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Avances en fibrogénesis

David Kershenobich-Stalnikowitz

El grupo de investigadores de Takahiro Koda-
ma! presentd un trabajo sobre el papel del p53 en la
fibrosis hepdtica. Con este fin generaron un mode-
lo en ratones con delecidn especifica de Mdm2 en
hepatocitos, un inhibidor critico de p53, que en for-
ma estricta mantiene niveles bajos de p53 a través
de la promocién de la degradacién de p53 a través de
la via ubicuitina/proteosoma. Estos ratones evi-
denciaron que la activacion de p53 en hepatocitos
causa fibrosis hepdtica espontdnea con aumento
de la apoptosis y expresion del gen del factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF) en los he-
patocitos y que la deleciéon de p53 en los ratones
knock out de Mdm2 abolié completamente estos
fenotipos. Experimentos in vitro revelaron que p53
sobrerregulé el CTGF a través de la represion del gen
miR-17-92 en hepatocitos. En muestras de higado
humano encontraron una correlacién significati-
va entre CTGF y la expresion sobrerregulada de
P53, ambas elevadas en el higado fibrético. En re-
sumen, el presente trabajo mostré una propiedad
previamente desconocida del p53 en inducir la
expresion de CTGF y promover la fibrosis hepdtica,
lo que sugiere que las vias p53 y CTGF pueden ser
un blanco terapéutico para la fibrosis hepatica.

Li Chen y colaboradores® estudiaron por su
parte también la expresion del CTGF en respuesta
a la administracion de etanol y enfocaron el es-
tudio en microRNA (miR) que previamente se ha
demostrado que intervienen en el control de la tra-
duccidn y transcripcién del CTGF en distintos sis-
temas. En particular, estudiaron el miR 214 que se
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localiza en la regién 3’ del CTGF y que no se habia
investigado con anterioridad. El CTGF mRNA y la
expresion de miR214 se determinaron por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de tiempo real
del RNA de ratones expuestos a la administracién
crénica de etanol intragastrico. Se aislaron células
estelares (HSC) que se cultivaron por 20 dias en la
presencia o ausencia de 25mM de etanol por 48 h
y después de la transfeccién con miR214 en pre-
sencia o ausencia de un protector de CTGF 3’UTR.
La produccion de CTGF se determindé mediante
inmunoprecipitacion. La interaccion funcional en-
tre miR214 y el mRNA 3’UTR de CTGF se efectu6
mediante pruebas en HSC transfectadas con un
gen de luciferasa clonado de 3’'UTR. Los estudios
mostraron que la administracién crénica de etanol
en ratones resulta en un aumento de 1.6 veces de
los niveles hepaticos de mRNA de CTGFy 92% (p
< 0.001) de descenso de los niveles hepdticos de
miR214. Una relacién inversa se tornd evidente
durante la activacién en cultivo de HSC (aumento
de dos veces del mRNA de CTGF y disminucién de
60% de miR214 entre los dias uno y 20) o después
de la exposicion de las células al etanol (aumento de
1.5 veces en el mRNA de CTGF y disminucién
de 48% en miR214). Luego de las transfeccién de
las HSC cultivadas con miR214, la activacion in-
ducida de mRNA de CTGF se redujo en 80 (p <
0.001). Este efecto se bloqueé por la cotransfeccién
de las células con un protector de CTGF UTR, pero
no por un control negativo. La actividad de repor-
tero de luciferasa CTGF 3’UTR se contrajo en 50%
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después de la cotransfeccién con miR214. En con-
clusién, se document6 que miR214 es un regulador
de la produccién de CTGF y que inhibe directa-
mente la fijaciéon de GTGF 3’UTR. En un escenario
de dano hepatico mediado por alcohol o activaciéon de
HSC, los niveles de miR214 estdn suprimidos y
el resultado es un aumento de la producciéon de
CTGF que se vincula con el inicio y progresion
de la fibrosis hepadtica. Estos hallazgos podrian te-
ner implicaciones en el diagndstico o el tratamien-
to de la fibrosis hepatica.

Michael Fausther y Jonathan A Dranoff,® con
el antecedente de que la adenosina extracelular es
un potente regulador de la fibrosis hepatica e in-
flamacion, presentaron un trabajo disefiado para
determinar los mecanismos moleculares que
regulan la expresion de CD 37 en células estelares
hepdticas (HSC). La ecto 5 nucleotidasa /CD73
es la enzima limitante en la generacién de adenosi-
na extracelular. Se ha demostrado que los ratones
con deficiencia de CD37 son resistentes a la fibro-
sis hepdtica experimental y que tienen alterada
la generacién de adenosina en el higado (Peng Z,
Fafeseb J, 2008). Los investigadores estudiaron la
expresion de CD37 en higados de ratas sometidas
a ligadura del conducto biliar, o controles sham
(intervencién simulada), o después de la adminis-
tracién de CCl4 mediante inmunohistoquimica. La
expresion de la proteina CD73 y su distribucién
se efectud por inmunoblot e inmunofluorescencia
confocal. La expresién del mRNA de CD73 en los
dias uno y siete en HSC se determind mediante
RT-PCR cuantitativo. Encontraron que CD37 se ex-
presaba sélidamente en los septos fibrosos de ratas
con ligadura de conducto biliar o en aquéllas trata-
das con CCl4. La proteina CD37 esta sobrerregulada
hasta tres veces en HSC entre los dias 12 y siete,
al igual que la expresién del mRNA de CD37. La
inmunofluorescencia confocal mostro en el primer
dia una expresién difusa del CD37, mientras que
en el dia siete el CD37 se expresé en la membrana
plasmatica y en las fibras de tejido coldgeno. Se re-
conocié ademds que las HSC sobrerregulan CD73
a través de elementos de un promotor especifico de
diferenciacién de miofibroblastos.

Daisuke Hasegawa y colaboradores* estudia-
ron el mecanismo por el cual la ligasa de ubicuiti-
na E3 sinoviolina (Syno) participa en la sintesis de
coldgena en el higado en un modelo de cirrosis
hepatica por CCl4. Se cuantificaron el grado de fi-
brosis y el nimero de células estelares hepdticas

activadas tanto en ratones wild type (wt) como en
ratones Syno +/-y se compar6 ademas en ellos el
grado de apoptosis de células estelares hepéticas
activadas. También analizaron el efecto de la sino-
violina en la sintesis de coldgena en HSC mediante
un siRNA de sinoviolina y analizaron por inmuno-
histoquimica la localizacién de la coldgena.

Los investigadores encontraron que en la ci-
rrosis, la sinoviolina estd sobrerregulada en las
células estelares hepdticas activadas, mientras que
los ratones syno +/- tenian menos fibrosis hepati-
ca que los animales wt; en los ratones syno +/- el
numero de células hepdticas estelares activadas
estaba disminuido y algunas de estas células mos-
traban apoptosis. En animales syno -/- la cantidad
de coldgena madura intracelular y secretada es-
taba significativamente disminuida y la procola-
gena se acumulé en forma anormal en el reticulo
endopldsmico. Estos estudios muestran la impor-
tancia de la ligasa de ubicuitina E3 sinoviolina en
la fibrosis hepadtica.

Keiko Iwaisako y colaboradores® estudiaron el
origen de los miofibroblastos que contribuyen a la
fibrosis hepatica de ratones. La importancia de ello
radica en que los miofibroblastos hepaticos acti-
vados, en respuesta al dafio hepdtico crénico, son
uno de los principales blancos terapéuticos de la
terapia antifibrética. Para ello utilizaron técnicas
de citometria de flujo, inmunohistoquimica, mi-
croarreglos de expresion de genes y RT-PCR, con
uso de dos modelos de fibrosis hepdtica. Demos-
traron que las células estelares hepdticas (HSC) y
los fibroblastos portales (PFs) constituyen la fuen-
te mayor (> 95%) de los miofibroblastos fibrogé-
nicos en ratones, si bien se observé que a pesar de
existir una similitud histolégica dependiendo
del mecanismo del dafno hepatico hubo una dife-
rencia en los mecanismos de diferenciacién de los
miofibroblastos. Las HSC activadas en respuesta a
CCl4 contribuyeron con 83% + 5.2% a los miofi-
broblastos que expresaban coldgena, en tanto que
ello ocurrid s6lo en 42% de las HSC en respuesta a
la ligadura del conducto biliar.
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