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CELULAS ESTELARES HEPATICAS (CEH)

Las células estelares hepaticas (CEH) fueron originalmente
descritas en 1876 por Carl Kupffer, al tefiir cortes de higa-
dos con la tincién de cloruro de oro. Inicialmente las des-
cribié como células con funciones vasculares ya que las en-
contr6 rodeando los capilares de los sinusoides hepaticos,
posteriormente, en forma incorrecta les asigné funciones
de fagocitos (1). Las CEH permanecieron en el olvido por
varios afios hasta que fueron re-descubiertas por
Zimmerman (1928), Ito (1951) y Suzuki (1958). Zimmerman
las reporté como células peri-sinusoidales dendriticas e in-
firié que estas células eran pericitos hepaticos. Por su parte,
Ito las describi6 en higados de humano como células peri-
sinusoidales que contienen lipidos y Suzuki las encontré en

Mecanismos moleculares de la
regulacion transcripcional de coldgena
a1(1) por las células estelares hepaticas

el espacio de Disse adheridas a fibras nerviosas auténomas
y dedujo que participaban en la transmision de impulsos de
las fibras nerviosas a los hepatocitos. Finalmente Kent y
Popper (1975), demostraron que estas células estaban inti-
mamente ligadas a la patogénesis de la fibrosis hepatica (1).
A través del tiempo, a las CEH se les ha asignado una innu-
merable cantidad de nombres entre los que se encuentran:
células de Ito, células almacenadoras de grasa, pericitos es-
pecificos de higado, células almacenadoras de vitamina A,
lipocitos y células peri-sinusoidales; pero desde 1995 se acor-
d6 llamarlas células estelares hepaticas (2). Las CEH juegan
un papel muy importante como reguladoras de la
homeostasis hepatica y en la respuesta al dafio hepatico.

RESUMEN

Las células estelares hepaticas (ceH), se
localizan en el interior del espacio de Disse del
sinusoide hepatico. En estado de reposo, producen
las proteinas de tejido conectivo que forman el
estroma hepatico y es el principal depdsito de
vitamina A. Sin embargo, ante un estimulo nocivo,
sufre un proceso de cambio fenotipico conocido
como activacion. Las células activadas se
caracterizan por el incremento de la expresion de la
colagena tipo |, lo que en estado cronico lleva a la
fibrosis o cirrosis del higado. Actualmente, se sabe
que la activacion de estas células depende de un
grupo de citocinas (PDGF-BB, TGF-1,TNF-a)
producidas por las células de kuppfer o incluso por
las mismas ceH, que a su vez, activan a un grupo de
factores transcripcionales que se unen al promotor
de las colagenas alfa 1(I) y 2(l) y regulan la expresion
del gen.

Palabras clave: Células estelares hepaticas,
colagena tipo |, cirrosis hepatica, TGF-f1, TNF-a,
C-EBPSg.

ABSTRACT

Hepatic stellate cells (HSC) are localized in Disse
space of the hepatic sinusoid. Normally, The
quiescent HSC produce the connective tissue
proteins of the hepatic stroma and it is the principal
storage of vitamin A. However, after a noxious
stimulus the HSC is able to modify its phenotype
and it is known as HSC activation. This activation is
characterized by the increased expression of
collagen type | that eventually lead to fibrosis or
cirrhosis. The cell activation, directly depend of the
next cytokines: PDGF-BB, TGF-$1 and TNF-a. The
cytokines are produced by Kuppfer cells and HSC.
They act trough the activation of several transcription
factor proteins localized inside of HSC, that bind at
the promoter level and regulate the gene expression
of a-collagen 1(I) and a-collagen 2(1).

Key words: hepatic stellate cells, collagen a1(1),
hepatic cirrhosis, TGF-B1, TNF-a, C-EBPf.
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Activacion

Quimiotaxis de
leucocitos

Ficura 1
PRINCIPALES CITOCINAS SECRETADAS POR LAS CELULAS ESTELARES HEPATICAS ACTIVADAS Y
SUS FUNCIONES RESPECTIVAS.

Proliferacién
o

Migracion

MokrFoLociA

Las cEH representan entre el 5-8% de las células del higado
normal, se estima que hay aproximadamente 13 CEH por
cada 100 hepatocitos en el humano. Estas células se ubican
en el espacio peri-sinusoidal (Espacio de Disse), en cerca-
nfa directa con las células endoteliales. En la mayoria de las
ocasiones, su cuerpo celular se encuentra comprimido den-
tro del espacio que se forma entre los hepatocitos y las cé-
lulas endoteliales. Normalmente existe una distancia pro-
medio de separacién entre dos células estelares de aproxi-
madamente 40 um, considerando la distancia que hay entre
dos nucleos de dos células adyacentes (1). El nicleo es oval
o extendido; el cuerpo celular tiene forma de huso, con un
reticulo endoplasmico desarrollado y un aparato de Golgi
pequefio. Las CEH tienen extensiones citoplasmaticas en for-
ma de dendpritas, las cuales existen de dos tipos: las intet-
sinusoidales o también denominadas inter-parenquimatosas
que penetran las placas de hepatocitos e incluso pueden al-
canzar los sinusoides vecinos y otras prolongaciones cortas
denominadas sub-endoteliales o peri-sinusoidales que ro-
dean los sinusoides, estas extensiones citoplasmicas cuen-
tan con una red de filamentos y abundantes microtubulos
(3). Por lo general, estas prolongaciones pueden hacer con-

tacto con hepatocitos, otras CEH, células endoteliales y tet-
minaciones nerviosas. Sin embargo, la estructura mas lla-
mativa en las CEH en reposo son las vesiculas que contienen
retinoides (principalmente retinil palmitato), triglicéridos,
colesterol y acidos grasos. El tamafio, forma y numero de
vesiculas varfa de acuerdo a circunstancias fisiologicas, de
especie y de ingesta de vitamina A en la dieta (4). Las vesi-
culas que almacenan vitamina A, permiten una facil locali-
zacion de las CEH en el higado, ya que tienen la propiedad de
autofluorescencia cuando se incide un haz de luz UV a
328nm de longitud de onda (1).

El origen embrioldgico de las cEH proviene de las cé-
lulas mesenquimatosas, las cuales se localizan en el septum
transversum, que consta de una capa de células que separa
el pericardio y la cavidad peritoneal en el embrion. No obs-
tante, las CEH también expresan proteinas que son exclusi-
vas de tejido neuronal, que sugiere una dualidad en el ori-
gen embriolégico, aunque no se conoce el origen
ectodérmico exacto de las CEH, pero se requiere de mas es-
tudios para resolver este problema (1). Hasta la fecha, se
han caracterizado varias proteinas de ambos origenes
embrionarios que han sido utiles como marcadores especi-
ficos de las CEH tanto iz vivo como in vifro; entre las proteinas
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TABLA |
Productos sintetizados y secretados por las ceH activadas. Abreviaturas: PAI-1 (inhibidor del
activador de plasminégeno tipo 1), PG y GAG (Proteoglucanos y Glucosa aminoglucanos),
[ PROTENAS | TPy oTRag | CTCF llactorde .
DE LA ECM TP CITOCINAS | IL-10 SUSTANCIAS | crecimiento de tejido
- conectivo), CTSCF (factor
Mm"m‘m uPA Activina L H PAF de células troncales de
tejido conectivo), CINC
Entactina PAH CTGF MCSF PGF2u, 2d (quimioatrayente de
Fibromecting C4 del compla- CTSCE P2 NOa neutrofilos inducido por
manto citocinas), EGF (factor de
e Inhilidiar C1- CING NGE Endaieling 1 crecimiento epidérmico),
aslarass FGF (factor de crecimiento
Tenascing PGY GAG EGF PDGF Lepting de fibroblastos), HGF
Unduling Biglucano EGE TG Apo-E (factor de crecimiento de
hepatocitos), IGFBP-2,-3,-
EH&“;:HDE Decorina HGF TGF-1, “}m 4,-5,-6b (Proteina que une
p— s IGF-2,-3,-4,-5,-6b), IL-1, IL-
weio | Sy | [yt g | e o
sullso IGFI protain " P00 ‘ quimiotactica de
7 monocitos-1), MCSF
MMP-13 on rata hhTu::lnu HFﬁ‘lJI Epimorfina (factor estimulante de
colonias de macrdéfagos),
MIP-2 Sindecan IL- BMP-6 MIP-2 (proteina
S— inflamatoria de
Emuu;lmud D|5‘ITOEEH¢ID L& Osteopanting | macrofagos-2), NGF
(factor de crecimiento
nervioso), LTGF-f (proteina que une al TGF-f latente), PAF (factor activador de plaquetas), PGF
2a, 2d (prostaglandina F 201 y 2d), Noe (6xido nitrico sintasa), Apo-E (apolipoproteina E), BMP-6
(proteina morfogénica de hueso-6).

mas importantes se encuentran desmina (5), actina alfa de
musculo liso (0), nestina (7), vicentina (8), proteina acida
fibrilar de la glia (GFAP) (9), factor de crecimiento neuronal
(NGF) (10), neurabina (hallazgo atn no publicado),
sinaptofisina (11) y la proteina RhoN (12). Estos marcado-
res revelan la heterogeneidad de las ceH, mostrando dife-
rencias en el contenido de desmina, GFAP y de vesiculas de
vitamina A entre las células estelares dependiendo de su
ubicacion dentro del lébulo hepatico (13).

FuUNCIONES

Las ceH en el higado normal muestran abundantes vesicu-

las de vitamina A, tienen una baja tasa de replicacioén y en

general tienen una baja capacidad de actividad sintética. Adn

asi, logran realizar sus tareas dentro del micro-ambiente

hepatico. A la fecha se le atribuyen las siguientes funciones:

A) Metabolismo del retinol.

B) Regulacion del flujo sanguineo sinusoidal.

C) Sintesis de componentes de la matriz extracelular.

D) Comunicacion intercelular a través de la sintesis de
citocinas y factores de crecimiento.

E) Sintesis de eritropoyetina.
F) Sintesis de componentes del sistema activador del
plasminégeno.

ACTIVACION DE LAS CEH

Al proceso mediante el cual las CEH en reposo sufren un
cambio fenotipico se le conoce como activacion o transfor-
macion. Las células activadas se caracterizan por la pérdida
de las vesiculas de lipidos y vitamina A, aumento de la ex-
presion de proteinas de origen miogénico y neurogénico,
cambio morfolégico hacia células parecidas a
miofibroblastos, acompafiado de un incremento de las pro-
piedades proliferativas, quimiotacticas, contractiles y de sin-
tesis celular (14). Las causas de la activacion de las CEH se
deben al dafio hepatico provocado por enfermedades
metabolicas, infecciones virales, ingesta cronica de etanol y
de otros quimicos. La consecuencia final de la activacion es
comun en todas las etiologfas y se caracteriza por cambios
cualitativos y cuantitativos en la composicion y distribucion
de la matriz extracelular hepatica, la cual conduce a la fibrosis
y en casos cronicos a la cirrosis hepatica (14).
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Representacion esquematica de la regién promotora y del primer exén del gen de col1a1y de algunos elementos
en posicion cis, con sus respectivos factores transcripcionales (no se muestran las regiones del primer y quinto
intrén). Abreviaturas: C/EBP:CCAAT/Enhancer binding protein beta. SP-1: Specificity protein 1, NF-1: Nuclear
factor-1, CBF: CCAAT binding factor, TGF-f1: Transforming growth factor beta 1. AP-1: Activator protein-1.

Los cambios funcionales de las CEH activadas, se pue-
den ligar directamente a las acciones de diferentes citocinas
que son expresadas y secretadas por otras células ¢ incluso
en varios casos por las mismas CEH activadas (figura 1). A
continuacion se describen algunas de las principales citocinas
y su efecto sobre las CEH.

PDGF-BB (Factor pe CReCIMIENTO DERIVADO DE
PLAQuETAS-BB)

PDGEF-BB es el mitbgeno més potente conocido para las
CEH, aunque también tiene otros efectos sobre las células
como la migracion, quimiotaxis y la pérdida del retinol. Esta
proteina es liberada por las células de Kupffer, las plaquetas
y por las propias CEH mediante un mecanismo de retroali-
mentacion positivo (15), lo que establece un mecanismo
auténomo de estimulacion. Las células activadas incrementan
la expresion y la sintesis del receptor de PDGF-BB, por lo
que se asegura la eficiencia de los efectos del ligando sobre
las células. Una vez formado el complejo ligando-receptor
se recluta Ras, seguido de la activacién de la via ERK/MAP
cinasa, aunque también esta involucrada la P13 cinasa (Fosfo
inositol 3 cinasa) y STAT-1 (16).

TGF-p1 (Factor bE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE—(31)

Es la principal citocina fibrogénica producida y secretada
por las células de Kupffer, CEH activadas, células endoteliales,
plaquetas y linfocitos (15). En las cEn activadas, el TGF-31
incrementa la sintesis de la colagena tipo 1, 111 y otras pro-

teinas de la mattiz extracelular. También incrementa la sin-
tesis de los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMP) e
inhibe la produccion de metaloproteinasas (MMP), origi-
nando la acumulaciéon de colagena en los sitios de lesion
hepatica (17). EI' TGF-f1 no sélo patticipa en la activacién
de las ceH, sino que también incrementa la expresion del
receptor de PDGF-BB, por lo que indirectamente esta
involucrado en la proliferacién de las ceH. Por ultimo, esta
citocina prolonga la sobrevivencia de las ceH al reducir la

apoptosis (18).

TNF-o (Factor pe Necrosis TUMORAL—c1)

Esta citocina es secretada principalmente por las células de
Kupffer y en menor proporcion por las células del epitelio
biliar (15). Es la citocina antagénica por excelencia de algu-
no de los efectos provocados por TGF-f1. Promueve la
activacion de las CEH y ejerce diferentes acciones en la acti-
vidad secretora de las mismas; por ejemplo, incrementa la
sintesis de algunas proteinas de la matriz extracelular, parti-
cularmente fibronectina y tenascina, pero a su vez disminu-
ye la expresion de la colagena al(I) tanto in vitro como in
vivo (18). Por otra parte, en las CEH se incrementa la sintesis
de MMP y TIMP (19), ademas se considera que es el cau-
sante del rompimiento inicial de la matriz extracelular ante
un dafio hepatico, ya que incrementa la expresion y secre-
cién de MMP-2 en estas células (figura 1). La tabla I resume
las principales proteinas, factores de crecimiento y citocinas
expresadas por las CEH activadas.
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REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN DE LA COLAGENA a1 (1)
(coL1al)

Como se mencion6 previamente, las CEH activadas
incrementan la producciéon de diferentes proteinas de la
matriz extracelular, entre ellas la de coldgena I, la cudl es la
principal proteina fibrilar dentro del tejido cicatrizal en la
fibrosis hepatica (20). Por lo tanto, el descubrimiento de los
mecanismos que regulan los genes de la colagena tipo I en
las CEH podrian ser la base para entender la fisiopatologia
de la cirrosis hepatica, asi como para el tratamiento de la
misma.

La colagena tipo I pertenece a una familia de protei-
nas estructurales de la matriz extracelular. En la actualidad
se conocen 19 tipos diferentes de colagenas, pero sélo las
colagenas tipo I, II y III conforman entre el 80-90% de la
colagena en el organismo (21). La colagena tipo 1 fue la
primera caracterizada, la cual consiste de una unidad es-
tructural protéica fundamental de 300 nm de largo y 1.5 nm
de didmetro. Dicha unidad esta conformada por 3 sub-uni-
dades enrolladas: dos cadenas a1(I) y una a2(I); en donde
ambas cadenas son codificadas por dos genes diferentes.
Cada cadena tiene 1050 aminodcidos por vuelta y se enro-
llan en una conformacién de triple hélice con giros hacia la
derecha. Esta triple hélice se da, gracias a una abundancia
inusual de tres aminoacidos: glicina, prolina e hidroxiprolina.
Las cadenas alfa son sintetizadas como pro-cadenas o pre-
cursoras con extensiones amino y carboxilo terminal cono-
cidos como pro-péptido N y pro-péptido C, respectivamente.
Posteriormente, sufren una serie de modificaciones post-
traduccionales y las tres cadenas alfa se asocian a partir de
su pro-péptido C y se pliegan hasta formar la triple hélice.
La colagena madura se genera extracelularmente por
hidrolisis proteolitica de los propéptidos Ny C (22).

El gen de la colagena al(I) (co/1al) del humano tiene
un tamafio de 18 kb, se localiza en el cromosoma 17 locus
q21.3 al 22 y se encuentra organizado en 51 exones, de
ellos los primeros 6 codifican para el dominio del pro-
péptido N, los exones 7 al 47 para el dominio central que
conforma la triple hélice y los exones 48 al 51 codifican
para el dominio del pro-péptido C (23,24). Aunque la
colagena tipo I estd presente en la matriz extracelular de
muchos 6rganos, normalmente, pocas células tienen la ca-
pacidad de sintetizarla; entre ellas se incluye fibroblastos,
osteoblastos y odontoblastos, que la sintetizan en grandes
cantidades. En situaciones patologicas las células de mus-
culo liso de los vasos sanguineos, las cEH del higado y del
pancreas producen colagena de tipo 1. En todas estas célu-
las, los genes de ¢co/lal y col2al son regulados en forma co-
ordinada, ya que sus productos deben ser sintetizados en
una relacioén de 2:1, para posteriormente formar la colagena
tipo 1. La expresion del gen de eo/lal es controlada depen-
diendo del tejido, de la etapa de desarrollo embrionario y de
la induccion por ciertas citocinas (25), ademas se ha demos-
trado que su regulacion es un proceso complejo. Los meca-
nismos de regulacion se dan en dos niveles: transcripcional
y post-transcripcional, este ultimo a su vez se divide en
traduccional y post-traduccional (21). Para prop6sitos de
esta revision sélo se describird el primer mecanismo.

En la regulacion transcripcional del gen co/7al, partici-
pan dos tipos de elementos: una secuencia especifica de

DNA conocida como elemento regulatorio que actda en ¢is
y factores transcipcionales que actian en frans. Ambos pro-
vocan un efecto positivo o negativo en la expresion del gen.
Los principales elementos en posicién-eis que participan en
la regulacion basal e inducida del co/7al, se localizan en la
region promotora del extremo 5°, primer exén, primer y
quinto intrén de los genes descritos tanto en humano como
en ratén (26,27) (figura 2). Entre los principales factores
transcripcionales se encuentran NF-1, Sp1, NFkB, CBE, AP-
1, c-Krox y ¢/EBP (24,27).

CBF

Este factor transcripcional reconoce la secuencia CCAAT'y
participa en la regulacién de ¢co/7al. Se ha visto que CBF y
los factores transcripcionales SP1 o SP3 forman
heterodimeros que reconocen la regién que abarca las ba-
ses -174 a -50 del promotor de cw/Tal. En experimentos
realizados en fibroblastos normales y de fibroblastos aisla-
dos de pacientes con esclerosis sistémica (28), se demostrd
que SP1, SP3 y CBF se encuentran activados y en mayores
concentraciones en los fibroblastos de estos tltimos, indi-
cando su posible papel en el exceso de produccion de la
colagena, tipicos de esta enfermedad.

Sel

Este es un factor transcripcional ubicuo del tipo dedos de
zinc que reconoce a la secuencia GGGCGG (caja GC) que
es un patrén de DNA ampliamente distribuido en los pro-
motores de varios genes virales y celulares. En la posicion
-138 a -77 del promotor de co/1al se localiza una caja GC

Simdo César Dordio Gomes
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junto con la secuencia patrén que une al factor
transcripcional NF-1, ambas regiones estan sobrepuestas y
actuan como un elemento interruptor. En las CEH en repo-
50, la actividad de unién de SP1 es baja, pero se incrementa
una vez que las células son activadas, lo cual se correlaciona
con el incremento de la expresion de cw/7al observada en
las células activadas. Por otro lado, el nivel de actividad de
NF-1 es bajo en las células activadas (29), lo cual puede
favorece la transactivacion del gen mediada por SP1. La se-
cuencia +68 a +86 localizada en el primer exon de co/7al,
contiene otra caja GC que se ha visto que participa en la
inhibicién de la expresion del gen mediada por TNF-a. El
mecanismo es mediado a través de la disminucion del pega-
do de SP1 a la caja GC en cEH tratadas con la citosina (30).

AP-1

Las proteinas AP-1 son una familia de factores
transcripcionales que incluyen los miembros JunD, c-Jun y
c-fos, los cuales modulan la expresién de genes cuando for-
man homo o heterodimeros. El primer intrén del gen co/7al
contiene un sitio AP-1 (TGATTCA) dentro de la secuencia
+292 a +670 que participa en la regulacion del gen (31). La
secuencia (+598 a +604), es otro sitio que reconoce AP-1y
esta involucrada en la induccion del gen ew/lal cuando las
CEH activadas son estimuladas con TGF-f1 (32).

NF-«xB

Este factor de transcripcién cuyo gen es activado por TNF-
o, inhibe la actividad del promotor de co/7Tal en CEH y
fibroblastos NIH3T3, a través de la sobre-expresion de las
subunidades p50 o p65 y c-Rel de NFkB, al parecer p65 es
un inhibidor mas potente que p50. La represion de co/lal
dependiente de p65, esta mediado a través de sitios de union
a SP1 localizados dentro de la regién de -220 del promotor
de collal (33).

C/EBP

Los C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein; pot sus
siglas en inglés), pertenecen a una familia de factores
transcripcionales que regulan la expresion de varios genes
que participan en inmunidad, crecimiento y regeneracion
hepitica, diferenciacion de adipocitos y respuesta de fase
aguda, solo por mencionar algunas funciones. Estas protei-
nas reconocen la secuencia canénica de CCAAT o también
la secuencia GATTGCGCAATC, con ligeras variaciones
de este patron dependiendo de la secuencia de cada gen
(34). Actualmente, se conocen 6 miembros: C/EBPa, C/
EBPp, C/EBPY, C/EBPe, C/EBPy y CHOP. Todos ellos
contienen tres regiones: el extremo carboxilo comin entre
cada miembro, contiene la region cremallera-leucina de
dimerizacion; la region basica que se une al DNA, el extre-
mo amino que contiene la region de transactivacion, el cual
es diferente en cada uno de los C/EBPs. C/EBPa y C/
EBPf tienen isémeros que son traducidos a partit de un
s6lo RNAm, en el caso de C/EBPp se han descrito 4
isémeros: C/EBPf de tamafio entero (38 kDa), LAP (liver-
enriched transcriptional activating protein, por sus siglas en
inglés; 35 kDa), LIP (liver-enriched transcriptional inhibitory
protein, por sus siglas en inglés; 20 kDa) y un C/EBPf de

16kDa (35). En el caso del LIP y del C/EBPf de 16 kDa
carecen de la region de transactivacién de C/EBPp, pot lo
que conservan sus caractetisticas de dimerizacion y de unién
al DNA pero no activan al gen, por lo que su actividad real
es la de inhibir el efecto del C/EBPf.

LAP se une al promotor de ¢o/7al murino y cuando
este factor se sobre-expresa, estimula la expresion del gen
en la linea celular de hepatocitos HepG2 (36). También se
ha encontrado que C/EBPp participa en la induccién de
¢ol1al pot acetaldehido (37) y TGEP1 (38) en las cEH.
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