el higado es caracteristica ya que recibe tanto sangre oxigenada como
sangre venosa. La sangre oxigenada proviene de la arteria hepatica (aportando el 25 %
de la sangre), mientras que la sangre venosa llega de la vena porta que proviene del
intestino delgado (aportando 75%)[2].
El lobulillo hepatico representa la unidad estructural y funcional del higado, que presenta
forma poligonal cuyo centro esta ocupado por la vena central y hacia los bordes de tres
a seis triadas portales. Cada triada portal esta formada por el ducto biliar, una rama de la
arteria hepatica y otra de la vena porta(Figura 1)[3].
El tejido hepético esta conformado en un 85% por hepatocitos que son las células
parenquimatosas. El 15% del higado comprende a las células no parenquimatosas, que
incluyen a las células de Kupffer (KCs,por sus siglas en inglés, “KupfferCells”) , las
células sinusoidales endoteliales (SECs, por sus siglas en inglés, “Sinusoidal
EndothelialCells”) y las células estelares hepaticas quiescentes (HSCs, por sus siglas en
inglés, “HepaticStellateCells”)en proporciones de 30, 60 y 10%, respectivamente[3].
Los hepatocitos forman placas alineadas y entre ellas se encuentra una red compleja de
espacios vasculares llamados sinusoides, recubiertos por un endotelio discontinuo y
fenestrado conformado por las SECs y las KCs que son los macréfagos residentes del
higado, ademas de otras células del sistema inmune. Los sinusoides estan separados
de los hepatocitos por el espacio perisinusoidal o espacio de Disse, donde radican las
HSCs que estan alrededor del sinusoide (Figura 1)[3].
El higado realiza varias funciones, entre las que se encuentran el almacenamiento de
glucoégeno, vitaminas, metabolismo de carbohidratos, depuracién de la sangre,
produccion de bilis, metabolismo de cualquier sustancia téxica que ingrese al organismo

como farmacos y alcohol, metabolismo de lipidos y proteinas, sintesis de una gran
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variedad de proteinas plasmaticas. El higado es considerado como un o6rgano vital y
realiza dos tipos de secreciones, una de tipo exocrina (que forma la bilis y se secreta
posteriormente al duodeno) y otra de tipo endocrina (que secreta sus productos
directamente al torrente sanguineo)[2].

J

Lébulo izquierdo
Lébulo derecho

Vena cava inferior

“— Arteria hepdtica

Vena porta hepitica . -
Sinusoide Canaliculo biliar

; hepético
Hepatocito Vena P
e Ala vena

Tejido
conectivo

Triada portal:

Liminas Ducto biliar

hepiticas R Rama de la
Triada portal: vena portal
Dul:hf biliar hepétla?ca
Rama de Rama de la
la arteria arteria hepitica
hepdtica Liminas
Ramadela hepdticas

vena portal

Hepatocito
hepitica

Célula de
Kupffer

&
. % \T / ,J__ Tejido

conectivo

Wena central

 Sinusoides
hepiticos

(a) Vision general de los componentes histoldgicos del hizado (b) Detalles de los componentes histoldgicos del higado

Figura.l. Representacion microscopica del lobulillo hepético y parte del mismo con todos los elementos que lo conforman. Tomada
y modificada de[4].

3.2.Fibrosis hepatica

Cuando el higado es expuesto a ciertos estimulos dafiinos, las células involucradas
sufren cambios relevantes en su morfologia y su estado de activacion,
consecuentemente poder dividirse. Por ejemplo, ante el dafio, los hepatocitos pierden
sus micro vellosidades, mientras que las SECspierden sus fenestraciones(Figura 2)[3].

Si el insulto al tejido es agudo o auto limitado, los cambios son transitorios y la
arquitectura del higado se restaura a su estructura normal. Sin embargo, si el dafio es
cronico o constante, la inflamacién crénica y la fibrosis hepatica que es la acumulacion
de matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés, “Extracellular Matrix”)persistiran
llevando a la sustitucion progresiva del parénquima hepatico por tejido cicatrizado[5].

La produccion de ECM obedece principalmente a la activacion de las HSC, que
responden de forma paracrina a sefiales provenientesde otros tipos celulares. En su

estado quiescente las HSC muestranuna forma tipicamente estrellada, son el principal
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reservorio de acidoretinoico (vitamina A) visible en forma de gotas en su
citoplasma,expresan desmina, la proteina acida fibrilar glial (GFAP) vy
producenbasicamente colagena de tipo IV. En respuesta a estimulos dafiinos, se
dispara su activacion, se trans-diferencian adquiriendo un fenotipo similar aun
miofibroblasto, pierden su reservorio de vitamina A, muestran actividad profibrogénica y
contractil (por lo tanto pueden migrar al sitio donde se origina la lesion), produciendo

colagenas de tipo I, tipo Il y fibronectina, principalmente(Figura 2)[3].

| Triada portal | Hl’gado normal

Ducto biliar
v -~

Hepatocitos

e SN @ .::: -
Células endoteliales sinusoidales

'~ N
v. Qspaao smusmdal de Disse °, _E_ '*'I'*T. ' oo ": ‘ AN ‘§ W
/ aam——_ @
Vena portal

Arteriola
hepatica

Activacién y A g 2 rs . 72
proliferacién de HSC Perdu(:lia de mlcrovel.losn:lades H |ga d (o] fl b rOt ICO
\( e los hepatocitos

Incremento de fibras de colagena
en el espacio de Disse

= = = (Coléagenastipo I, III, V
'.:'IE 112.%. Colagenas tipo IV, VI
A:::b Glucoconjugados (laminina, fibronectina, glucosaminoglucanos)

Figura. 2. Comparacion entre la microestructura hepaticanormal y fibrética, se observan los cambios en los distintos tipos celulares

después de su activacion por un dafio crénico. Tomada y modificada de [5].
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Las enfermedades fibroticas en diferentes 6rganos son responsables de un 45% de la
mortalidad mundial. En el caso del higado, las etiologias mas importantes de la fibrosis
hepatica y la cirrosis son la hepatitis cronica viral B o C, la enfermedad hepatica toxica
(ejemplo: consumo de alcohol), enfermedades autoinmunes y biliares como la cirrosis
biliar primaria, la enfermedad por higado graso no alcoholico que esta ligada a obesidad,
diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico [6].

La cirrosis, se trata de laetapafinal de la fibrosis progresiva, presentando distorsion de la
arquitectura vascular que finaliza en falla hepética [5]. Ademas se considera que la
cirrosis predisponeal desarrollo de un tipo de cancer de higado, conocido como
hepatocarcinoma celular (HCC).

A nivel mundial, la cirrosis hepatica representa la 14% causa de mortalidad, las muertes
por esta patologia incrementaron en los ultimos 30 afios, en el caso de México las
enfermedades hepaticas se encuentran en la 4° posicion de las causas de mortalidad y
donde las etiologias mas comunes son la hepatitis C, la enfermedad hepatica por alcohol

y la enfermedad por higado graso no alcohdlico.[7].

3.3.Diagnéstico y clasificacion del proceso de fibrosis hepatica

La fibrosis hepética puede ser determinada en 2 formas; de manera no invasiva, con una
aproximacion biolégica con cuantificacion de marcadores en suero y la segunda en una
aproximacion fisica, donde se mide la rigidez del higado; ambas resultando
complementarias [8].

La biopsia hepatica ha sido el estandar de oro para la evaluacién de la fibrosis porque es
una herramienta directa. Sin embargo, es invasiva y estresante para los pacientes y sus
meédicos, ademas esta sujetaa errores de muestreo, aun en las enfermedades donde el
higado es afectado uniformemente, como en caso de la hepatitis viral[9].

El tamafio de la muestra en la biopsia, varia entre 1 y 3 cm de longitud y entre 1.2 y 2
mm de diametro, representando aproximadamente 1/50,000 de la masa total del higado.
La biopsia percutdnea esta asociadacon complicaciones significativas en el 3% de los
pacientes con una tasa de mortalidad de 0.03%, ademas de considerarse un
procedimiento costoso [10].

Diferentes escalas se han desarrollado con el fin de evaluar la histologia de la biopsia

hepatica para diagnosticar el grado de fibrosis, ejemplo de esto es la escala Ishak que
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considera 7 diferentes estadios de la fibrosis hepaticaen la histologia hepatica utilizando

principalmente la tincion tricromica de Masson (Figura 3)[11].

Ishak 1 Ihak 2

Ishak 0
No hay fibrosis (arquitectura normal) Expansion fibrética en algunas areas portales Expansién fibrética en la mayoria de areas

con o sin septos cortos portales con o sin septos cortos

Ishak 5
Expansion fibrética en la mayoria de areas Expansion fibrética en areas portales con Puentes marcados TP-TP ofy TP-VC con
portales con ocasionales puentes TP-TP puentes marcados TP-TP ofy TP-VC nédulos ocasionales (cirrosis incompleta)

Ishak T “Ishak

Ead e
Ishak 6
Cirrosis

Figura 3. Clasificacion de la fibrosis hepatica con base a la escala Ishak utilizando la tincién tricrémica de Masson TP: Triada
portal, VC: Vena central. Flechas amarillas indican la presencia de fibras de colagena en el parénquima hepético.Descripcion
tomada de [11].

El interés de identificar y describir la fibrosis usando marcadores no invasivos ha ido a la
alza, estos ofrecen una atractiva alternativa con respecto a la biopsia tanto para los
pacientes como para los clinicos. Son practicamente no complicados, con pocos o
ningun error de muestreo y pequefia variabilidad relacionada con el observador, ademas
de que pueden realizarse repetitivamente [12].

Las caracteristicas ideales para un marcador de fibrosis hepética son: que sea
especifico del higado, barato y facil de realizar, que permita medir: estado de fibrosis (0
masa de matriz extracelular), actividad de deposiciéon de matriz y actividad de remocion
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de matriz. Ademas, las concentraciones del marcador de fibrosis hepética no se deben
alterar por cambios en la funcién hepatica, renal o reticuloendotelial, debe tener
caracteristicas reproducibles de interpretacion y seguir los cambios dindmicos en la
fibrogénesis [13].

Tanto la biopsia como la evaluacién histologica tienen un papel importante en la clinica,
donde destacan principalmente: 1)El diagnostico, 2)La evaluacion del prondstico (estadio

de la enfermedad) y/o 3) asistencia en la toma de decisiones terapéuticas [14].

3.4.Modelos animales

En la investigacion de la fibrosis hepatica, los experimentos en roedores son el estandar
de oro para confirmar o conocer mecanismos asociados a enfermedades y acercarse a

alguna situacion clinica [15].

Actualmente existe una diversidad de procedimientos estandarizados en modelos
animales para causar dafio al higado, como son: colestasicos, toxicos, inmunogénicos,
knock-outsy metabdlicos. Algunos de ellos simulan o progresan a eventos que ocurren
en el organismo del ser humano, como hipertension portal, hepatocarcinoma celular

(HCC) y la enfermedad del higado graso [15].

Tanto en el entorno experimental (animales) como el entorno clinico (humanos), los
sistemas para evaluar la fibrosis hepatica se basan en analisis de sangre, analisis de la

biopsia y técnicas de imagen no invasivas [15].

3.4.1. Hepatotéxico: Tioacetamida (TAA)

Los agentes hepatotdxicos pueden dafar organelos celulares como mitocondrias,
ndcleos, vacuolas, reticulos y consecuentemente inducir diversos tipos de lesion en el
higado. En distintos modelos experimentales, se hace uso de agentes, como
acetaminofén, tetracloruro de carbono (CCl,), galactosamina, fructosa y la tioacetamida.
Esta ultima es un compuesto de naturaleza sintética, usado como fungicida, solvente

organico y también en el proceso de curticién de pieles[16].

Una sola dosis de esta toxina en animales puede producir necrosis centrilobular con una
subsecuente respuesta regenerativa[l7]. Mientras que la administracion cronica lleva a

la fibrosis, posteriormente a la cirrosis y finalmente al hepatocarcinoma.Algunas de las
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ventajas de la administracion de TAA como modelo hepatotdéxico consisten en su alta
especificidad por el higado y una gran ventana de tiempo entre efectos necrogénicos y el

dafo hepatico[16].

La toxicidad de la TAA comienza con su bioactivacion por el sistema oxidasa,
particularmente por CYP2EL1 (citocromo P450 2E1), este participa en el metabolismo de
carcinogénos en el organismo. La activacion metabdlica de TAA conduce a la formacién
de metabolitos reactivos derivados de tioacetamida sulféxido y tioacetamida disulféxido
gue provocan aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) ademas una unién
covalente a proteinas y a acidos nucleicos provocando estrés oxidativo y finalmente el
dafo hepatico (Figura 4)[16, 18].

P450 (CYP2E1) P450 (CYP2E1)
TAA > TAASO > TAASO:

Aumento de ROS

Unidn covalente a proteinas
y acidos nucleicos Estrés omdatlvo

N

Daio hepatico

Figura 4. Metabolitos reactivos de TAA y su efecto en el tejido hepatico.

3.4.2. Colestasico: Ligadura de Conducto Biliar (BDL)

Otro modelo de dafio hepéatico muy estudiado en roedoreses la Ligadura de Conducto
Biliar (BDL, por sus siglas en inglés, “BileDuctLigation”). Con este procedimiento, la
obstruccion y la ligacion generan el incremento de la presién biliar, inflamacién, necrosis
y secrecion de citocinas por las células epiteliales biliares, causando colestasis.

La proliferacion de las células epiteliales biliares, el incremento de marcadores
fibrogénicos, como: el Inhibidor tisular de metaloproteasas tipo 1 (TIMP-1, por sus siglas
en inglés, ‘tissue inhibitor of metalloproteinases”) que es una glucoproteina que inhibe la

actividad de las metaloproteasas que se encargan de la degradacion de ECM, la actina
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del musculo liso alfa (a-SMA, por sus siglas en inglés, “alphasmoothmuscleactin”),
colagena 1 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, por sus siglas en
inglés, “transforminggrowth factor beta”), ademas de la acumulacion de células B y
células T en los tractos portales generan ROS y dafio hepatico [19].

Ademas estan presentes otros procesos como la proliferacion de ductos biliares,
diferenciacion de fibroblastos portales alrededor de células epiteliales biliares en
proliferacion y también la expresion masiva y deposicion de ECM[20].

La manifestacion mas visible de las enfermedades hepaticas y del tracto biliar es la
ictericia, que consiste en la coloracion amarilla de la piel y las mucosas, debido a la
acumulacion de bilirrubina[19].

La forma de evaluar cualquier tipo de dafio hepatico, incluyendo el ocasionado por la
colestasis se fundamenta en el uso del estandar de oro, la biopsia hepética, y su
respectivo andlisis histologicoutilizando la tincién tricromica de Masson para observar la
deposicion de colagena.

El tipo de dafio que se causa con la BDL es usado mundialmente en cientos de
laboratorios para inducir y entender la patologia de la inflamacién hepatica, colestasis y
la fibrosis. Es importante considerar que la ligadura tiene alta variabilidad entre los

animales por tratarse de una manipulacién quirdrgica[21].

3.5.Generalidades IGFBPs

Los factores de crecimiento tipo insulinoide IGF-I e IGF-lIl son pequefios péptidos,
aproximadamente con un peso molecularde 7 kDa, ambos tienen acciones metabdlicas y
mitogénicas que participan en el crecimiento, supervivencia y diferenciacion de tipos

celulares y tejidos [22].

Los componentes del sistema IGF incluye: IGFs (IGF-1 'y IGF-II), receptores de IGF (tipo |
y tipo II), las Proteinas de Union al Factor de Crecimiento Insulinoide (IGFBPs) y las
proteasas de IGFBP. (Figura 5). Las IGFBPs eran consideradas unicamentecomo
acarreadoras de IGFs capaces de prolongar su biodisponibilidad. Estudios posteriores
mostraron evidencia in vivo e in vitro, donde las IGFBPs participan en mecanismos

dependientes e independientes de IGF[23].
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La superfamilia IGFBP comprende 6 proteinas (IGFBP-1 a la IGFBP-6) que se unen con
gran afinidad a IGFs, ademas de un grupo de proteinas relacionadas a IGFBP (IGFBP-
rP 1-9), las cuales se unen con menorafinidad a IGF [24]. Aunque las IGFBPs se
producen en todos los tejidos, el higado es el 6rgano que aporta la mayor cantidad de

estas proteinas a la circulacion.

Sistema del Factor de Crecimiento Insulinoide (IGF)

Ligandos de alta afinidad a IGF Ligandos de baja afinidad a IGF
IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6 IGFBP-rPs  Fragmentos de IGFBP
= — PJu A

Proteasa de IGFBP

4 IGF-I/-1I

Receptor(es) Receptor de R |] 4 Receptor(es)
de IGFBP(s) IGF tipo | eceptor de de IGFBP-rP(s)
IGF tipo Il

Figura 5. Sistema IGF. Los componentes de este sistema incluyen: Factores de Crecimiento Insulinoide (IGF-1 y IGF-II), Proteinas
de Unidn al Factor de Crecimiento Insulinoide (IGFBP-1 a -6), Proteinas relacionadas a las Proteinas de Unidn al Factor de
Crecimiento Insulinoide (IGFBP-rPs), proteasas de IGFBP, receptores de IGF tipo-1 y tipo —1l, Manosa 6-Fosfato (M6P). Se cree

que IGFBPs e IGFBP-rPs cuentan con sus propios receptores.Tomada y modificada de[23].

Las IGFBPs tienen un peso aproximado de 24 a 50 kDa (216-289 aminoéacidos) y
comparten una estructura similar de 3 dominios: N terminal, C terminal, donde ambos
estan muy conservados y por ultimo, el dominio central que es mas variable denominado
linker. En el dominio N terminal se han identificado los residuos de union a los IGFs.
Adicionalmente pueden presentar motivos funcionales que ayudan a que sus acciones

sean diversas.
Algunas de las funciones de las IGFBPs son[23]:

e Limitan la biodisponibilidad de IGFs libres que se unen a receptores de IGFs
e Previenen la hipoglucemia inducida por IGF
e Regulan el transporte de IGFs entre espacios intra- y extra-vascular

e Prolongan la vida media de IGFs en circulacion
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Las concentraciones séricas de IGFBPs son reguladas mayormente por las

concentraciones de IGFs circulantes en condiciones fisiolégicas y patologicas[23].

3.5.1. IGFBPs en la fibrosis

Las IGFBPs han mostrado tener acciones independientes a IGFs teniendo un impacto
crucial en acciones celulares como el crecimiento, apoptosis y senescencia [25]. IGFBPs

varian en su expresion tisular, su respuesta y su regulacion por otros factores.

No se ha reportado evidencia clara de la participacion de las IGFBPs en la fibrosis
hepatica, sin embargo, si hay datos de algunas de ellas en la fibrosis de diferentes
organos. Podrian ser capaces de promover este evento por medio de las interacciones

con la ECM, como regular su sintesis.

Hay diversos estudios que reportan su participacion en el proceso fibrogénico, ejemplo
es IGFBP-5, cuyo papel fue reportado en la fibrosis pulmonar idiopatica donde los
fibroblastos primarios secretan IGFBPs que se unen a la EMC[26]. En el caso especifico
de IGFBP-5 en piel, induce la activacion de fibroblastos residentes y su transformacion
en miofibroblastos, resultando con un fenotipo fibrético asociado a cicatrizacion

queloide[27].

IGFBP-3 también se ha reportado incrementada en fibrosis pulmonar, pero de forma
dependiente a TGF-B (Factor de Crecimiento Transformante (38), la citocina profibrogénica

por excelencia[26)].

3.5.1.1. IGFBP-1

Es una proteina de 25 kDa con una secuencia RGD(secuencia especifica de
aminoacidos que tiene el tripéptido arginina-glicina-acido aspartico), que es clave en la
adhesion entre la proteina y la ECM porque los receptores de integrina presentes en la
membrana celular reconocenesta secuencia, siendo una de sus acciones
independientes a IGF[24].

Es sintetizada en el higado y en rifiones de personas adultas, también es la mas
abundante en liquido amniético. Se ha encontrado en condiciones de fosforilaciéon que

determinan su afinidad a IGFs. Ademas las concentraciones de esta proteina en suero
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estan reguladas predominantemente por insulina y corticosteroides. Después de las
comidas, en el suero se encuentra en concentraciones bajas (aprox. 10 ng/dL) pero en

condiciones de ayuno se elevan (aprox. 100 ng/dL)[24].

Diversos estudios confirman que la insulina via inhibicion de la transcripcion de IGFBP-1
es el determinante primario para su expresion tanto in vitro comoin vivo; ademas que
IGF-le IGF-II tienen efectos especificos inhibitorios en la expresion de esta proteina.Esto
ha sido confirmado con la administracion de IGFBP-1 recombinante y en modelos
transgénicos. Su expresion se ha encontrado elevada en higado (no humano) y en

riidn durante la regeneracion post-lesion[28].

En un estudio realizado en el Laboratorio de Higado, Pancreas y Motilidad Intestinal
(HIPAM) de la Unidad de Medicina Experimental del Hospital General de México se
encontrd en el suero de pacientes con fibrosis hepética que los niveles de IGFBP-1

estan aumentados hasta 25 veces mas con respecto a los controles [29].

3.5.1.2. IGFBP-2

Se trata de una proteina de 31 kDa, también cuenta con una secuencia RGD que
contribuye para su reconocimiento por los receptores (tipo integrina) de adhesiéon a la

EMC [25]. Ademas, este péptido no se encuentra fosforilado ni glucosilado[24].

Sus concentraciones son dependientes de la edad, con altos niveles observados en la
infancia y en la edad avanzada pero a bajos niveles en adultos jovenes[30]. La mayoria
de IGFBP-2 se encuentra en fluido cerebroespinal. En la regulacion de su expresion
también esté implicada la insulina y el estado metabdlico[24].

Se ha demostrado que IGFBP-2 se une a componentes de la matriz extracelular en
presencia o ausencia de IGFs, contribuyendo a la modulacién de la biodisponibilidad de
IGF en el espacio pericelular. Es una de las IGFBPs mas cominmente vy

abundantemente expresada en un gran rango de canceres humanos, como el HCC [25].
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3.5.1.3. IGFBP-3

Fue la primera IGFBP identificada en suero como un complejo de 150-200 kDa
(IGF+IGFBP-3+ALYS), para posteriormente encontrar a IGFBP-1 e IGFBP-2.Esta proteina
tiene 3 sitios de glucosilacion y en circulacion se encuentrade varias formas glucosiladas
teniendo un peso entre 40 y 44 kDa, mientras que cuando no esta glucosilada pesa 29
kDa. Las concentraciones séricas de IGFBP-3 e IGFs varian con la edad, comenzando
bajas en el nacimiento, incrementando en la infancia y en la adolescencia tienen sus

picos mas altos para posteriormente decrecer[24].

Las concentraciones séricas de esta proteina en pacientes con cirrosis se han
correlacionado con la gravedad de la enfermedad hepatica, donde en pacientes con
cirrosis compensada las concentraciones de IGFBP-3 eran bajas y después de un
trasplante hepatico mejoraban considerablemente, sugiriendo que la proteinal GFBP-3
circulante tiene relevancia como un biomarcador pronostico en pacientes con cirrosis
hepéatica [31].

3.5.1.4. IGFBP-5

Se trata de una proteina con un peso molecular de 31 kDa, que tiene una mayor afinidad
por IGF-lIl sobre IGF-I, su accion moduladora a este factor es principalmente
potenciadora. Se ha reportado que esta proteina se puede unir a componentes de la

ECM, como la colagena tipo | y la fibronectina [32].

Como se menciond anteriormente,este péptido se ha visto involucrado en procesos
fibréticos, el ejemplo es la fibrosis pulmonar idiopética, donde las IGFBPs que se unen a
la EMC son secretadas por fibroblastos primarios [26].

En el HIPAM, se tiene evidencia de la cuantificacion de IGFBP-5 en tejido hepatico en un
modelo murino con dafio hepatico causado por la administracion de tetracloruro de
carbono; se encontré disminucion significativa de su concentracion en la etapa mas

avanzada de la fibrosis: cirrosis hepatica pero sin cambios en etapas previas[33].
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3.5.1.5. IGFBP-6

IGFBP-6 es una proteina O-glucosilada con un peso molecular de 34 kDa. En humanos
se ha encontrado predominantemente en Fluido Cerebroespinal (CSF) y suero. Ademas
se une preferentemente a IGF-1l sobre IGF-I. Se expresa en células ovaricas, células
prostéticas, fibroblastos y otras células, esta regulada por IGF-Il y otras hormonas[24].

Su participacion se ha investigado en muchos canceres, en la mayoria de los estudios la
expresion de IGFBP-6 fue menor en las células malignas que en células normales
considerandolo que esta actuando como un inhibidor de procesos tumorales[34]. En un
estudio, las concentraciones plasmaticas de IGFBP-6 se reportaron significativamente
bajas en pacientes con HCC comparandolos con las concentraciones séricas de

pacientes con hepatitis viral B o C [35].

3.5.1.6. IGFBP-7

Se trata de una proteina N-glucosilada con un peso molecular de 26 kDa[23] y se une a
los factores de crecimiento tipo insulinoide con baja afinidad. Sin embargo a insulina se
une con gran afinidad y tiene un papel independiente de IGF. Es expresada en tejidos de
manera normal y también se ve implicada en diversos procesos fisiol6gicos, como:

proliferacion celular, adhesion, senescencia, apoptosis y angiogénesis [36].

Se han observado niveles bajos en todo el higado comparado con altos niveles en HSCs
indicando que las células estelares son la mayor o posiblemente las Unicas fuentes de
IGFBP-7 en el higado [36].

Existe la evidencia que la expresion de IGFBP-7 es especifica para activar las células
estelares hepaticas en el higado, siendo esta activacion un evento critico en el desarrollo
de la fibrosis hepética [37].
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las concentraciones de las proteinas IGFBP se han visto alteradas en diversas
patologias del higado como la cirrosis y el HCC, pero no se tiene evidencia a nivel sérico

sobre lo que ocurre en etapas previas a estos estadios.

Se han reportado a las IGFBPs como potenciales reguladoras de las sintesis de EMC,
ejemplo es IGFBP-5, que participa en la fibrosis de diferentes tejidos. Por lo anterior, en
este trabajo se propone el estudio de las concentraciones séricas de IGFBPs en dos

modelos murinos con induccién de dafio hepatico.

5. HIPOTESIS

Las IGFBPs regulan la sintesis de EMC, por lo tanto dentro del proceso fibrogénico
hepatico participaran aumentando su concentracion en circulacion independiente de la

etiologia del dafio hepatico, ya sea por hepatotoxicidad (TAA) o colestasis biliar (BDL).

6. OBJETIVOS

6.1.Objetivo general
Estudiar la concentracién sérica de las Proteinas de unién al Factor de Crecimiento
Insulinoide (IGFBP) 1, 2, 3, 5, 6 y 7 durante el dafio hepético inducido en dos modelos
murinos: Hepatotoxicidad por Tioacetamida (TAA) y colestasis por Ligadura de Conducto
Biliar (BDL).

6.2.Objetivos particulares

e Inducir fibrosis hepética en dos modelos murinos con Tioacetamida y con
Ligadura de Conducto Biliar.

e Establecer el grado de fibrosis en el tejido hepéatico mediante las tinciones
histoldgicas.

e Cuantificar las concentraciones séricas de las IGFBPs en la fibrosis hepatica.

e Identificar la asociacion entre las concentraciones circulantes de las proteinas

IGFBP y la presencia de fibrosis hepatica.
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7. METODOLOGIA
7.1.Modelosmurinos
7.1.1. Modelo hepatotdxico para induccién de fibrosis hepatica con TAA

Se utilizaron 36 ratones (Mus musculus)hembra de la cepa C57BL/6 con peso de 22+3
g y 12 semanas de edad, fueron mantenidos en el bioterio de la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital General de México y se
establecieron acorde a la NOM-062-Z00-1999.

Los ratones fueron tratadoscon dosis crecientes de tioacetamida (TAA) siguiendo el
protocolo de “Optimized Mouse ModelsforLiver Fibrosis” [6]donde la 1% y 2% dosis fueron
de 50 mg/kg, de la 3% a 5% dosis de 100 mg/kg, de la 6% a la 10 dosis fue de 200 mg/kg,
de la 11% a 15° dosis de 300 mg/kg para finalmente continuar con 400 mg/kg hasta el

final del tratamiento con TAA.

Las administraciones fueron realizadas 3 veces por semana durante 4, 6 y 8 semanas,
cada uno de los ratones recibié 200 pl de la solucién de TAA con la dosis ya mencionada
por via intraperitoneal (i.p). Los grupos se distribuyeron de la siguiente forma: Grupo
TAA4 con 12 dosis (n=7), Grupo TAA6 que recibié 18 dosis (n=7) y TAA8 con 24 dosis
de TAA (n=7). Cada uno conté con su grupo control (n=5 para cada uno) (CTAA4,
CTAA6, CTAAS8) que también recibieron 200 pl de vehiculo (SS: solucién salina 0.9%)

i.p. bajo los mismos esquemas de administracion que los grupos con TAA.

7.1.2. Modelocolestasico para induccion de fibrosis hepatica con BDL

Se utilizaron 9 ratones(Mus musculus)macho de la cepa CD-1 con peso de 253 gy 10
semanas de edad, fueron mantenidos en el bioterio de la Unidad de Modelos Biologicos
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital General de México y se
establecieron acorde a la NOM-062-ZO0-1999.

Los ratonesfueron sometidos a una intervencion quirdrgica con ligadura de conducto

biliar (BDL, n=5) [20]y fueron mantenidos 7 dias post-cirugia (BDL7). Seconté con
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sugrupo control (SHAM, n=4)que tuvo intervencién quirdrgica pero sin la ligadura de

conducto biliar.

7.2.Recoleccion de muestras

Al término de cada tratamiento, los ratones tuvieronun ayuno de 4 horas y se sacrificaron
mediante un exceso de anestesia (Ketamina (Anesket, Pisa, México)/Xilacina (Procin,
Pisa, México)) via i.p (dosis: 0.4/4.0 mg/kg), la sangre total se recolecté viapuncion
cardiaca. Se obtuvo el suero mediante centrifugacion y fue conservado a-70°C hasta su
andlisis. Del tejido hepatico se conservaron 3 muestras en congelacion a -70°C y una
cuarta muestra fue fijada en formaldehido 3.7% v/v en PBS (NaCl 138 mM, KCI 0.3 mM,

Na;HPO, 8.1 mM, KH,PO4 1.5 mM) para posteriormente realizar el analisis histologico.

7.3.Histologia

La microestructura del higado se analiz6 mediante tinciones histolégicas realizadasa la
muestra de tejido hepético que fue conservada en formaldehido. De manera breve: las
muestras se fijaron durante una semana en la solucion de formaldehido, posteriormente
se incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados de 5 um. Los cortes se tifieron
con hematoxilina y eosina (H&E), tricrbmica de Masson (TM) y rojo de sirio (RS)de

acuerdo a los protocolos previamente establecidos en el laboratorio HIPAM(Anexo 1).

7.4.§uantificaci6n de proteinas IGFBPs en suero por medio de MILIPLEX® MAP
it.

Del suero obtenido de cada raton se realizé una dilucién 1:20 con PBS para cuantificar
las IGFBPs mediante un arreglo en suspensiéon multiple. A manera de resumen: se
adicionaron 200 pl de buffer de ensayo (Assay Buffer,#LE-ABGLP de Millipore®) a cada
uno de los pozos de una placa de 96 pozos, se agité por 10 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente el buffer se decantd. Se adicionaron 25 pl de
estandares(#MIGFBP-8043 de Millipore®), controles y muestras a su respectivo pozo,
ademas se agregdé 25 pl de buffer de ensayo al pozo correspondiente al blanco. Se
adicionaron 25 pl de solucion matriz (SerumMatrix, #MIGF-SM de Millipore®) a los pozos
del blanco, estandares y los controles. Se agregaron 25 pl del mix de esferas
magnéticas(#¥MIGFBP-MAGde Millipore®) a cada pozo y se dejé incubando toda la
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noche en agitacion y a 4°C. La placa se coloco sobre una placa magnética para que las
esferas se mantuvieran en el fondo de la placa y se realizaran 3 lavados con buffer de
lavado (Wash Buffer, #L.-WB de Millipore®). Después del término de los lavados se
adicionaron 50 plde anticuerpo de deteccion(#MIGFBP-1043 de Millipore®) a cada pozo,
la placa fue incubada 30 minutos a temperatura ambiente. Al término de esto, se
afadieron 50 pl de estreptavidina-ficoeritrina (#L-SAPE de Millipore®) por cada uno de
los pozos dejando incubar otros 30 minutos a temperatura ambiente y protegido de la
luz. Se realizaron 3 lavados con buffer de lavado, se agregaron 100 pl deSheath
Fluid(#40-5000 de LuminexCorporation®) a cada pozo y se resuspendieron las esferas
por 5 minutos. La placa fue leida en el equipo Luminex 200® (BioRad). La concentracion
de las proteinas IGFBPs se calcul6 con base en la curva estandar y el rango de su
determinacién de las IGFBPs (1, 2, 3, 6 y 7) fue de 0.04-30.00 ng/mL.

7.5. Analisis estadistico

Modelo con danohepatotéxico

Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de
Tukey para comparar diferencias entre los grupos. Dado que todos los grupos control
(CTAA4, CTAA6 y CTAAB) se comportaron igual, se analizaron como uno solo para
realizar las comparaciones con los grupos de 12 dosis de TAA (Ishak2), 18 dosis de TAA
(Ishak3) y 24 dosis de TAA (Ishak4) y los resultados semuestran como media+DE.

Modelo con daino colestasico
Los datos fueron analizados por una Prueba t de student para comparar diferencias

entre los 2 grupos y los resultados se presentan como media +DE.

Para ambos modelos el andlisis estadistico se realizo con el programa GraphPadPrism

6(La Jolla, CA, USA) y se consideraron valores significativos de p<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1.Modelo murino con dafo hepatotéxico
8.1.1. Induccion de fibrosis hepatica por TAA

Se indujo dafio hepatico mediante la administracion de TAA, en diferentes dosis para
cada grupo. De manera macroscopica, el dafio se iba haciendomas notable conforme el
numero de dosis del hepatotoxico aumentaba(Figura 6). Comparando el higado sano
gue solo fue administrado con SS que presentdcoloracion roja y superficie lisa
(Figura6A), en los higados con tratamiento(Figuras 6B, 6C y 6D)se observdé una

superficie rugosa y disminucion en la coloracion del tejido.

A

Control

C

Figura 6. Imagenes del higado con las diferentes dosis de TAA. A. Higado control con administracion de SS. B. Higado después de
4 semanas de tratamiento con TAA. C. Higado posterior a 6 semanas de tratamiento con TAA. D. Higado después de 8 semanas de
tratamiento con TAA. Se observa como conforme avanza el tiempo se hace mas evidente una superficie rugosa en el tejido
hepatico y el color del tejido esta disminuyendo.
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8.1.2. Tinciones histologicas y evaluacion del grado de fibrosis (TAA)

En ambos modelos se utilizaron tinciones hematoxilina y eosina, tricromica de Masson y
rojo de sirio para observar el grado de fibrosis del higado con apoyo de la escala de

Ishak para la clasificacién de la misma en cada grupo.

De manera general, la hematoxilina tifie de azul o violeta los nucleos de las células,
mientras que la eosina tifie de rosa el citoplasma, se observan infiltrados inflamatorios

en la micro arquitectura hepaticade 2 grupos de tratamiento con TAA sefalados con las

flechas amarillas (Figura 7. C2 y D2).
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Figura 7. Imagenes de histologias con tincidn hematoxilina y eosina (H&E). Al, A2. Higado control (Ishak 0). B1, B2. Higado con
TAA durante 4 semanas (Ishak 2). C1, C2. Higado con TAA durante 6 semanas (Ishak 3). D1, D2. Higado con TAA durante 8
semanas (Ishak 4). Conforme el dafio aumenta causado por la TAA, la arquitectura ordenada del tejido hepatico se va perdiendo
comparando con el control. Imagenes A1, B1, C1y D1 en aumento 4X e imagenes A2, B2, C2 'y D2 en aumento 10X. Flechas

amarillas indican infiltrados inflamatorios.
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La tincion de rojo de sirio es una tincion selectiva para destacar las fibras o la colagena
tiiendo el tejido conectivo deun color rojo intenso, nucleos y citoplasmas de las células
de un rojo débil, el uso de luz polarizada en esta tincion ademas permite diferenciar a las
colagenas tipo | y Ill en naranja y verde respectivamente, es importante resaltar que
estos tipos de colagena estan asociados a fibrosis y cicatrizacién en el higado mientras
que la colagena presente en el higado sano es predominantemente de tipo
IV[5].Conforme la administracion de TAA fue aumentando, la presencia de colagena se
hacia mas evidente (sefializacion con flechas negras y amarillas), tanto las imagenes
con técnica de campo claro como las imagenes de luz polarizada se complementan,
teniendo una mayor certeza de la ubicacién de las coldgenas en el tejido hepatico
(Figura 8).

En el caso de la tincidon tricromica de Masson, se utiliza para destacar las fibras de
sostén o la colagena, principalmente tipo | y nos permite ver el citoplasma en rojo-rosa y
las coldgenas en color azul, conforme el dafio aumenta en el tejido hepético la presencia
y acumulacion de colagenas aumenta hasta la formacion puentes(Figura 9).

De acuerdo a la escala Ishak; el grupo control (C) se clasificd en 0 por la ausencia de
fibrosis, ademéas de presentar una arquitectura normal en el tejido(Figura 9. Al, A2);
para el grupo TAA4 se clasificé en Ishak 2 porque se observa la expansion de fibra en la
mayoria de areas portales ya sea, con o sin septos cortos(Figura 9. B1, B2). Para el
grupo TAAG6 se clasificé en Ishak 3 puesto que ademas de la expansion de fibras en
areas portales también hay ocasionales puentes entre vena porta-vena porta(Figura 9.
C1, C2), para nuestro ultimo grupo TAA8 se clasificd en Ishak 4 porque se observaron
marcados puentes, de manera vena porta-vena porta y vena porta-vena central(Figura 9.
D1, D2).
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Figura 8. Iméagenes de histologias con tincion rojo de sirio (RS). Imagenes a la izquierda con técnica de campo claro, imagenes a la
derecha con técnica de iluminacion con luz polarizada. A1, A2. Higado control (Ishak 0). B1, B2. Higado con TAA durante 4
semanas (Ishak 2). C1, C2. Higado con TAA durante 6 semanas (Ishak 3). D1, D2. Higado con TAA durante 8 semanas (Ishak 4).

Iméagenes en aumento 12.5X. Flechas sefialan la presencia de colagena.
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Figura 9. Imagenes de histologias con tincién tricrémica de Masson (TM). A1, A2. Higado control (Ishak 0). B1, B2. Higado con
TAA durante 4 semanas (Ishak 2). C1, C2. Higado con TAA durante 6 semanas (Ishak 3). D1, D2. Higado con TAA dentro de 8
semanas (Ishak 4). Conforme el dafio aumenta causado por la administracion de TAA, se observa la presencia de fibras y
formacion de algunos puentes de colagena. Imagenes Al, B1, C1y D1 en aumento 4X e imagenes A2, B2, C2 y D2 en aumento
10X. Flechas amarillas indican la presencia de colagena.
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La Tabla 1 muestra la clasificacién de los grupos de tratamiento con TAA de acuerdo a
la escala Ishak y describiendo las caracteristicas observadas en las histologias. Se
observo la progresion de la fibrosis asociada al incremento en el nimero de dosis de
TAA; en contraste los controles no mostraron fibrosis, independientemente del nimero

de dosis de solucion salina, por lo cual fueron agrupados y tratados como un solo grupo

control.
Grupo Descripcion No. dosis de TAA o Escala
solucioén salina Ishak
CTAA4 No hay fibrosis 12 0
TAA4 Expansién fibrética de la mayoria de las areas 12 2
portales con o sin septos cortos fibrosos

CTAAG6 No hay fibrosis 18 0

TAA6 Expansién fibrotica de la mayoria de las areas 18 3
portales con ocasionales puentes porta-porta

CTAAS8 No hay fibrosis 24 0

TAAS Expansién fibrotica de las areas portales con 24 4
marcados puentes porta-porta o porta-central

Tabla 1. Clasificacion de los grupos de TAA de acuerdo a la escala Ishak

8.1.3. Cuantificacion de las IGFBPs en el suero (TAA)

Se determind la concentracion de las IGFBPs (1, 2, 3, 6 y 7) a nivel sérico con un
arreglo en suspension multiple. Donde cada una de las proteinas mostré un patron de
secrecion diferente conforme el dafio hepatico fue aumentando.

Las concentraciones séricas de IGFBP-1 en los diferentes grados de fibrosis estudiados
en el modelo con TAA no fueron diferentes significativamente con respecto al control
(C=17.3+19.28, Ishak2=51.4+25.23, Ishak3=51.6+25.65, Ishak4=41.1+25.31 ng/mL)
(Gréfica 1).Sin embargo se pudo observar un incremento aproximado de 2.9 veces en

los estadios Ishak2e Ishak3 con respecto al grupo control.
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Gréfica 1. Concentracion de IGFBP-1 en el suero de los diferentes grupos tratados con TAA. Los resultados muestran
la media +DE. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de Tukey. No se

observo diferencia entre grupos. NS: No significativo, 2.9X: Incremento de 2.9 veces.

En el caso de la concentracién sérica de IGFBP-2 disminuyd significativamente con

respecto al control en todos los tiempos de tratamiento de TAA, asi como entre el grupo
Ishak3 S Ishak4 (C=156.0£31.59,Ishak2=105.4+20.17,Ishak3=61.9+16.50,

Ishak4=87.1+18.68ng/mL)(Grafica 2).
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Gréfica 2. Concentracion de IGFBP-2 en el suero de los diferentes grupos con tratamiento de TAA. Los resultados
muestran lamedia +DE. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de Tukey.
Se observo diferencia entre Control vs. Ishak2, Ishak3 y Ishak4, y también entre Ishak3 vs. Ishak4. *p<0.05, **p<0.01,

#*4p<0.001.
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La concentracionséricade IGFBP-3 no present6 diferencia significativa en el tratamiento
con TAA(C=200.3+28.47, Ishak2=201.3+72.06, Ishak3=226.0+30.88,
Ishak4=258.6+74.60 ng/mL) (Gréafica 3) y la proteina IGFBP-6 tampoco presento
diferencia significativa al tratamiento con TAA (C=177.2+49.93, Ishak2=150.2+41.51,
Ishak3=137.5+£36.50, Ishak4=184.9+78.54 ng/mL) (Gréfica 4).
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Gréfica 3. Concentracion de IGFBP-3 en el suero de los diferentes grupos con tratamiento de TAA. Los resultados
muestran la media +DE. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de Tukey.
No se observé diferencia significativa entre grupos.
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Gréfica 4. Concentracion de IGFBP-6 en el suero de los diferentes grupos con tratamiento de TAA. Los resultados
muestran la media +DE. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de Tukey.
No se observo diferencia significativa entre grupos.
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Por otra parte, la concentracion de IGFBP-7 aumentésignificativamente con respecto al
control en los 2 ultimos tiempos del tratamiento de TAA
(C=15.4+3.66,Ishak2=27.5+5.25,Ishak3=33.6+9.12,Ishak4=35.2+14.57ng/mL)(Grafica 5).
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Gréfica 5.Concentracion de IGFBP-7 en el suero de los diferentes grupos con tratamiento de TAA. Los resultados
muestran la media +DE. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via seguida de la prueba post-hoc de Tukey.
Se observo diferencia significativa entre Control vs. Ishak3 e Ishak4. *p<0.05, **p<0.01.

La determinacion de IGFBP-5 si fue realizada en el arreglo en suspension maltiple pero
al revisar los datos obtenidos de esa proteina no se obtuvo ningun dato valido para su
analisisen ambos modelos, esto se puede atribuir a algin defecto que hayan presentado

las esferas magnéticas correspondientes a la proteina IGFBP-5 en el kit comercial.

8.2. Modelo murino con dafo colestasico
8.2.1. Induccioén de fibrosis hepatica por BDL
Se indujo dafio hepatico mediante la Ligadura de Conducto Biliar (BDL) por 7 dias. Se
observa el higado del SHAM que presenta una coloracion roja y superficie lisa
(FiguralOA), mientras que el grupo con BDL a los 7 dias post-cirugia muestra una
pérdida de coloracion en el tejido hepatico comparado al SHAM y un mayor tamafio de la
vesicula biliar (Figura 10B).

36




Figura 10. Imagenes del higado, grupo SHAM y grupo BDL7. A. SHAM. Higado con coloracion rojiza sin alteraciones. BDL7.
Higado de 7 dias post-cirugia con una pérdida de coloracion y una vesicula biliar de tamafio anormal.

8.2.2. Tinciones histolégicas y evaluacion del grado de fibrosis (BDL)

En la tincion de hematoxilina y eosina, la arquitectura hepatica en el SHAM se observa
sin alteraciones (Figura 11.A1, 11.A2); en contraste, en la histologia del grupo que
recibio el tratamiento con BDL por 7 dias se observa infiltrado inflamatorio y la presencia

de fibras, sefialado con flechas amarillas (Figura 11. B2).

Figura 11. Imagenes de histologias con tincién hematoxilina y eosina (H&E). Al y A2. Higado SHAM (Ishak 0). B1 y B2. Higado
con BDL post-cirugia 7 dias (Ishak 2). El dafio provocado por la BDL es evidente a los 7 dias comparado al SHAM. IméagenesAl y
B1 en aumento 4X e imagenes A2 y B2 en aumento 10X. Flechas indican la presencia de fibrosis e infiltrado inflamatorio.
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En la tincion de rojo de sirio se observa la presencia de fibras alrededor del tracto portal
(sefalizacion con flechas negras y amarillas)(Figura 12. B1, B2), mientras que en el
SHAM no hay alteraciones (Figura 12. A1, A2).

En latincion de tricromica de Masson, también se destacan las fibras en el tejido
hepatico con 7 dias de ligadura con las flechas amarillas(Figura 13.B2).En contraste con

el grupo SHAM que no muestra fibra (Figura 13. A1, A2).

El grupo SHAM se clasificé en Ishak0 por la ausencia de fibrosis, ademas de presentar
una arquitectura normal en el tejido(Figura 13.A1, A2); el grupo BDL7 se clasificé en
Ishak 2 porque se observa la expansién de fibra en la mayoria de areas portales ya sea,

con o sin septos cortos(Figura 13. B1, B2).

Figura 12. Imagenes de histologias con tincion rojo de sirio (RS). Imégenes a la izquierda con técnica de campo claro, imagenes a
la derecha con técnica de iluminacidn con luz polarizada. A1, A2. SHAM (Ishak 0). B1, B2. BDL7 (Ishak 2). Imégenes en

aumento 12.5X. Flechas sefialan la presencia de colagena.
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Figura 13. Imégenes de histologias con tincion tricromica de Masson (TM). Al y A2. Higado SHAM (Ishak 0). B1 y B2. Higado
con BDL post-cirugia 7 dias (Ishak 2).El dafio provocado por la BDL es evidente a los 7 dias con la presencia de fibras sefialadas
con las flechas, comparado al SHAM.IméagenesAl y B1 en aumento 4X e imagenes A2 y B2 en aumento 10X.

La Tabla 2 muestra la clasificacién de los 2 grupos de tratamiento con BDL de acuerdo a
la escala Ishak y describiendo las caracteristicas observadas en las histologias, donde el
grupo con la ligadura por 7 dias si presento fibrosis.

Grupo Descripcion Escala
Ishak
SHAM No hay fibrosis 0
BDL7 Expansién fibrética de la mayoria de las areas portales con o sin septos cortos 2
fibrosos

Tabla 2. Clasificacion del grupo de BDL de acuerdo a la escala Ishak
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8.2.3. Cuantificaciéon de IGFBPs en el suero (BDL)

La concentracion sérica de IGFBP-1 a los 7 dias post-cirugia con respecto al SHAMsi

aumento significativamente (SHAM= 1.56+0.53, BDL7= 13.83+2.49)(Gréfica 6).
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Gréfica 6. Concentracion de IGFBP-1 en suero en el modelo con Ligadura de Conducto Biliar post-cirugia 7 dias. Los
resultados muestran la media £DE. Los datos fueron analizados por prueba t de student. Se observé diferencia

significativa entre SHAM vs. BDL7. **p<0.01.

También la concentracion de IGFBP-2 aument6 significativamente en el grupo con la
ligadura (SHAM= 76.83+1.77, BDL7=183.40+£22.66)(Grafica 7).
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Gréfica 7. Concentracion de IGFBP-2 en suero en el modelo con Ligadura de Conducto Biliar post-cirugia 7 dias. Los
resultados muestran la media +DE. Los datos fueron analizados por la prueba t de student. Se observd diferencia

significativa entre SHAM vs. BDL7. **p<0.01.
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Tanto la concentracion sérica de IGFBP-3 (SHAM= 292.10+37.50, BDL7= 272.0+20.38)
(Gréfica 8), IGFBP-6 (SHAM= 181.40+13.54, BDL7= 213.90+19.85) (Grafica9) e IGFBP-
7 (SHAM= 30.04+2.97, BDL7= 38.72+5.31)(Grafica 10) no mostraron diferencia

significativa a los 7 dias posteriores a la ligadura.
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Grafica 8. Concentracion de IGFBP-3 en suero en el modelo con Ligadura de Conducto Biliar post-cirugia 7 dias. Los
resultados muestran lamedia +DE. Los datos fueron analizados por la prueba t de student. No se observo diferencia
significativa entre SHAM vs. BDL7.
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Gréfica 9. Concentraciéon de IGFBP-6 en suero en el modelo con Ligadura de Conducto Biliar post-cirugia 7 dias. Los
resultados muestran lamedia +DE. Los datos fueron analizados por la prueba t de student. No se observo diferencia
significativa entre SHAM vs. BDLY7.
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Gréfica 10. Concentracion de IGFBP-7 en suero en el modelo con Ligadura de Conducto Biliar post-cirugia 7 dias. Los
resultados muestran lamedia +DE. Los datos fueron analizados por la prueba t de student. No se observo diferencia
significativa entre grupos.
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9. DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran la induccion de diferentes grados de fibrosis en
los dos modelos experimentales con la administracién de distintas dosis de TAA y con la
ligadura del conducto biliar, los cuales se demostraron con la histologia del tejido
hepéatico. El estudio de la concentracion sérica de las IGFBPs mostré la disminucién
significativa de IGFBP-2 en los 3 estadios de la fibrosis hepatica clasificada por escala
Ishak en el modelo dehepatotoxicidad por TAA, mientras que la IGFBP-7sérica aumento
significativamente en los estadios Ishak 3 e Ishak 4 de la fibrosis. Por su parte, en el
modelo de colestasis por BDL se mostr6 que la concentracion sérica de IGFBP-1 e
IGFBP-2 aumentaron significativamente a los 7 dias post-cirugia (Ishak 2).

Las IGFBPs, son péptidos que se han reportado que participan en diferentes procesos
celulares como proliferacion, apoptosis y senescencial23]. Ademas, se han
encontradoimplicadas en procesos de cicatrizacién lo que sugiere que son potenciales

reguladoras de la sintesis de EMC, como parte de sus acciones independientes a IGFs.

Estudios recientes han mostrado su participacion en el proceso fibrogénico. Como
ejemplo es la IGFBP-5, que en fibrosis pulmonar, fibrosis intestinal y fibrosis en piel se
ha evidenciado su sobreexpresién asociada al incremento en la deposicién de colagena
y fibronectina por fibroblastos en estudios in vitro[26, 27, 38, 39]. Sugiriendo que esta
IGFBP pueden estar involucradas en la iniciacién y/o perpetuacion de la fibrosis por su
habilidad de inducir la produccién de componentes de la matriz extracelular.

La similitud estructural que existe entre estas proteinas nos permite sugerir la hipotesis
de que otras IGFBPs ademas de la IGFBP-5 pueden participar en el proceso fibrogénico
de otros organos, como el higado; ademas de que se considera a este ultimo el principal

productor de estos péptidos.

Con respecto a IGFBP-1, hay evidencia de que en pacientes con fibrosis hepatica
debida a la infeccion cronica por el virus de hepatitis C, sus niveles séricos son 25

veces mas elevados contra sujetos sanos [29]. También se han reportaron cambios en
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su expresion después de una hepatectomia parcial [40] o de un dafio agudo producido
por CCl441]. Nuestros resultados con respecto a esta proteina muestran que en el
modelo de TAA, IGFBP-1 no resulté significativa estadisticamente,sin embargose
observé unincremento de casi 3 veces en todos los tiempos de tratamiento,con lo cual,
no es posible descartar que pudiera estar implicado en algun efecto biolégico a pesar de
no mostrar diferencia significativa estadisticamente. Para el caso del dafio por BDL, la
concentracion si estaba incrementada significativamente en ratones que tuvieron la

ligadura 7 dias.

Con la evidencia que se tiene en la literatura, podemos sugerir que esta proteina esta
participando en algin mecanismo de reparacion, regeneraciéon o proliferacién celular

dentro de la fibrosis hepatica que se generé con los dos diferentes insultos.

Como se menciono, la expresion de IGFBP-1, se ha asociado a la regeneracion hepatica
por induccion de células ovales [42]. En presencia de un dafio en el tejido hepatico, la
proliferacion de hepatocitos es la primera forma de regeneracion en respuesta a la
necrosis o apoptosis. Pero también existe la posibilidad de que la proliferacion de
hepatocitos disminuya, y por ende las células ovales (células madre hepaticas) que
residen en el higado se diferencien en hepatocitos o colangiocitos, a esto se le llama
reacciones ductulares[43]. Es importante considerar esto, puesto que BDL se trata de un
modelo de proliferacion y regeneracion hepatica.Teniendo en cuenta esto, se puede
sugerir que el incremento de la proteina IGFBP-1 en suero en ambos modelos tiene

relacién con el proceso de regeneracién-reparacion que realiza el tejido.

Con respecto a IGFBP-2, esta proteina se ha relacionado con la obesidad, con la
regulacion de la insulina y el estado metabdlico[24]. Ademas se ha encontrado su
asociacion con integrinas de la membrana celular, por lo cual se le atribuye una posible
funcion en la proliferacion y migracion celular [25]. IGFBP-2 también se ha encontrado
expresada en muchos tejidos con cancer, lo que sugiere como un modulador en el
crecimiento de los tumores;las altas concentraciones séricas encontradas en pacientes

con HCC pueden ser indicadoras de actividad tumoral [44]. Hasta el momento, no hay
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evidencia que la relacione en procesos previos al HCC, como son la fibrosis y la cirrosis

hepatica.

Los resultado aqui obtenidos muestran que IGFBP-2 disminuyd su concentracion sérica
en el modelo de TAA a todos los tiempos de tratamiento, en contraste, en el modelo BDL
aumentod significativamente su secrecion en los ratones que tuvieron la ligadura por 7
dias. Ambos modelos muestran resultados opuestos para este péptido dentro de la
fibrosis, una de las posibles explicaciones que se propone es que estas diferencias son
causadas por etiologias completamente distintas. Con lo que podriamos sugerir que
IGFBP-2 si tiene implicacion en la sintesis de ECM durante la progresion del dafio
hepatico, pero los mecanismos por los cuales actia aun son desconocidos. Otra
explicacion para esta diferencia podria estar en la cepa utilizada en cada caso o bien en
la presencia de dimorfismo sexual en la secrecion de este péptido en particular, de lo

cual no ha sido reportado previamente.

Se debe considerar que para estas proteinas en general, no se ha reportado la
influenciada de manera directa por el sexo en su sintesis 0 secrecion, tanto en humanos
como en roedores, y que estan mas involucradas en el crecimiento y el desarrollo. Las
IGFBPs estan reguladas de forma directa por la concentracion presente de IGFs y a su

vez este factorde crecimiento esta regulado por la hormona de crecimiento.

En el caso de IGFBP-3 no se observaron cambios significativos en sus concentraciones
séricas de ambos modelos; se sabe que de todas las proteinas de unién al factor de
crecimiento, IGFBP-3 es la que se encuentra en mayor cantidad en la circulacion [32].
Se ha encontrado que la concentracion de IGFBP-3 disminuye en el suero de pacientes
con cirrosis hepatica, observandose mayor disminucién con un mayor avance en la
clasificacion de Child-Pughdela cirrosis y asociandose a descompensacion y falla
hepatica [31].Si el dafio hepatico continuara en ambos modelos, se esperaria que esta

proteina disminuya en el estadio de cirrosis.

Las concentraciones de IGFBP-5 si estaban consideradas en el desarrollo experimental

de este trabajo, y en el arreglo en suspension multiple empleado cuando se realiz6 el
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experimento. Al momento de analizar los datos se observd que la mayoria eran no
detectables, lo cual no concuerda con la literatura ni con experimentos previos
realizados en el laboratorio, por lo cual estos datos no fueron incluidos en este trabajo.
Sin embargo, con base en los antecedentes podemos proponer la hipétesis de que las
concentraciones de la proteina IGFBP-5 se encontrarian aumentadas en el suero debido

asuimplicacién en la fibrosis de otros tejidos.

IGFBP-6 tampoco mostré diferencias significativas en sus concentraciones séricas en la
fibrosis hepatica inducida por los dos diferentes insultos, sin embargo su expresion se ha
encontrado decrecida en células cancerosas, asociandola a un papel de supresor
tumoral. También se ha visto que participa en la inhibicion de la proliferacion de
fibroblastos, ya sea bajo mecanismos dependientes o independientes de IGFs [34]. Sin
embargo, nuestros resultados parecen indicar que no tiene un papel en la fibrosis en

losestadios aqui estudiados.

En el caso de IGFBP-7 se observé incrementada en el estadio Ishak 3 y 4 del modelo de
TAA, se ha reportado que esta proteina participa como un factor profibrético, que induce
la activacion y transdiferenciacion de células estelares hepéticas in vitro[37], esto es
importante considerarlo en la fibrosis hepatica debido a que estas células conforman el
principal componente celular fibrogénico de esta patologia.

Ademas IGFBP-7se ha considerado un supresor de tumores, porque se encuentra
disminuido en HCC, mientras que esta significativamente elevada en higado de humano
cirrético y también fibrotico[36]. La sobreexpresion de esta proteina se ha asociado con
el incremento significativo de la produccion de colagena, fibronectinay TGF-f reportado
en diferentes estudios, lo cual nos sugiere que contribuye en el desarrollo de fibrosis

hepatica.

Considerando que en este trabajo, no se observaron cambios significativos de IGFBP-7
en el modelo BDL se puede sugerir que esta proteina tiene su papel en la fibrogénesis
dependiendo de la etiologia 0 que su concentracidén sérica podria mostrar cambios en

estadios mas avanzados del modelo BDL, tal como se muestran los resultados de
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IGFBP-7 en el dafio con TAA a patrtir delshak3. Por lo tanto, si ampliamos el tiempo con
la ligadura, la concentracion de las proteinas posiblemente aumente y sea significativa

por tratarse de un dafio de mayor duracion.

Es importante considerar que las concentraciones fueron analizadas Unicamente en
suero y que desconocemos que sucede en el higado. Sin embargo, con las evidencias
aqui expuestas se puede proponer que los cambios de las concentraciones de las
proteinas en la circulacion es causada por la fibrosis hepaticaprovocada en ambos

modelos murinos por TAA y BDL, que fue comprobada con las histologias del tejido.

10. CONCLUSIONES

Las proteinas IGFBP-2 e IGFBP-7 mostraron cambios en circulacién cuando hay un
dafo hepatotdxico cronico en el higado producido por la administracion de TAA. IGFBP-
2 tuvo una disminucion en todos los grupos de tratamiento (Ishak2, Ishak3 e Ishak4) y

también mostro diferencia entre el grupo Ishak2 e Ishak3.

En el caso de IGFBP-7 evaluada en el dafio por el hepatotdxico, se observaron sus
concentraciones aumentadas significativamente en el grupo Ishak3 e Ishak4 con
respecto al control, sugiriendo la posibilidad de tener un papel profibrogénicoen la

patologia hepética.

En el modelo BDL, las proteinas IGFBP-1 e IGFBP-2 mostraron un aumento en sus
concentraciones séricas a los 7 dias de la obstruccién del conducto biliar. Proponiendo
a IGFBP-1 una posible participacion en un proceso de regeneracién hepatica. El
contraste entre ambos modelos respecto a IGFBP-2, sugiere que esta proteina
esdependiente de la etiologia y que si participa en el proceso fibrogénico pero sus

mecanismos aln son desconocidos.
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12. ANEXOS
12.1. Anexo 1. Tinciones

Tincién hematoxilina-eosina

1.

N o g M w

Desparafinado: Se coloca la laminilla en la estufa durante 30 minutos a 60°C,
después sumergir en xilol de 10 a 15 minutos.

Hidratacion: Se colocan en alcohol absoluto por 5 minutos, después en alcohol de
96° durante 5 minutos y por ultimo en alcohol de 70° por 5 minutos.

Lavar en H,O destilada.

Se colocan con Hematoxilina por 5 minutos.

Lavar con H,O durante 2 minutos.

Se colocan en Eosina alcohdlica por 1 minuto.

Deshidratar: primero en alcohol de 70°, después en alcohol de 96°
posteriormente en alcohol absoluto y por dltimo en xilol.

Montaje

Tincién rojo de sirio

1.

© © N o o b~ ®w

Desparafinado: Se coloca la laminilla en la estufa durante 30 minutos a 60°C,
después sumergir en xilol de 10 a 15 minutos.

Hidratacion: Se colocan en alcohol absoluto por 5 minutos, después en alcohol de
96° durante 5 minutos y por ultimo en alcohol de 70° por 5 minutos.

Lavar en H,O destilada.

Se colocan con Acido fosfomolibdico por 5 minutos.

Solucién picro-rojo de sirio durante 2 horas.

Lavar en &cido clorhidrico durante 5 minutos.

Lavar en H,O del grifo.

Se colocan en Hemalum de Mayer de 30 a 60 segundos.

Lavar en H,O del grifo.

10.Deshidratar: primero en alcohol de 70°, después en alcohol de 96°

posteriormente en alcohol absoluto y por ultimo en xilol.

11.Montaje
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Tincién tricromica de Masson

1.

© © N o g &~ w

Desparafinado: Se coloca la laminilla en la estufa durante 30 minutos a 60°C,
después sumergir en xilol de 10 a 15 minutos.

Hidratacion: Se colocan en alcohol absoluto por 5 minutos, después en alcohol de
96° durante 5 minutos y por ultimo en alcohol de 70° por 5 minutos.

Lavar en H,O destilada.

Se colocan con Hematoxilina de Weigert por 5 minutos.

Lavar en H,O destilada durante 10 minutos.

Fucsina de Ponceau por 5 minutos.

Acido fosfomolibdico durante 5 minutos.

Verde luz de 5 a 7 minutos.

Deshidratar: primero en alcohol de 70°, después en alcohol de 96° y por ultimo

en xilol.

10.Montaje
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