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1. RESUMEN

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) es un desorden hereditario autosémico
recesivo caracterizado por la acumulacién de colesterol en los lisosomas. Esta enfermedad
es causada por mutaciones en los genes que codifican para las proteinas NPC1 y NPC2, las

cuales estan implicadas en el eflujo del colesterol desde los lisosomas.

La deficiencia de NPC1 & NPC2 lleva a una acumulacién primaria de colesterol libre
lisosomal y posteriormente el consecuente dafio celular. Si bien no se conoce del todo los
mecanismos subyacentes por los cuales el colesterol libre generaria el dafio hepatico en la
enfermedad de NPC, se han postulado diversas opciones, entre los que destaca el estrés
oxidativo, la disfuncion en la dindmica de endosomas y lisosomas, asi como también la
disfuncién en la autofagia lisosomal. El sistema nervioso central (SNC) es el mas afectado
en los pacientes NPC, los cuales padecen una rapida neurodegeneracidon progresiva a
edad temprana. Otro drgano muy afectado en los pacientes NPC es el higado, ya que
muchos pacientes padecen de enfermedad hepatica incluso llegando a falla hepatica
fulminante. Sin embargo, las causas que conllevan al dafio hepatico en NPC han sido poco

estudiadas y dilucidadas.

En los higados de pacientes NPC se ha reportado un aumento en el contenido de
colesterol libre, fibrosis progresiva y apoptosis. Recientes reportes han postulado a las
catepsinas B y D como potenciales candidatos en la via que conecta la acumulacion de
colesterol libre con el dafio hepatico, particularmente con la fibrosis hepatica.
Considerando todos los antecedentes previos, se formuld la siguiente hipdtesis: “Las vias
de las catepsinas B y D contribuyen a la fibrosis hepatica en la enfermedad de Niemann-
Pick tipo C”. El objetivo general planteado fue: “Demostrar que las vias de las catepsinas B
y D contribuyen a la fibrosis en modelos hepaticos in vitro e in vivo de la enfermedad de

Niemann-Pick tipo C”.



Los resultados de esta tesis muestran aumento en los niveles de catepsinas B y D, los que
se correlacionaron con aumento en la fibrosis e inflamacién en higados de ratones NPC.
Este aumento en la fibrosis también fue reproducido en los modelos hepaticos in vitro
NPC. Interesantemente, la utilizaciéon de inhibidores de catepsinas B y D, CA-074 vy
pepstatina A, respectivamente, ademas de shRNA contra catepsina D, disminuyé el
fenotipo pro-fibrético en modelos celulares de hepatocitos y células estrelladas hepaticas
NPC. Por otro lado, la sobreexpresién de catepsina B aumento la fibrosis en los modelos in

vitro.

Los resultados obtenidos nos llevan a la conclusidn que las catepsinas B y D participan en
la fibrosis hepatica en NPC y proponemos su inhibicibn como una aproximacion

terapéutica para tratar el dafio hepatico en esta enfermedad.



2. INTRODUCCION

La enfermedad de Niemann Pick fue descrita por primera vez por el pediatra aleman
Albert Niemann en 1914, en nifios de origen judio (Askenazies) (Niemann 1914). En 1927
el patélogo aleman Ludwig Pick describid las caracteristicas histoldgicas de esta patologia,
diferencidndola histolégicamente de otras enfermedades de depdsito lisosomal, como la
enfermedad de Gaucher (Pick 1926). Posteriormente, se determind que la enfermedad de
Niemann-Pick pertenece a la familia de enfermedades lisosomales (O'Brien, Bernett et al.
1975). Esta familia estd compuesta por cerca 60 enfermedades y en conjunto presentan
una incidencia en la poblacion de 1 en 7700 nacimientos aproximadamente. Una
caracteristica que comparten estas enfermedades es la acumulacién de distintos sustratos

en los lisosomas (Hoffmann and Mayatepek 2005).

En 1961 la enfermedad de Niemann Pick se clasificé en cuatro formas clinicas (A, B, Cy D),
caracterizadas por la acumulacion de esfingomielina y colesterol en los lisosomas de las
células, particularmente en las células del sistema reticulo endotelial y el cerebro. En 1966
se descubrié la enzima lisosomal esfingomielinasa acida, cuyo déficit produce los tipos Ay
B, con la consecuente acumulacion lisosomal de esfingomielina (Brady, Kanfer et al. 1966).
Posteriormente, cerca de 30 afios después, se determind que la enfermedad de Niemann-
Pick tipo C se debe a mutaciones en otros genes (Carstea, Morris et al. 1997, Naureckiene,

Sleat et al. 2000).

En los tipos C y D, causados por mutaciones de los genes NPC1 y/o NPC2, existe un
defecto primario en la esterificacion y el transporte intracelular del colesterol, el cual se
acumula en su forma libre sin esterificar. El tipo D se ha considerado una variante alélica
del tipo C, que cursa con manifestaciones clinicas similares. Este tipo de la enfermedad
solo se ha encontrado en la poblacién francocanadiense del condado de Yarmouth, Nueva

Escocia (Vanier 2013).



2.1 La enfermedad de Niemann-Pick tipo C

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) es un desorden hereditario autosémico
recesivo caracterizado por la acumulacién de colesterol en los lisosomas. Los pacientes
que padecen la enfermedad de NPC presentan una rapida y progresiva
neurodegeneracion, retraso en el crecimiento y dafio hepatico. Debido a la severidad de
los sintomas, los pacientes NPC fallecen a temprana edad (Patterson, Hendriksz et al.
2012). Cabe destacar, que en la actualidad no existe un tratamiento efectivo real para esta

mortal enfermedad.

En los individuos afectados existe una gran variabilidad en la severidad de las
manifestaciones clinicas, asi como en la edad de aparicién de los sintomas. Basandose en

este ultimo criterio, se puede clasificar la enfermedad de NPC en tres variantes clinicas:

i) Infantil: esta es la forma mas agresiva de la enfermedad. Los pacientes presentan
hepatoesplenomegalia y fallecen generalmente antes de los 5 afios (da Silva, Vassella et

al. 1975).

ii) Juvenil (o cladsica): esta es la forma que se presenta en la mayoria de los casos. Los
pacientes presentan deterioro neurolégico progresivo y se evidencia un retraso en el
desarrollo motor. Los principales sintomas son oftalmoplejia vertical supranuclear,
disartria, distonia, ataxia progresivay en el ultimo periodo juvenil comienzan a aparecer
problemas en la marcha, caidas, torpeza, cataplejia, y dificultades escolares. En algunos
casos también existen trastornos psiquiatricos como demencia progresivaen etapas
avanzadas de la enfermedad. Los sintomas aparecen en la edad pre-escolar y los pacientes

viven habitualmente hasta la pre-adolescencia (Hagberg, Haltia et al. 1978).

iii) Adulta: esta es la forma menos frecuente de la enfermedad. Se manifiesta

principalmente como demencias y los pacientes viven décadas (Vanier 2013).

La enfermedad de NPC se produce por mutaciones en los genes que codifican para las

proteinas NPC1 6 NPC2, ambas relacionadas con el eflujo de colesterol libre desde los



lisosomas. Como consecuencia de esto, se acumula colesterol libre y otros lipidos en los
lisosomas generando el subsecuente dafo celular. Si bien se ha postulado la participacién
de variados mecanismos en la patogenia de la enfermedad, adun no estd del todo

dilucidado cudles son las vias de sefalizacién que estan especificamente afectadas.

2.2 Mecanismos de daio celular en la enfermedad de NPC

Como se mencioné anteriormente, ambas proteinas NPC1 y NPC2, participan en la etapa
final de la via endocitica mediada por receptores permitiendo el eflujo de colesterol libre
desde el lisosoma. En esta via el colesterol transportado por LDL ingresa a la célula
llegando al lisosoma, donde el colesterol éster es hidrolizado a colesterol libre mediante la
lipasa acida. En el modelo actualmente aceptado (Kwon, Abi-Mosleh et al. 2009), NPC2,
una proteina lisosomal soluble, actuaria como una chaperona intra-lisosomal vy
transportaria al colesterol presentandoselo a NPC1, proteina de transmembrana
lisosomal, la cual permitiria su paso a través de la membrana lisosomal, dejando al
colesterol libre disponible en el citosol. En las células NPC, la deficiencia de cualquiera de
las dos proteinas, NPC1 6 NPC2, generaria la acumulaciéon del colesterol libre en el
lisosoma (Figura 1) (Kwon, Abi-Mosleh et al. 2009), lo que conllevaria ademas a la
acumulacién secundaria de otros lipidos con afinidad por el colesterol, como por ejemplo
esfingomielina, ceramida y esfingosina, entre otros (Fan, Sidhu et al. 2013). Se postula que
la acumulacién de colesterol libre per se generaria dafio tisular. Esta idea esta apoyada por
trabajos realizados en ratones NPC (Npcl '/'), los cuales al ser tratados con ciclodextrina,
un polimero que por sus caracteristicas quimicas es capaz de atrapar y sacar el colesterol
libre desde las células, muestran una disminucion del colesterol libre en los tejidos, lo que
se correlaciona con una mejora en la funcién hepatica y neuronal (Lopez, Terpack et al.
2014, Vite, Bagel et al. 2015). Apoyando también la idea de la toxicidad producida por la
acumulacién del colesterol libre, un estudio realizado en ratones NPC, muestra que los
ratones al ser tratados con ezetimibe, un compuesto que inhibe la absorcidn intestinal de

colesterol, generd una disminucion del contenido de colesterol libre hepatico, lo cual se



correlacionaria con una mejora en la funcién hepatica en el modelo murino NPC (Beltroy,

Liu et al. 2007).

Figura 1: Modelo del eflujo del
colesterol de los lisosomas
mediado por las proteinas NPC1 y
NPC2.
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Si bien se desconoce como el colesterol libre por si solo generaria el dafio y muerte celular
observados en la enfermedad, se han propuesto variados mecanismos. Entre los
mecanismos propuestos, destaca que el aumento en los lipidos estaria correlacionado con
el aumento del estrés oxidativo en modelos in vitro, animales de experimentacién y
pacientes (Ribas, Pires et al. 2012, Vazquez, Balboa et al. 2012, Copetti-Santos, Moraes et
al. 2015). Del mismo modo, se ha postulado que el aumento de colesterol libre generaria
disfuncién mitocondrial y consecuentemente un aumento en el estrés oxidativo (Vazquez,
Balboa et al. 2012). Ademas, se ha reportado en modelos neuronales in vitro e in vivo NPC,
que posterior al aumento del estrés oxidativo, hay una activacion de las vias de
sefializacion pro-apoptoéticas, mediadas por la via c-Abl/p73 (Klein, Maldonado et al.
2011). Congruente con esta idea, se ha reportado que disminuyendo el estrés oxidativo
mediante la utilizacién de un antioxidante como la vitamina E, se genera una disminucién
en la activacion de estas vias pro-apoptoticas (c-abl/p73) (Marin, Contreras et al. 2014).
Interesantemente, el uso de este antioxidante mejord los problemas neuroldgicos en los

ratones NPC estudiados (Marin, Contreras et al. 2014).

Otro mecanismo propuesto es que el aumento de colesterol libre en las membranas del

sistema endosomal-lisosomal llevaria a perturbaciones en la dindmica de endosomas, lo



cual puede conllevar a un transporte deficiente de diversos compuestos y consecuente
dafio celular (Sobo, Le Blanc et al. 2007). La autofagia es un proceso celular conservado,
esencial para la homeostasis celular e implicado en el recambio de proteinas dafiadas,
lipidos, carbohidratos y organelos (Elrick and Lieberman 2013). El flujo de autofagia es un
proceso dindamico que implica la generacién de autofagosomas, y su fusién con
endosomas tardios para formar anfisomas, que a su vez se fusionan con los lisosomas para
formar autolisosomas (Fullgrabe, Klionsky et al. 2013, Loos, du Toit et al. 2014). La
acumulacién de autofagosomas se ha reportado en varios tejidos y células, entre los que
destaca fibroblastos embrionarios de ratones deficientes en Npcl (Sarkar, Carroll et al.
2013), neuronas cerebrales y células hepaticas de ratones deficientes en Npcl (Pacheco,
Kunkel et al. 2007), y fibroblastos humanos NPC1 (Tamura and Yui 2015). También se ha
reportado una correlacién entre la acumulacion de colesterol y la desregulacién en la
autofagia, asi como también con la apoptosis celular (Maetzel, Sarkar et al. 2014, Dai,
Dulcey et al. 2017). Apoyando esta idea, la utilizacion de compuestos que mejoran la
autofagia, como carbamazepina, incrementa la viabilidad de células hepdticas o
neuronales NPC (Maetzel, Sarkar et al. 2014). Interesantemente, se ha reportado que en
modelos de la enfermedad de Niemann-Pick tipo A, existe acumulacién de
autofagolisosomas, lipidos y alteracidon en la autofagia, lo cual podria conllevar a una
posterior desestabilizacidon y ruptura lisosomal, con la consecuente fuga de proteinas
contenidas en este organelo, como por ejemplo la catepsina B (Gabande-Rodriguez, Boya
et al. 2014), las que podrian estar provocando la apoptosis celular (Leist and Jaattela
2001). De manera similar, en la enfermedad de NPC se ha reportado alteraciones en el
flujo autofdgico en cerebelos de ratones NPC asociada a la pérdida neuronal (Ko,

Milenkovic et al. 2005, Lee, Lee et al. 2014).

En los pacientes NPC las complicaciones aparecen a los primeros meses de edad, siendo
los drganos principalmente afectados, el sistema nervioso central (SNC), el higado y el
bazo. En los pacientes es muy frecuente la aparicién de hepatoesplenomegalia, y si bien
en los primeros meses de edad no aparecen anormalidades neuroldgicas, después de este

periodo comienza una rapida neurodegeneracion. Esto se correlaciona con la pérdida de



habilidades motoras, la falta de interés frente a estimulos e hipotonia. Otro drgano
afectado en la enfermedad es el pulmdn, ya que los pacientes presentan dafio pulmonar
asociado a recurrentes infecciones respiratorias (Vanier 2013). En cuanto a la histologia de
estos organos es frecuente encontrar infiltracion de células espumosas. La muerte ocurre

generalmente a edades muy tempranas, a menos de 1 aiio de vida (Vanier, 2013).

Si bien el dafio al SNC es una de las principales afecciones en los pacientes NPC, y por
ende de las mas estudiadas, la enfermedad hepatica es un punto muy relevante, ya que
muchas veces esta puede conllevar a un severo dafo hepdtico, empeorando asi la calidad
de vida de los pacientes. Sin embargo, el dafio hepatico en NPC ha sido muy poco
estudiado y por lo tanto no se conocen en detalle los mecanismos que desencadenan la

patogénesis hepatica de esta fatal enfermedad.

2.3 Fibrosis hepatica en la enfermedad de NPC

La mayoria de los pacientes NPC presentan dafio hepdtico considerable (Patterson,
Hendriksz et al. 2012). NPC es reconocida como una causa relativamente comun de
enfermedad hepatica en edades tempranas y se estima que aproximadamente la mitad de
los pacientes NPC sufren de enfermedad hepatica (Vanier 2013). Se ha reportado que en
esta enfermedad se presenta una apoptosis progresiva, inflamacién, estrés oxidativo y
fibrosis en higados de un modelo murino de la enfermedad (ratones Npcl'/') (Rimkunas,
Graham et al. 2008, Rimkunas, Graham et al. 2009, Vazquez, del Pozo et al. 2011). El
fenotipo hepatico comun en la enfermedad se caracteriza por la acumulacién de células
de Kupffer cargadas con lipidos, secrecién de citoquinas inflamatorias (TNFa) y aumento
en la fibrosis hepatica caracterizada por el aumento de marcadores profibroticos (TGFB) vy
la activacion de células estrelladas hepdaticas (HSC, por sus siglas en inglés)(Rimkunas,

Graham et al. 2009, Vanier 2013).



Es importante destacar que las HSC son las principales células involucradas en la fibrosis
hepatica, las que conducen a la acumulaciéon de matriz extracelular, reclutamiento de
células inflamatorias, incluso en casos crénicos de fibrosis, el desencadenamiento de la
cascada de seializacién de la apoptosis (Modol, Brice et al. 2015, de Oliveira da Silva,
Ramos et al. 2017). Por otra parte, los hepatocitos participan activamente en la fibrosis
por medio de la secrecion del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), el que a su
vez puede contribuir a la fibrosis hepatica (Kodama, Takehara et al. 2011). Conectando
con estas observaciones, los ratones que sobre-expresan CTGF en el higado presentan un
aumento en la apoptosis de los hepatocitos, ademas de fibrosis hepatica (Kodama,
Takehara et al. 2011). Interesantemente, experimentos en los cuales se adicioné TGFp a
cultivos primarios de HSC aisladas de ratones NPC presentaron aumentos en marcadores
de fibrosis, en los que se destaca actina de musculo liso (a-SMA) y colagenos | vy Ill.
Ademas, estas HSC presentaron aumento en el contenido de colesterol libre en sus
lisosomas (Teratani, Tomita et al. 2012). Recientes investigaciones en ratones modelo de
higado graso no alcohélico, muestran que la inhibicion de la actividad de la catepsina By D
reduce la inflamacién caracteristica en esta enfermedad (Houben, Oligschlaeger et al.

2017, Tang, Cao et al. 2018).

Si bien en la enfermedad de NPC existe un aumento en el contenido de colesterol libre en
el higado, no se ha dilucidado del todo como esta acumulacién podria conllevar a la
apoptosis y fibrosis hepatica. Reportes recientes han postulado a las catepsinas B y D
como potenciales candidatos en la via que conecta el colesterol libre y el dafio hepatico,
con la fibrosis hepatica (Teratani, Tomita et al. 2012, Tomita, Teratani et al. 2014,

Dominguez-Perez, Nuno-Lambarri et al. 2016).



2.4 Catepsinas: caracteristicas, funcion y regulacion

Las catepsinas son una familia de proteasas que presentan normalmente una localizacién
lisosomal, sin embargo, en algunos casos pueden ser secretadas y encontradas en el
suero. Las catepsinas presentan una expresiéon ubicua en el organismo, ademas de tener
actividad endo o exopeptidasa (Joyce, Baruch et al. 2004). Entre ellas destacan las
catepsinas tipo serina (catepsina G), aspartato (Catepsinas D y E) y cisteina (Catepsinas B,

C, H F K LO,S,VyW) cataliticas.

La catepsina D es sintetizada como una pro-enzima, asi como otras proteasas lisosomales.
Posteriormente, es destinada a los lisosomas por la via del receptor de manosa 6 fosfato
(Stoka, Turk et al. 2016). En los endosomas se realiza la escisién del precursor de 53 kDa, a
una forma intermedia de 48 kDa. Finalmente, se produce el procesamiento de la forma
intermedia generando 2 dominios, uno pesado de 34 kDa y uno liviano de 14 kDa, los
cuales estan unidos de manera no covalente (Zaidi, Maurer et al. 2008, Masson, Bach et
al. 2010). En cuanto al procesamiento, se ha sugerido la participaciéon de cisteina
proteasas, estando involucradas las catepsinas B y L en el ultimo paso (Laurent-Matha,

Derocq et al. 2006).

En el caso de la catepsina B, esta presenta una gran similitud con la catepsina D en la
sintesis y transporte a los endosomas. El procesamiento del precursor de 45 kDa origina
una forma intermedia de 41kDa, esta forma intermedia es procesada hacia la forma activa
madura de 29 kDa (Ishidoh and Kominami 2002). El procesamiento incluye el corte hacia
el N-terminal y una escisiéon de 2 aminodcidos generando 2 cadenas, una pesada de 25
kDa y una liviana de 5 kDa, las cuales estan unidas mediante un puente disulfuro (Roberts,

Adjei et al. 1999).

En cuanto a la funcidén de las catepsinas, se destaca su participacidon en el recambio

proteico. Ademas de ello, estas peptidasas estarian involucradas en la regulacién de otros
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procesos como lo son: la presentacién antigénica (Nakagawa, Roth et al. 1998), el
crecimiento celular y homeostasis tisular (Saftig, Hetman et al. 1995, Koike, Shibata et al.
2003). Cabe destacar, quelas catepsinas a pesar de ser proteasas lisosomales también
pueden tener funciones fuera de este compartimento, como por ejemplo, en la ejecucién
de la muerte celular programada (Cirman, Oresic et al. 2004, Droga-Mazovec, Bojic et al.
2008), la degradacién de matriz extracelular (Khalkhali-Ellis and Hendrix 2007) y en el

crecimiento celular invasivo (Laurent-Matha, Maruani-Herrmann et al. 2005).

En relacion a la regulacion de la expresion de estas catepsinas, se ha reportado que el
factor transcripcional TFEB regula la expresion de las catepsinas, incluidas las B y D
(Feeney, Spampanato et al. 2013). Cuando estd activo TFEB, este trasloca al nucleo e
induce la expresidon de mas de 50 genes, aumentando la biogénesis, exocitosis lisosomal
ademas del flujo autofagico (Settembre and Ballabio 2011, Settembre, Di Malta et al.

2011, Sha, Rao et al. 2017, Nnah, Wang et al. 2019).

En cuanto a la regulacion de la actividad de las catepsinas un factor importante es el pH.
Estas proteasas se encuentran predominantemente activas y estables a un pH acido, como
es el encontrado en las vesiculas endosomales, pero son relativamente inestables en un
pH neutro, como lo es el del citoplasma y medio extracelular (Turk, Dolenc et al. 1994,
Turk, Bieth et al. 1995, Almeida, Nantes et al. 2001). Recientes estudios han demostrado
gue estas proteasas en el citosol pueden ser muy activas, pero por un tiempo limitado
permitiendo su actividad extralisosomal (Jordans, Jenko-Kokalj et al. 2009, Turk and Turk
2009). Sus sustratos citosdlicos reportados son variados, incluyendo a proteinas como Bid
y Bcl-2 durante la apoptosis (Cirman, Oresic et al. 2004, Droga-Mazovec, Bojic et al. 2008),
algunas quimioquinas (Repnik, Starr et al. 2015), y proteinas de adhesion, entre otros

(Sobotic, Vizovisek et al. 2015).

En cuanto a los factores que llevan a la activacién de catepsinas, se han reportado varios,

sin embargo los glicosoaminoglicanos (GAGs) y los sulfato dextranos son considerados los
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activadores comunes mas frecuentes que guian a la activacion de las catepsinas (Rozman,
Stojan et al. 1999, Beckman, Freeman et al. 2009). De manera mas especifica, para la
catepsina D, se ha descrito que son potentes activadores el prosaposin (Gopalakrishnan,
Grosch et al. 2004) e interesantemente algunos lipidos como la ceramida (Heinrich, Wickel
et al. 1999) y la esfingomielina (Fischbeck, Leucht et al. 2011), lipidos que se encuentran
aumentados en células NPC. En el caso de la catepsina B, la ceramida también se

considera dentro de los activadores de esta proteasa (Taniguchi, Ogiso et al. 2015).

Dado el rol de las catepsinas en diversos procesos fisioldgicos y patologias, se han tratado
de disefiar diversos inhibidores de estas proteasas como blancos terapéuticos para
algunas enfermedades. La pepstatina, es uno de los inhibidores mas utilizados de las
proteasas asparticas, inhibiendo también a la catepsina D (Umezawa 1982). Sin embargo,
en la actualidad no se ha encontrado un inhibidor especifico para la catepsina D. Por otra
parte, para catepsina B, se han disefiado algunos inhibidores especificos como el CA030,

CA-074 y otros analogos (Murata, Miyashita et al. 1991, Towatari, Nikawa et al. 1991).

2.5 Las catepsinas B y D como mediadoras del dafio hepatico y fibrosis en la enfermedad

de NPC

En patologias hepaticas importantes se ha reportado un aumento de catepsinas, como por
ejemplo, los pacientes con carcinoma hepatocelular y/o cirrosis presentan aumento en los
niveles plasmaticos de catepsina B (Leto, Tumminello et al. 1997) y D (Leto, Tumminello et
al. 1996). También se ha reportado un aumento en la actividad de la catepsina B en
fibrosis experimental hepatica (Yamamoto, Murawaki et al. 1992) y un aumento en los
niveles plasmaticos de catepsina D en pacientes pediatricos con enfermedad hepatica.
Ademas, los niveles de catepsina D plasmaticos se proponen como marcador predictivo
para la inflamacidon hepatica en pacientes con esteatosis (Walenbergh, Houben et al.

2015).
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Es importante destacar que en experimentos realizados en modelos murinos de
colestasia, se ha descrito que la inactivacion de catepsina B, por medio de la utilizacidn de
ratones knockout (KO) para esta proteasa o el inhibidor R-3032, atenua la fibrosis, el dafio
hepatico y la fibrogénesis (Canbay, Guicciardi et al. 2003). Por otra parte, se ha reportado
gue durante la activacion de las HSC y fibrosis hepdtica aumentan muchas proteinas, entre
las que destaca la catepsina D (Kristensen, Kawada et al. 2000). Estos antecedentes
realzan la importancia de las catepsinas, en especial B y D en procesos de dafio hepatico,

los que incluyen apoptosis, fibrosis e inflamacién hepatica.

Varias investigaciones han encontrado que las catepsinas pueden actuar sobre los
mediadores de la apoptosis activandolos (Bid, Caspasa 1, etc) (Appelgvist, Johansson et al.
2012, de Castro, Bunt et al. 2016). Sin embargo, cémo es que estas enzimas lisosomales
actuan en el citoplasma no esta del todo descrito. Se ha reportado que la catepsina B
puede translocar al citoplasma y nucleo, mecanismo descrito para la apoptosis hepatica
inducida por sales biliares (Roberts, Adjei et al. 1999). Este mismo fendmeno se ha
evidenciado para la catepsina D frente a estrés oxidativo (Roberg and Ollinger 1998). Si
bien en la enfermedad de NPC existe apoptosis celular hepatica los niveles son bajos,
siendo mas caracteristica la fibrosis en esta enfermedad. Por esta razén que en esta tesis

nos centraremos principalmente en este proceso patoldgico.

Ademas, se ha reportado la participacién de las catepsinas By D en procesos inflamatorios
en variadas patologias, entre las que destaca la participacion de la catepsina B o D en
polimiositis (Feng, Ni et al. 2013, Zhang, Fu et al. 2015), en trauma cerebral (Hook,
Jacobsen et al. 2015), en la participacién de la activacién del inflamasoma NLRP3 (Chen, Li
et al. 2015), pero mas relevante para esta tesis es la participacion de las catepsinas By D
en el proceso inflamatorio y metabolismo de los lipidos en el desarrollo de higado graso

no alcohdlico (Houben, Oligschlaeger et al. 2017, Tang, Cao et al. 2018).
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Se ha reportado en ratones modelos de la enfermedad de Niemann-Pick tipo B (NPB),
aumento en las catepsinas B y D a nivel hepatico (Moles, Tarrats et al. 2012). Ademas, la
catepsina B tiene una correlacidon positiva entre sus niveles y el dafio hepdtico en ratones
NPB (Cluzeau, Watkins-Chow et al. 2012), ya que experimentos en los que se
disminuyeron los niveles de catepsina B, se observa una reduccién de marcadores pro-
fibréticos y proliferativos en las HSC (Moles, Tarrats et al. 2009). Apoyando lo anterior y
dilucidando el mecanismo de cémo estas catepsinas estarian involucradas en la fibrosis, se
ha reportado que la catepsina B podria estar regulando la diferenciacién de fibroblastos
de pulmodn, en un contexto fibrético, mediante la maduracién de TGFB (Kasabova, Joulin-

Giet et al. 2014).

En cuanto a la enfermedad de NPC, se han observado un aumento en los niveles del ARN
mensajero (ARNm) de catepsina D hepatica a partir de la primera semana de vida en
modelos murinos (Cluzeau, Watkins-Chow et al. 2012). También se ha descrito un
aumento en los niveles de catepsina D sérica en pacientes NPC. En ratones NPC se observa
un aumento progresivo en los niveles proteicos de la catepsina D en el higado que se
correlaciona con la edad de los ratones (Cluzeau, Watkins-Chow et al. 2012).
Interesantemente, los niveles plasmaticos de catepsina D presentan una asociacién
positiva respecto al grado de severidad de la enfermedad de NPC en pacientes (Cluzeau,
Watkins-Chow et al. 2012). Finalmente, cuando los ratones NPC son tratados con
ciclodextrina se atenua el dafio observado, aumenta la sobrevida y se normalizan los

niveles de catepsina By D (Alam, Getz et al. 2014).

Es importante recalcar que la asociacidn entre las catepsinas y el dafo en la enfermedad
de NPC no sdlo seria a nivel hepatico, sino que también a nivel neuronal (Chung,
Puthanveetil et al. 2016). Se ha reportado que los modelos murinos NPC presentan
aumento de las catepsinas B y D en la fraccidn citosélica de homogenizados de hipocampo
y cerebelo, asociandolas a la neurodegeneracién en esta enfermedad (Amritraj, Peake et

al. 2009). Los modelos celulares neuronales NPC también presentan aumento en estas
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catepsinas y cuando es inhibida la actividad de estas enzimas el fenotipo NPC es atenuado

(Amritraj, Peake et al. 2009, Amritraj, Wang et al. 2013).

Todos estos antecedentes, en particular: i) la asociacion entre catepsinas B y D a las
patologias hepdticas, especificamente a los procesos de fibrosis; ii) el aumento de
catepsinas B y D en modelos hepaticos NPC; iii) la presencia de fibrosis en higados de
pacientes y ratones NPC y iv) la activacion de las catepsinas B y D mediada por lipidos
como la ceramida, los que se encuentran aumentados en NPC, sugieren la participacion de
las catepsinas B y D en el dafio hepatico de la enfermedad de NPC. En esta tesis se
propone estudiar la participacién de las catepsinas B y D en el procesos de fibrosis en

modelos hepaticos de la enfermedad de NPC.

Adicionalmente, se exploré de manera global, cambios en la expresién de genes que
participan en procesos de inflamacién y fibrosis y su relacion con la progresién de la

enfermedad hepatica en NPC.

Con esta tesis se espera contribuir a la comprension de los mecanismos patogénicos vy al
disefio de estrategias terapéuticas para combatir la patologia hepatica de la mortal

enfermedad de NPC.

3. HIPOTESIS

“Las vias de las catepsinas B y D contribuyen a la fibrosis hepatica en la enfermedad de
Niemann-Pick tipo C”.
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4. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que las vias de las catepsinas B y D contribuyen a la fibrosis en modelos
hepaticos in vitro e in vivo de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluarla progresion temporal de la fibrosis en la enfermedad hepatica en NPC y su
relacion con cambios en la expresion global de genes y de las catepsinas By D en el
higado del ratén Niemann-Pick tipo C

a. Analizar marcadores de fibrosis e inflamacién en el higado del ratén modelo
NPC a diferentes edades.

b. Analizar los niveles de ARNm de genes relacionados a dafio, fibrosis y de las
catepsinas B y D, de la proteinas y de la actividad de las catepsinas By D en
higado y establecer si existe una correlacién temporal con la fibrosis en el ratén

modelo NPC.

2. Analizar los niveles protéicos de las catepsinas B y D en modelos in vitro de
hepatocitos y de células estrelladas hepaticas NPC.

3. Evaluar el efecto de la modulacion de la actividad y niveles de las catepsinas By D en
sobre la fibrosis en modelos hepaticos in vitro e in vivo Niemann-Pick tipo C.

a. Aumentar o disminuir la actividad y/o niveles proteicos de catepsinas By D en
modelos in vitro de hepatocitos y células estrelladas hepaticas NPC y evaluar su

efecto sobre la fibrosis celular.

b. Disminuir la actividad de las catepsinas B y D en el higado del ratén modelo NPC
y evaluar su efecto sobre la fibrosis hepatica.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales
6.1.1 Materiales y reactivos técnicos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis,USA): Tritdén X-
100, albumina de suero de bovino (BSA), dodecilsulfato de sodio (SDS), Tween 20, NP-40,
persulfato de amonio, B-mercaptoetanol, tetrametiletilendiamina (TEMED), bicarbonato

de sodio, filipina, Hoescht, fluoruro de sodio (NaF) y ortovanadato de sodio.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania): NaCl, Perdxifo de

Hidrégeno (H,0,), HCl, metanol, sacarosa y los solventes de grado analitico.

Los siguientes reactivos de grado biologia molecular se obtuvieron de Invitrogen
Corporation (Carlsbad, USA): Tris, glicina, estandar de peso molecular de 100 pb DNA
ladder, bench mark protein ladder preteifido y Taq polimerasa. La agarosa de grado
biologia molecular fue adquirida en Bio Whittaker Molecular Applications (Rockland, USA).
La solucion de Chomczynki-Fenol para la extraccion de ARN se obtuvo de Winkler
(Santiago, Chile). El liquido de montaje para inmunofluorescencia Fluoromount se obtuvo
de Electron Microscopy Sciences (Washington, USA). El papel filtro N22 se obtuvo en
Whatman (Maidstone, Inglaterra), la membrana de nitrocelulosa para westernblot de

BIORAD (Hercules, USA).
6.1.2 Materiales y medios para cultivo celular

Los siguientes materiales para cultivo celular se obtuvieron de Orange Scientific (Braine-
I'Alleud, Bélgica): frascos de 25 cm? y75 cm?, placas de 20 mm, 60 mm y 100 mm, pipetas

estériles desechables de 10 mL y rastrillos estériles desechables.

Los tubos conicos de polipropileno de 15 mL y 50 mL se obtuvieron de Falcon (St. Louis,
USA). Los filtros de 0,22 um se adquirieron de Millipore (Bedford, USA). Los siguientes

reactivos se obtuvieron de Gibco Invitrogen (Carlsbad, CA): medio de cultivo Dulbecco’s
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Modified Eagle (DMEM), Opti-MEM, suero fetal bovino, tripsina-EDTA, glutamina,

antibiotico-antimicoético, penicilina, estreptomicina y Lipofectamina 2000.
6.1.3 Sistemas Comerciales

El sistema para la trascripcidon reversa cDNA reverse transcription kit y el sistema para g-
PCR Fast SYBR green mastermix se obtuvieron de Applied Biosystems, life technologies
(Carlsbad, USA). El sistema de quimioluminiscencia para visualizar la unién de los
anticuerpos primarios a las muestras proteicas de un westernblot se obtuvo de Perkin
Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, USA). El sistema para medir la concentracion de proteina

BCA Protein Assay Kit, Pierce, Thermo Scientific (Waltham, USA)
6.1.4 Anticuerpos

Los anticuerpos secundarios anti-lgG de ratén y anti-lgG de conejo conjugado con
peroxidasa de rdbano se obtuvieron de Upstate (Charlottesville, USA). Los anticuerpos
secundarios anti-lgG de conejo y anti-lgG de ratdén conjugados con Alexa Fluor-488 y Alexa
Fluor-594 fueron obtenidos de Molecular Probes (Eugene, OR). Los anticuerpos primarios
anti-CTGF, anti-GAPDH, anti-Catepsina-D y anti TGFB fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology, Inc (Texas, USA). Los anticuerpos primarios anti-Lamp1 y anti-Catepsina-B
fueron obtenidos de Cell Signaling Technology (Cambridge, MA, USA). El anticuerpo anti-&-
COP fue donado gentilmente por el Dr Monty Krieger; Massachusetts Institute of

Technology (Cambridge, MA, USA).
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6.2 Metodologia
6.2.1 Modelos farmacolégicos in vitro

Para los modelos celulares farmacoldgicos NPC se utilizé la droga U18666A (U18), la cual
desencadena la acumulacién de colesterol intracelular uniéndose a NPC1 (Lu, Liang et al.
2015). Esta droga ha sido ampliamente utilizada para inducir el fenotipo NPC en diferentes
tipos celulares (Liscum and Faust 1989, Sparrow, Carter et al. 1999, Koh, Whiteman et al.
2006). Se tratd una linea celular de hepatocitos, Hepal-6 y una de células estrelladas
hepaticas, LX-2, con dosis variadas de U18 (0,5-4 pug/ml) durante un tiempo total de 24 o
48 h.

6.2.2 Modelos genéticos in vitro

Se utilizaron hepatocitos y células estrelladas hepdaticas de cultivo primario extraidas de
ratones Npcl'/' (NPC) vy silvestre (WT) de 7 u 8 semanas de edad para algunos

experimentos mas especificos.
6.2.3 Modelo murino

Se utilizé el ratéon modelo NPC: ratén Npcl'/' del background BALB/c ampliamente
utilizado y caracterizado por el laboratorio de la Dra. Zanlungo (Loftus, Morris et al. 1997,
Vazquez, del Pozo et al. 2011). Se considera metabdlicamente estable hasta las 6 semanas
de edad, a las 7 comienza a visualizarse la infiltracién de macréfagos, y a las 8 semanas
fibrosis hepatica (Xie, Turley et al. 1999, Vazquez, del Pozo et al. 2011). Se analizaron
ratones NPC y sus respectivos controles WT de 6, 7 y 9 semanas de edad. Resultados
previos del laboratorio han mostrado que a estas edades ya hay signos de dafio hepatico

(Vazquez, del Pozo et al. 2011).
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6.2.4 Toma de muestras

Alas 6, 7 y 9 semanas, los ratones fueron anestesiados por una inyeccion intraperitoneal
de ketamina (80-100 mg/kg) y xilacina (5-10 mg/kg). El higado fue seccionado en 3 partes:
una parte (0,15g) se utilizé para realizar homogenizados de proteinas, una segunda
porcién se congeld para cortes en cridostato y el tejido remanente se utilizé para la

extraccion de RNA.
6.2.5 Homogenizados de proteinas de cultivos celulares

Luego de los tratamientos, se lavaron las placas con células 3 veces con PBS 1X para retirar
residuos de medio de cultivo, manteniendo las placas en hielo (42C aprox). Para lisar las
células se utilizé la solucién de tampdn RIPA alto detergente (Tris-HCI 50 mM; pH 7,4, NaCl
150 mM, NP40 1%, Deoxicolato Sddico 0,5%, SDS 0,1%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM) mas
inhibidores de proteasas (1 pg/ul Leupeptina, 1 pg/ul Pepstatina, 1 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF)) e inhibidores de fosfatasas (1 mM ortovanadato y 1 mM
fluoruro de sodio). Se agregd directamente en cada placa cantidad suficiente de RIPA mas
inhibidores segun el tamafio de la placa a utilizar manteniendo las placas en hielo. Luego,
utilizando un rastrillo de células, se soltaron las células de la superficie de la placa y se
junté la suspensidn de células obtenida en un tubo eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente,
se realizd suave pipeteo de cada muestra de células para favorecer la lisis celular.
Posteriormente, después de 15 min, las muestras se centrifugaron a 21500 g por 20 min a
4°C. Se recupero el sobrenadante obtenido y se cuantificd la cantidad de proteinas totales

presentes por el método del acido bicinconinico (BCA) utilizando un sistema comercial.
6.2.6 Obtencidon de homogenizados totales de higado

Para la preparacién de homogenizados totales de higado se tomaron 0,15 g de tejido
congelado y se le agregd 1,0 mL de tampdn de homogenizacion (Tris 20 mM; MgCl, 2 mM;
sacarosa 0,25 M; pH 7,2) con los inhibidores de proteasas (1 pg/ul Leupeptina, 1 pg/ul
Pepstatina, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)) e inhibidores de fosfatasas (1

mM ortovanadato y 1 mM fluoruro de sodio).Se homogenizaron usando el homogenizador
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Mixer-Mill. EIl homogenizado resultante se centrifugd a 3.000 g a 4°C por 10 min vy el

sobrenadante obtenido aislado es el homogenizado total.
6.2.7 Analisis mediante westernblot de lisados celulares y/o homogenizados de higado

Para el anadlisis de westernblot se utilizaron 50 ug de proteinas de lisado de células y/o
homogenizados e higado. Las muestras fueron sometidas a electroforesis denaturante en
un gel al 10% o 12% de poliacrilamida - 0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) segun el
peso molecular de la proteina a analizar en tampdn Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192
mM, SDS 0,1% p/v a 100 V por 1,5-2 h y luego transferidas a una membrana de
nitrocelulosa en tampon Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, metanol 20% v/v a 450
mA por 2 h. Después de la transferencia, la membrana fue bloqueada con 20 mL de leche
al 5% en PBS 1X suplementado con Tween 20 0,1% o 20 mL de BSA al 5% en TBS 1X
suplementado con Tween 20 0,1% por 2 h en agitacién. Posteriormente, la membrana se
incubd con el anticuerpo primario en la misma solucién de bloqueo por toda la noche a
4°C en agitacion. Para controlar la carga proteica de cada muestra, la membrana se corté y
se incubd con un anticuerpo anti e-cop, anti-tubulina, anti-GAPDH o anti- a-actina. Al dia
siguiente, se procedio a lavar las membranas 3 veces con TBS 6 PBS/Tween 20 0,1% por 10
min y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente BSA-5% en TBS/Tween 20
0,1% o leche 5% en PBS/Tween 20 0,1% por 2 h a temperatura ambiente. Todos los
anticuerpos primarios fueron utilizados en una dilucién de 1:1000, a excepcién de anti B-
actina-HRP 1:3000 (sc-1616 HRP), anti-e-COP 1:4000. Los anticuerpos secundarios anti-IgG
de ratdn HRP o anti-IgG de conejo HRP se utilizaron en una dilucién 1:3000, excepto para
el anti B-actina-HRP, para el cual no se utiliza anticuerpo secundario por poseer HRP. La
unién del complejo anticuerpo primario/anticuerpo secundario a las muestras proteicas
fue visualizada usando el procedimiento de quimioluminiscencia (Perkin Elmer Life
Sciences, Inc.) y expuestas mediante revelado digital a través del uso del programa
Genesys utilizando el equipo G:BOXChemi XX9. Las sefiales detectadas en los ensayos de

westernblot se cuantificaron mediante el programa Imagel.

21



6.2.8 Inmunofluorescencias indirectas de los cultivos celulares

Las células fueron sembradas en placas de cultivo con 24 pocillos que contenian
cubreobjetos circulares de vidrio de 12mm, incubados anteriormente con poli-lisina por
2h y lavados, en una densidad de 3 x 10* células por pocillo. Después de los tratamientos,
las células fueron lavadas 3 veces con tampdn fosfato salino (PBS) 1X, fijadas con para-
formaldehido (PFA) al 4% sacarosa 4% en PBS 1X por 20 min, lavadas después 3 veces con
PBS 1X por 5 min y lavadas por 5 min con glicina 0,1M. Luego de un lavado con PBS 1X, las
células fueron permeabilizadas por 10 min con Tritén X-100 al 0,2% en PBS 1X. Después de
1 lavado con PBS por 5 min, las células fueron incubadas en albumina de suero de bovino
(BSA) al 10% en PBS 1X por 30 min a temperatura ambiente y posteriormente incubadas
toda la noche en cdmara humeda a 4°C con los anticuerpos primarios (1:1000) en solucién
de BSA 3% en PBS 1X. Al dia siguiente las células se lavaron 4 veces con BSA 3% en PBS 1X
y entonces fueron incubadas con anticuerpos secundarios por 1 h a temperatura
ambiente en cdmara humeda, protegida de la luz. Finalmente fueron lavadas 3 veces por 5
min con PBS 1x. En el caso que se quisiera visualizar nucleo, se procedié a realizar la
tincién de Hoescht por 10 min y los cubreobjetos de vidrio fueron lavados nuevamente 3
veces por 5 min con PBS 1X y una vez con H20 3X. Después de eliminar el exceso de
liquido, se montaron con solucion de montaje fluoromountG y se dejo polimerizar en
oscuridad durante toda la noche. Todas las diluciones de los anticuerpos fueron 1:1000 y
se prepararon en BSA 3% en PBS 1X. Los anticuerpos secundarios anti IgG de ratén y anti
IgG de conejo conjugados con Alexa Fluor 488 (verde) y Alexa Fluor 594 (rojo) fueron
utilizados en una dilucién de 1:1000.Lasimagenes de fluorescencia fueron capturadas con

el microscopio Olympus BX51 y analizadas con el programa Image J.
6.2.9 Tinciones de Filipina y Hoescht

Luego de los tratamientos se lavaron los pocillos 3 veces con PBS 1X por 5 min, se fijaron
las células con PFA al 4% Sacarosa al 4% en PBS 1x por 30 min a temperatura ambiente y
se lavaron nuevamente 3 veces con PBS por 5 min. Se inactivé el PFA con 1,5 mg/mL de

Glicina en PBS 1x por 20 min y se incubo después con 25 pg/mL de Filipina en PBS 1x por
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30 min en oscuridad. Posteriormente se lavaron los pocillos con PBS 1x 3 veces por 5 min,
y se montaron con fluoromount G. Todo el procedimiento se realizé a temperatura

ambiente.

Una vez realizadas las inmunofluorescencias indirectas, las células fueron incubadas con
Hoescht (Sigma) a una concentracién final de 0,05 pg/mL por 10 min en oscuridad vy

lavadas posteriormente antes del montaje.
6.2.10 Transfecciones de células

Las células Hepal-6 fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 5% mas antibidtico-antimicdtico (10.000 Ul/mLde penicilina, 10.000 pg/mL
de estreptomicina y 25 pg/mL de antimicdtico anfotericina B). Brevemente, las células
Hepal-6 se sembraron en placas de cultivo de 60 mm a una densidad de 1,5 x 10°células
por placa y luego de 24 h se realizé la transfeccidén con Lipofectamina preparando, para
cada placa, una dilucion de 2 pg en 150 pL de medio Opti-MEM para cada plasmido
empleado. En paralelo, se hizo una diluciéon de 6 ulL de Lipofectamina en 150 uL de medio
Opti-MEM, por cada placa. Después de incubar 5 min a temperatura ambiente se
combinaron en una relacién 1:1 en volumen y se incubd a temperatura ambiente por 30
min. Posteriormente, se agregaron los 300 pL de la mezcla Lipofectamina 2000-DNA a
cada placa, que contenia 3 mL de medio completo
(DMEM+5%SFB+antibiotico/antimicético). Se incubd por 24 h a 37°C en atmédsfera 5% CO,
saturada de humedad. Luego de este periodo, se lavaron las placas una vez con PBS 1X y

se realizaron los tratamientos con U18 en DMEM completo para inducir el fenotipo NPC.
6.2.11 Inhibicidn de la actividad de catepsinas By D

Se utilizaron como inhibidores de la actividad de las catepsinas B y D a CA-074 (Sigma)
(Woolbright, Ramachandran et al. 2012, Yan, Chen et al. 2013) y la pepstatina A (Sigma)

(Pourahmad, Ross et al. 2001) respectivamente, en modelos in vivo e in vitro NPC.
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6.2.12 PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

El RNA total fue extraido siguiendo el protocolo descrito por Chomczynski y Sacchi (1987).
Se tomaron 2ug de RNA y fueron tratados con DNAsa | (Invitrogen) y retro-transcrito a
cDNA utilizando el método de los random primers(Invitrogen) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Para cada reaccién de PCR en tiempo real se utilizé 12,5 puL de Master Mix
Sybr-green (Stratagene), 0,375 uL de Rox en una dilucién 1:500 (Stratagene), 1 uL de
partidor sentido 10 uM, 1 plL de partidor antisentido 10 puM y 9,125 uL de agua. Las
secuencias de los partidores utilizados se encuentran en la Tabla 1. El termociclador para
PCR en tiempo real utilizado fue el equipo Applied Biosystems modelo AB7500 (Foster
City, CA), que fue gentilmente donado por la Fundacién Humbolt al Departamento de
Gastroeneterologia de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile. La expresiéon de genes en las células fue normalizada utilizando el gen PPIA
(Peptidylprolylisomerase A). Los datos desde las reacciones de PCR fueron analizadas

usando el modelo matematico descrito por Pfaffl (Pfaffl, Horgan et al. 2002).
6.2.13 Tincion de Perfringolisina O (PFO)

Se evalud la acumulacion de colesterol como una manera de corroborar los modelos. Esto
se realiz6 mediante la tincién de perfringolisina O (PFO) (Kwiatkowska, Marszalek-
Sadowska et al. 2014), en los modelos in vitro. Después de los tratamientos, las células
fueron lavadas 3 veces con tampdn fosfato salino (PBS) 1X, fijadas con para-formaldehido
(PFA) al 4% sacarosa 4% en PBS 1X por 15min, lavadas después 3 veces con PBS 1X por 5
min y lavadas por 5 min con glicina 0,1M. Luego de un lavado con PBS 1X, las células
fueron permeabilizadas por 10 min con Triton X-100 al 0,05% en PBS 1X. Después de 1
lavado con PBS por 5 min, las células fueron incubadas en albimina de suero de bovino
(BSA) al 10% en PBS 1X por 30 min a temperatura ambiente y posteriormente incubadas
durante 1 hora con GST-PFO (5ug/ml). Luego se agregd el anticuerpo anti-GST en PBS
(1:200) toda la noche en cdmara humeda a 4°C. Al dia siguiente las células se lavaron 4
veces con BSA 3% en PBS 1X y entonces fueron incubadas con el anticuerpo secundario

(Alexa 594 anti goat (1:2000)) por 1 h a temperatura ambiente en cdmara himeda,
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protegida de la luz. Finalmente fueron lavadas 3 veces por 5 min con PBS 1x. Para
visualizar nucleo, se procedid a realizar la tincién de Hoescht por 10 min y los
cubreobjetos de vidrio fueron lavados nuevamente 3 veces por 5 min con PBS 1X y una
vez con H20 3X. Después de eliminar el exceso de liquido, se montaron con solucién de

montaje FluoromountG y se dejé polimerizar en oscuridad durante toda la noche.
6.2.14 Andlisis de RNAseq

El ARN se purificod utilizando el kit de purificacion de ARN Dynabeads® (Thermo Fisher
Scientific) de acuerdo con el protocolo suministrado. El enriqguecimiento en ARNm se

evalud utilizando el kit RNA 6000 Pico y el bioanalizador 2100 (Agilent Biotechnologies).

El ARNm se tratd y se secuencié de acuerdo con los protocolos de los fabricantes de SOLID
Whole Transcriptome Analysis Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). En
resumen, el ARNm se fragmento utilizando RNasa Il y se realizé la ligadura de la mezcla
adaptadora y la transcripcion inversa; las bibliotecas se seleccionaron por tamafo para los
fragmentos entre 50 y 150 pb, se amplificaron por PCR en emulsién y se purificaron

utilizando el sistema de fraccionamiento Ambion flashPAGE, (Thermo Fisher Scientific).
6.2.15 Cultivo primario células estrelladas

Se aislaron HSC de ratones. Brevemente, los ratones se anestesiaron por una inyeccion
intraperitoneal de ketamina (80-100 mg/kg) y xilacina (5-10 mg/kg). Se procedié a canular
el animal y perfundir con 30 mL del buffer salino Hanks1X (Sin calcio ni magnesio),
posterior a ello se perfundieron 30 mL de solucidén la cual contenia pronasa al 0,2% vy
finalmente 30 mL de una solucién con pronasa al 0,05% y colagenasa al 0,05%. Posterior a
ello se retird el higado, y se dejé digerir en 20 mL de soluciéon que contenia pronasa al
0,05% y colagenasa al 0,05% a 37° durante 30 minutos. Posterior a ello se homogenizé con
pipeta, se pasé el homogenizado a través de un Cell Strainer de 70 um y se centrifugd a
540 g durante 10 min. El precipitado obtenido se lavd 2 veces con PBS 1X y se centrifugd a
540 g durante 10 min. El precipitado se resuspendid y se generd una gradiente de percol

al 35%. Se centrifugd a 950 g durante 30 min sin desaceleracién. Se extrajo la fraccion de
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las HSC, las que se resuspendieron en DMEM. Se lavaron las células 2 veces en DMEM
centrifugdndolas a 540 g durante 6 min. Finalmente, se sembraron las células segun la

confluencia necesaria para cada experimento.
6.2.16 Andlisis Estadistico

Los resultados se expresaron como media + desviacion estdndar (SD). Las diferencias
observadas entre las medias de los parametros determinados para todos los grupos
fueron valoradas estadisticamente mediante la aplicacidon del test de ANOVA usando el
programa de analisis estadistico Minitab (Minitab Inc, State College, Pennsylvania, USA) y
aplicando un post test de Fisher. Una diferencia entre grupos experimentales se consideré

estadisticamente significativa cuando el valor p fue menor de 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 RESULTADOS OBIJETIVO 1: Evaluarla progresion temporal de la fibrosis en la
enfermedad hepatica en NPC y su relacion con cambios en la expresion global de genes
y de las catepsinas B y D en el higado del ratén Niemann-Pick tipo C.

7.1.1 Aumento en la fibrosis hepatica y la inflamacion en ratones NPC

Como primera aproximacién para la descripcién del modelo hepético de ratén NPC, evaluamos la
fibrosis hepatica. Para ello, analizamos los niveles de las proteinas cldsicamente
involucradas en la fibrosis hepatica, como lo son coldgeno 1A1 y a-SMA, en higados de
ratones NPC y WT. Interesantemente, se pudo observar que los higados de ratones NPC
presentaron aumento en estas proteinas a las 7 y 9 semanas de edad respecto a los
animales WT (Fig. 2 A, B). Ademas, se realizé una inmunofluorescencia contra colageno
1A1 para analizar la morfologia y fibrosis hepatica, pudiéndose observar un aumento en la
marca de coldgeno a las 9 semanas de edad en higados de ratones NPC respecto a los

ratones WT (Fig. 2 C).
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Figura 2: Aumento en los niveles proteicos de colageno 1A1 en higados de ratones NPC.

(A) Westernblot contra colageno 1A1, a-SMA y GAPDH de homogenizados de higado de ratones
NPCy WT de 6, 7 y 9 semanas de edad (w). Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU)
para estimar los niveles de colageno 1A1 (B), utilizando como control de carga a la proteina
GAPDH. Los datos se expresan como media + DE (n = 3). Se realizd test estadistico de la prueba de
t, los asteriscos (*) representan diferencias estadisticamente significativas (p <0,05). Las barras de
escala son de 100 um. (C) Inmunofluorescencia contra colageno 1A1 en higados de ratones NPCy
WT de 9 semanas de edad.

Para analizar inflamacién, evaluamos la marca positiva para CD68, un marcador de
macrofagos inflamatorios. Se puede apreciar que a partir de las 6 semanas de edad hay un
aumento en la marca de CD68 en el higado de los ratones NPC en comparacion a los
animales controles, y que este aumento es progresivo en el tiempo (Fig. 3) (Klein, Oyarzun

et al. 2018).

WT

Npc1+

Figura 3: Aumento progresivo de células positivas para CD68 hepaticas en ratones NPC.
(A) Tincion con CD68 de higados de ratones silvestres (WT) y Npcl de 6, 7 y 9 semanas de edad
(wk). Las barras de escala son de 100 um.



7.1.2 Aumento progresivo en los niveles de RNA mensajero de genes relacionados a

dafio, fibrosis e inflamacién hepatica y de catepsina D

Para observar las diferencias génicas globales entre los ratones WT y NPC y completar la
descripcién del modelo hepatico NPC, se realizé un analisis de RNAseq en higados de
ratones NPC y WT de 6 y 7 semanas de edad. Los resultados del RNAseq muestran
cambios globales significativos en los niveles de ARNm de genes evaluados entre ratones
NPC y ratones WT a las 6 y 7 semanas (Fig. 4 A-B). Al momento de analizar los procesos
bioldgicos en los cuales estaban involucrados los genes, se encontré que los ARNm

estaban relacionados a procesos inflamatorios, fibréticos, de dafio tisular y lisosomales

(Fig. 4 C-D).
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Figura 4: Cambios globales en la expresion de genes en higados de ratones NPC en comparacion
con los silvestres (WT) a las 6 y 7 semanas de edad.

(A-B) El mapa de calor fue generado usando el Log2 de las veces de cambio del total de lecturas
por muestra de higado correspondiente a un ratén WT o NPC de 6 o 7 semanas de edad. Cada fila
representa un gen y cada columna un ratén segun su genotipo NPC o WT. (A) Se observa en la
parte superior los 138 genes regulados hacia arriba y en la parte inferior los 60 genes regulados
hacia abajo en ratones NPC respecto a ratones WT a las 6 semanas de edad. (B) Se observa que

29



144 genes son regulados hacia arriba y 84 genes son regulados hacia abajo en ratones NPC respeto
a ratones WT las 7 semanas de edad. (C-D) Anotacién funcional estadisticamente significativa
(GOTERM "Biological process" BP, en FDR <0,02%) realizada a partir de los datos de RNAseq de
ratones WT y NPC de 6 y 7 semanas de edad respectivamente.

Cuando se evalud la expresion de genes compartida, se observé que los higados de
ratones NPC de 6 y 7 semanas de edad presentaron una disminucion en la expresion de 11
genes respecto a los ratones WT (Fig. 5). Por otra parte, los ratones NPC presentaron 63
genes sobre-expresados compartidos en comparacion a los ratones WT (Fig. 5), los cuales
se encuentran descritos en la figura 5. Entre estos genes destacan los asociados a
procesos inflamatorios como CD63, CD68 y Trem2, ademds de genes que codifican para
proteinas lisosomales como catepsina D y S (Fig. 6). Si bien los niveles de catepsina B

aumentan, estos cambios no fueron significativos en el RNAseq.

‘f

e

NPC mouse
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Figura 5: Expresion diferencial de genes en higados de ratones NPC respecto a los silvestres (WT)
alas 6 y 7 semanas de edad.
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Dendrograma de Venn de genes sobre-expresados o con reduccion en la expresion de
ratones NPC respecto a los ratones WT de 6 y 7 semanas de edad respectivamente.

6 weeks old 7 weeks old 6 weeks old 7 weeks old

Fold | Adjusted Fold Adjusted Fold | Adjusted Fold Adjusted

Gene Gene
change| p-value change p-value change| p-value change p-value
AF251705| 37 9 9E-04 22 1,7E-02 Igsi8 1,7 9,1E-03 1,5 6,8E-03
Adam8 6.0 2,2E-05 10,2 1,1E-09 1110rb 19 1,6E-02 24 2,2E-03
Adcy3 59 2,5E-06 36 1,3E-04 1118bp 30 2,0E-03 2.4 3,6E-03
Anob 14 2,2E-02 15 8,5E-03 lggap1 42 B8,0E-05 15 2,8E-02
Anxa2 2,9 3,2E-04 3.3 7,1E-05 Itgb2 8,7 1,1E-08 2,0 1,3E-05
Apobec1 14 3,5E-02 4,0 8,0E-06 Jun 13 3,1E-02 1,6 1,4E-02
Atf3 6,8 2,1E-07 45 2,1E-05 Laptm5 9.0 3,4E-11 39 5,0E-06
Basp1 36 9,5E-05 49 2,BE-06 Lgals1 25 1,3E-03 33 8,6E-05
C1qa 3.8 7,8E-06 1.1 3,6E-02 Lgals3 13,3 1,8E-12 14,1 9,7E-14
C1gb 3.7 2,6E-05 21 2,6E-03 Lgmn 25 7.1E-05 23 6,8E-05
C1qc 50 3,1E-08 2.4 1,4E-09 Lyz2 78 3,8E-08 6,2 1,2E-06
Capg 93 24E-09 12,1 1,1E-12 Peal15a 23 2,3E-03 1.5 1,6E-02
Cdé3 8,7 5,1E-09 10,1 2,2E-10 Pianp 43 9,2E-06 2.4 9,9E-08
Cdé68 12,2 2,8E-13 11,5 1,4E-14 Plan 1.5 2,7E-02 3,0 2,0E-04
Clné 3.6 8,4E-04 2,7 2,6E-03 Pid3 23 1,7E-04 5,3 2,9E-10
Coti1 5,3 8,9E-08 2,5 3,7E-04 Plekhm2 1.3 2,1E-02 24 1,5E-04
Crip1 35 2,2E-04 5,0 3,1E-06 Prin3 2,7 1,4E-02 3,0 6,0E-03
Csrp1 19 7.8E-03 1.3 2,5E-02 Rhoc 33 4,2E-05 23 3,7E-04
Ctsd 1.4 6,6E-04 3,0 1,4E-08 Rilpl2 14 2,2E-03 1,5 7,9E-04
Ctss 55 6,0E-05 2,3 5,5E-05 Serpinb6a| 2.3 2,0E-02 20 1,9E-02
Cyba 78 8,8E-10 7.6 2,2E-10 Sgk1 18 4,0E-02 2,3 8,7E-03
Emp3 37 3,7E-04 3.9 1,6E-04 Sirpa 36 1,1E-09 5.1 2,9E-13
Feerlg 6,1 3,1E-07 6,0 6,1E-08 Slc11a1 4.4 B,1E-05 2,3 3,6E-03
Fegr3 22 1,6E-02 33 B8,3E-04 Slc13a3 21 1,8E-03 1,3 1,7E-02
Fxyd5 3.8 3,96-04 3.1 8,6E-04 Slc15a3 49 1,9E-05 5,0 3,6E-06
Gadd4sb | 45 8,1E-07 5,6 1,4E-08 Spi1 48 1,0E-05 4.0 2,5E-05
Gngt2 4.4 2,7E-04 2,4 9,9E-03 Tagin2 43 4,7E-06 2,0 2,3E-03
Gpx3 2,8 3,2E-03 7.6 3,7E-08 TmemB6a | 3.1 8,0E-05 1.8 4,3E-03
H2-Aa 6,8 3,0E-08 1,6 2,1E-02 Trem?2 10,5 3,9E-11 18,1 2,2E-19
Hexa 23 5,2E-07 1,9 6,2E-06 Unc93b1 14 B8,3E-03 1,8 9,0E-04
Ih2712b 41 9 4E-05 1,7 2 0E-02 Yim 4.4 7.8E-06 7.0 1,1E-09

Figura 6: Genes sobre-expresados en higados de ratones NPC respecto a los silvestres (WT) a las
6 y 7 semanas de edad.

Analisis de RNAseq de RNAs mensajeros sobre-expresados en higados de ratones NPC respecto a
los ratones WT de 6 y 7 semanas de edad respectivamente.

Posteriormente al estudio de RNAseq, se seleccioné un grupo de genes que presentaron
aumento en su expresion implicados en la fibrosis hepatica (Tgfbi, Vim, Collal y Timp2),
inflamacién (Cd63, Cd68, Trem2 y Tnfsf2) y genes lisosomales (CtsD y Ctss), incluyendo
CtsB (Fig.7 A) para evaluar su expresion mediante qPCR. De forma congruente con los
resultados obtenidos mediante el estudio de RNAseq, los genes Cd63, Cd68, Trem2, Tnfsf2
Tgfbi, Vim, Timp2 Ctsb, CtsD y CtsS presentaron un aumento en su expresion con

magnitudes similares a las obtenidas por RNAseq (Fig.7 B-D).
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Estos resultados, en su conjunto, son coherentes con el aumento de fibrosis y de
inflamacién en los higados de los ratones NPC. Particularmente, se puede observar una
buena correlacion con el aumento progresivo de la expresién de genes relacionados a la
inflamacién y la marca de CD68.
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Figura 7: Genes cuya expresion cambia en higados de ratones NPC comparados con los silvestres
(WT) analizados por PCR-tiempo real.

(A) Veces de cambio y valor p correspondientes a diversos mRNAs de higados de ratones NPC
respecto a ratones WT de 6 y 7 semanas de edad obtenidos mediante RNAseq. (B-D)
Corroboraciéon mediante PCR-tiempo real de mRNAs de higados de ratones NPCy WT de 6, 7y 9
semanas de edad de genes involucrados en la inflamacién (B), genes involucrados en la fibrosis (C)
y catepsinas (D). La estadistica fue realizada mediante el software REST.

7.1.3 Aumento en los niveles proteicos de catepsinas B y D en higados de ratones NPC
Como se observé mediante los estudios de RNAseq y qPCR que habian cambios en la
expresion génica de catepsinas en los ratones NPC dependiente de la edad, se procedio a

analizar los niveles proteicos de catepsinas B y D a nivel hepdtico en el modelo murino

NPC. Es posible apreciar que en higados de ratones NPC hubo un aumento en los niveles
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proteicos totales (Pro-catepsina B y D y su forma activa) de catepsina B y D a partir de las 6
semanas de edad (Fig. 8A-E), que fue progresivo en el tiempo a las 6, 7 y 9 semanas de
edad respecto a los ratones WT (Fig. 8 A-E). Este aumento se observa tanto en la forma
inmadura (Fig. 8A, B, D) como la madura (Fig. 8A) de las catepsinas B y D.
Interesantemente, el aumento en la forma activa de la catepsina D en el higado NPC se
correlaciond con el aumento en la actividad de esta proteasa lisosomal a las 9 semanas de
edad (Fig. 9). Lamentablemente la medicién de la actividad de catepsina B, no pudo ser

estandarizada.
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Figura 8: Aumento en los niveles proteicos de catepsinas B y D en higados de ratones NPC.

(A-E) Westernblot contra las proteinas catepsina B, catepsina D y GAPDH de homogenizados de
higado de ratones NPC de 6, 7 y 9 semanas de edad (w).Las cuantificaciones son en unidades
arbitrarias (AU)para estimar los niveles de catepsina D (B-C) y B (D-E), utilizando como control de
carga a la proteina GAPDH. Los datos se expresan como media £ DE (n = 3). Se realizd test
estadistico de la prueba de t, los asteriscos (*) representan diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05).
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Figura 9: Aumento en la actividad de catepsina D en higados de animales NPC.

Evaluacion de la actividad de catepsina D en higados de ratones NPC de 9 semanas de edad. Las
cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU). Los datos se expresan como media + DE (n = 3).
Se realizd test estadistico de la prueba de t, los asteriscos (*) representan diferencias
estadisticamente significativas (p <0,05).

En el higado del ratén NPC es posible ver aumentos en la inflamacidn, fibrosis y niveles de
catepsinas B y D. Sin embargo es necesario poder evaluar que componentes celulares del
higado contribuye al proceso fibrético, es por ello que se hace necesario explorar modelos
celulares ya sean de hepatocitos o células estrelladas hepaticas, las cuales se han
reportado entre las principales células involucradas en la fibrosis hepatica.

7.2 RESULTADOS OBIJETIVO 2: Analizar los niveles protéicos de las catepsinas By D en
modelos in vitro de hepatocitos y de células estrelladas hepaticas NPC

7.2.1 Aumento en los niveles proteicos de las catepsinas B y D en modelos celulares

hepaticos NPC

Para evaluar la relevancia de las catepsinas B y D en el dano hepatico en NPC se usaron
también modelos celulares hepaticos de la enfermedad. Se utilizaron dos estrategias
complementarias. Primero, una estrategia farmacoldgica, para lo cual se ensayaron

distintas dosis de la droga U18 en células hepdticas Hepal-6 y se evaluaron los niveles
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proteicos de las catepsinas B y D. En este modelo farmacoldgico no se observaron cambios
en los niveles proteicos de la catepsina B (Fig. 10 A-B), pero si en los de la catepsina D (Fig.
10 A-B). De manera de corroborar que el modelo farmacoldgico inducido por U18
producia el fenotipo NPC esperado, se evalud la acumulacion de colesterol a través de la
tincion de filipina. Con esta tincion se observd un aumento en la acumulacién de
colesterol cuando las células fueron tratadas con U18. El patron punteado fluorescente
observado para la tincidén de filipina es congruente con lo esperado, ya que sugiere una
acumulacién lisosomal de colesterol (Fig. 10 C). Posterior a ello se evaluaron los niveles
de catepsina D en la linea celular de células estrelladas hepaticas, LX-2, donde fue posible
observar aumentos en los niveles proteicos de catepsina D al momento de agregar el U18

(Fig. 10 D,E).
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Figura 10: Aumento en los niveles proteicos de catepsina D en un modelos farmacoldgicos de
hepaticos in vitro NPC.

(A) Westernblot contra catepsina B, catepsina D y a-tubulina de extractos proteicos realizados a
partir de células Hepal-6 tratadas con diferentes dosis crecientes de U18 durante 24 h. Las
cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de catepsina B y
catepsina D (B) utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina. (C)Tincién de filipina de
células Hepal-6 tratadas con U18 durante 24 h. (D) Westernblot contra catepsina D y GAPDH de
extractos proteicos realizados a partir de células Hepal-6 tratadas con diferentes dosis crecientes
de U18 durante 24 h. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles
de catepsina D (E) utilizando como control de carga a la proteina GAPDH. Los datos se expresan
como media * DE (n = 3). Se realizé test estadistico de la prueba de t, los asteriscos (*) representan
diferencias estadisticamente significativas (p <0,05). Las barras de escala son de 40 um.

Dado que no observamos aumento en los niveles de catepsina B en el modelo de células

hepaticas NPC, se procedid a evaluar modelos genéticos. Para ello, se obtuvieron cultivos
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primarios de células estrelladas hepaticas del ratdn NPC con 5 dias de activacion in vitro o
fibroblastos de ratones WT y NPC, en los que si se observé un aumento en los niveles de

esta proteasa en las células NPC respecto a las células WT (Fig. 11 A-D).
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Figura 11: Aumento en los niveles proteicos de catepsina B en modelos genéticos in vitro NPC.

(A) Westernblot contra las proteinas catepsina B y a-tubulina de extractos proteicos realizados a
partir de cultivos primarios de células estrelladas hepaticas (HSC) de ratones NPC o WT con 5 dias
de activacion. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de
catepsina B (B) utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina. Los datos se expresan
como media * DE (n = 3). Se realizé test estadistico de la prueba de t, los asteriscos (*) representan
diferencias estadisticamente significativas (p <0,05). (C) Westernblot contra las proteinas
catepsina B y a-tubulina de extractos proteicos realizados a partir de fibroblastos de ratén NPC o
WT. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de catepsina B

(B) utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina. Los datos se expresan como media *
DE (n=2).

Los modelos celulares de hepatocitos y células estrelladas hepaticas NPC, presentan
aumentos en los niveles de catepsinas B y D, sin embargo un punto relevante a analizar es
la importancia bioldgica de estas proteasas lisosomales en el proceso de fibrosis hepatica,
es por ello que se es necesaria la realizacion de experimentos de modulacién de la
actividad y niveles de las catepsinas B y D.

38



7.3 RESULTADOS OBIJETIVO 3: Evaluar el efecto de la modulacion de la actividad y
niveles de las catepsinas B y D en sobre la fibrosis en modelos hepaticos in vitro e in vivo
Niemann-Pick tipo C.

7.3.1 La inhibicion de la actividad de la catepsina B reduce el fenotipo pro-fibrético en

modelos hepaticos in vitro NPC

Un fendmeno observado en el higado NPC es el aumento de la fibrosis hepdtica (Kelly,
Portmann et al. 1993). Congruentemente, en el modelo farmacolégico de hepatocitos NPC
se observd un aumento en el factor pro-fibréotico CTGF al tratar con la droga U18 (Fig. 12).
Para evaluar la importancia del aumento de catepsina B en la fibrosis hepatica en NPC, se
utilizé el inhibidor especifico CA-074 en 2 modelos celulares farmacoldégicos NPC in vitro.
Asi es como, en cultivos primarios de hepatocitos WT tratados con la droga U18 (fenotipo
NPC), se observd un aumento del factor pro-fibrético CTGF. Interesantemente, el
tratamiento con la droga CA-074 indujo una reduccién en los niveles de CTGF en
presencia de U18 (Fig. 12 A-B). Asi mismo, en la linea celular de células estrelladas
hepaticas LX-2 se observé un aumento en los niveles de CTGF al tratar con U18. Luego, el
tratamiento con la droga CA-074 logro prevenir este fenotipo pro-fibrético generando una

disminucion en los niveles de CTGF (Fig. 12 C-D).
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Figura 12: La inhibicién de la actividad de catepsina B disminuye el factor pro-fibrético CTGF en
un modelo celular hepatico farmacolégico NPC.

(A) Westernblot contra las proteinas CTGF y a-tubulina de extractos proteicos realizados a partir
de cultivos primarios de hepatocitos WT tratados con U18 (1pg/mL) durante 24 h, que algunos
casos fueron previamente tratados con distintas dosis de CA-074 2 h antes del tratamiento con
U18. (C) Westernblot contralas proteinas CTGF y a-tubulina de extractos proteicos realizados a
partir de cultivos primarios de la linea celular LX-2 tratada con diferentes dosis de U18 durante 24
h, que en algunos casos fueron previamente tratadas con CA-074 (10uM) 2 h antes del
tratamiento con U18. Esta imagen fue obtenida desde el mismo gel, de carriles no contiguos. Las
cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de CTGF en Hepal-6 (B)
y LX-2 (D) utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina. Los datos se expresan como
media + DE (n = 3). Se realizo test estadistico de ANOVA de una via, los asteriscos (*) representan
diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

7.3.2 La sobre-expresion de la catepsina B aumenta los marcadores pro-fibréticos en

modelos in vitro NPC.

Para evaluar el efecto de la sobre-expresion de la catepsina B en células hepdaticas Hepa 1-
6 se utilizé un plasmido que contenia el cDNA de la proteasa. La sobre-expresion de esta
proteasa en las células generd un aumento en proteinas profibrdéticas (Colageno y CTGF)
(Fig.13).Si bien estos resultados fueron obtenidos con un numero de replicas que no

permite hacer analisis estadisticos, estos son congruentes con los obtenidos con la
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inhibicidon de catepsina B, y apoyan fuertemente la participacion de catepsina B en el dafio

hepatico en NPC.
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Figura 13: El aumento en los niveles de catepsina B aumenta la fibrosis.

(A) Westernblot contra las proteinas CTGF, coldgeno 1A1, catepsina B y GAPDH de extractos
proteicos realizados a partir de células Hepal-6 transfectadas con un pldsmido que contiene una
catepsina B recombinante. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los
niveles de colageno 1A1 (B), catepsina B (C) y CTGF (D) utilizando como control de carga a la
proteina GAPDH. Los datos se expresan como media + DE (n = 2).

7.3.3 La inhibicidn de la actividad de la catepsina D reduce el fenotipo pro-fibrético en

modelos in vitro NPC

Al modular la actividad de la otra proteasa en estudio, catepsina D, con pepstatina A, se
observé un aumento en el colageno IA y en el factor CTGF cuando las células Hepa 1-6
fueron tratadas con la droga U18 (Fig. 14). Para evaluar si el aumento en la catepsina D
podria modular el fenotipo pro-fibrético en modelos NPC in vitro, se utilizd el inhibidor de
catepsina D, pepstatina A (Pourahmad et al., 2001). Interesantemente, se observé que
pepstatina A fue capaz de prevenir el aumento de colageno IA y CTGF en presencia de

U18 (Fig. 14).
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Figura 14: La inhibicion de la actividad de catepsina D disminuye el fenotipo pro-fibrético en un
modelo farmacolégico NPC hepatico.

(A) Westernblot contra las proteinas colageno 1A1, CTGF y a-tubulina de extractos proteicos
realizados a partir de células Hepal-6 tratadas con dosis crecientes de U18 durante 24 h, que en
ciertos casos fueron previamente tratadas con pepstatina A 100 uM 2 h antes del tratamiento con
U18 segln corresponde. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los
niveles de Col1Al (B) y CTGF (C) en Hepal-6 utilizando como control de carga a la proteina a-
tubulina. Los datos se expresan como media + DE (n = 3). Se realiz6 test estadistico de ANOVA de
una via, los asteriscos (*) representan diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

Posterior a ello, se procedid a evaluar este fendmeno en un cultivo primario de células
estrelladas hepaticas, un tipo celular fuertemente asociado a la fibrosis hepatica (Teratani,
Tomita et al. 2012). Entonces, se siguid el fenotipo pro-fibrotico por medio de la expresién
de coldgeno 1A1 y CTGF en los cultivos primarios tratados con U18. Fue posible apreciar
un aumento en ambos marcadores pro-fibréticos de manera dosis dependiente de U18
(Fig. 15 A-C). Interesantemente, el tratamiento con pepstatina A previno el aumento de
coldgeno 1A1 y CTGF inducido por U18 (Fig. 15 A-C). Del mismo modo, cuando se evaluo el
fenédmeno en cultivos primarios de células estrelladas de ratones NPC, se pudo observar
que las células estrelladas NPC se activan de manera autdnoma al estar cultivadas ex-vivo,
ya sea después de 5 u 8 dias, incrementandose los niveles de coldgeno IA respecto a las
células estrelladas WT (Fig. 15 D). Ademas, cuando las HSC NPC fueron pre-tratadas con
pepstatina A se pudo observar una reduccién en los niveles de coldgeno 1A1 respecto a las

HSC WT (Fig. 15 D).Es importante recalcar que la pepstatina A, ademds de inhibir la
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actividad de la catepsina D, inhibe a otras proteasas. Por esta razén, se procedio a utilizar
un adenovirus que contiene un shRNA contra catepsina D en células LX2 y posterior a ello
se agregd U18 para generar el fenotipo NPC. Interesantemente, las células infectadas con
el adenovirus que contenia el shRNA contra catepsina D presentaron una disminucién en
los niveles de la proteina pro-fibrética CTGF (Fig. 16), lo cual corrobora el resultado

observado previamente.
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Figura 15: La inhibicion de la actividad de catepsina D disminuye el fenotipo pro-fibrético en
modelos farmacolégico y genético NPC de células estrelladas hepaticas.

(A) Westernblot contralas proteinas colageno 1A1, CTGF y a-tubulina de extractos proteicos
realizados a partir de células estrelladas hepaticas LX2 tratadas con dosis crecientes de U18
durante 24 h, que en algunos casos fueron previamente tratadas con pepstatina A 100 uM 2 h
antes del tratamiento con U18 segun corresponde. Esta imagen fue obtenida desde el mismo gel,
de carriles no contiguos. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los
niveles de Col1A1 (B) y CTGF (C) en LX-2 utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina.
Los datos se expresan como media + DE (n = 3). Se realizo test estadistico de ANOVA de una via,
los asteriscos (*) representan diferencias estadisticamente significativas (p <0,05). (D) Westernblot
contra colageno 1A1 y a-tubulina de extractos proteicos realizados a partir de cultivos primarios
de células estrelladas hepaticas NPC y WT con 5 u 8 dias de activacion, las cuales fueron
previamente tratadas con pepstatina A 100 uM 24 h antes de ser cosechadas. Las cuantificaciones
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son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de Col1A1 (E) utilizando como control de
carga a la proteina a-tubulina. Los datos se expresan como media + DE (n = 2).
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Figura 16: La reduccion en los niveles proteicos de catepsina D disminuye el factor pro-fibrético
CTGF en un modelo celular hepatico NPC farmacolégico.

(A) Westernblot contralas proteinas CTGF, Catepsina D y a-tubulina de extractos proteicos
realizados a partir de células LX2 tratadas con U18 (1ug/mL) durante 24 h, las cuales fueron
previamente infectadas con un adenovirus que contenia un shRNA contra catepsina D segin
corresponde. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de
CTGF (B) en LX-2 utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina. Los datos se expresan
como media * DE (n = 3). Se realizé test estadistico de ANOVA de una via, los asteriscos (*)
representan diferencias estadisticamente significativas (p <0,05).

7.3.4 La sobreexpresion de la catepsina D aumenta los marcadores pro-fibréticos en

modelos in vitro NPC.

Para corroborar el efecto pro-fibrético de catepsina D se sobre-expresé la proteina con un
adenovirus recombinante que contenia el cDNA de catepsina D en fibroblastos humanos
NPC. Si bien se realizé el experimento 2 veces, se observd que el aumento de los niveles
proteicos de catepsina D produjo un aumento en los niveles de colageno y CTGF (Fig. 17 A-
D) eran concordantes a los resultados obtenidos anteriormente. De forma inversa, la

infeccion de los fibroblastos NPC con un adenovirus que contenia un shRNA contra
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catepsina D, generd la disminucion de la catepsina D, asi como también de colageno 1A1y

CTEG (Fig. 17 E-H).
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Figura 17: La modulacién de los niveles de catepsina D influye en el fenotipo profibrético en
fibroblastos NPC humanos.

(A) Westernblot contralas proteinas CTGF, coldgeno 1A1, catepsina D y a-tubulina de extractos
proteicos realizados a partir de fibroblastos humanos NPC infectados con un adenovirus que
contiene una catepsina B recombinante o adenovirus control (Eldelta), segin corresponde. Las
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cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar los niveles de CollAl (B), CTGF (C) y
catepsina D (D) en fibroblastos utilizando como control de carga a la proteina a-tubulina. Los datos
se expresan como media * DE (n =2). (E) Westernblot contra las proteinas CTGF, colageno 1A1,
catepsina D y a-tubulina de extractos proteicos realizados a partir de fibroblastos humanos NPC
infectados con un adenovirus que contiene un shRNA contra catepsina D o adenovirus control
(Eldelta) segun corresponde. Las cuantificaciones son en unidades arbitrarias (AU) para estimar
los niveles de CollAl (F), CTGF (G) y catepsina D (H) en fibroblastos utilizando como control de
carga a la proteina a-tubulina. Los datos se expresan como media + DE (n =2).
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6. DISCUSION Y RESULTADOS PRELIMINARES

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la participacion de las catepsinas By D

en la fibrosis hepatica de la enfermedad de NPC.
6.1 Catepsinas y la disfuncion lisosomal en NPC.

Dentro de los resultados obtenidos en esta tesis se encuentra el perfil diferencial de genes
expresados en higados de ratones NPC obtenido por la técnica de RNAseq. Mediante
analisis de ontologia se encontré que los ARNm estaban relacionados con procesos
inflamatorios, fibréticos, de dafio tisular y lisosomales (Fig. 4). Entre los genes
relacionados con procesos lisosomales, destacan las catepsinas B y D. Estas enzimas
lisosomales estan involucradas en los procesos fisiolégicos de degradacion y reciclaje de
proteinas (Stoka, Turk et al. 2016). Estos aumentos en la expresién de los genes de
catepsinas B y D se corroboraron con la medicion de expresién proteica en diversos
modelos celulares. De acuerdo a nuestros resultados y a lo descrito en la literatura, el

aumento de estas proteasas tiene un efecto negativo en la progresion de la enfermedad.

Se ha reportado que las catepsinas B y D estdn involucradas en procesos patogénicos
como la apoptosis celular y la fibrosis (Escision de Bid y maduracion de TGFB
respectivamente) (Canbay, Guicciardi et al. 2003, Moles, Tarrats et al. 2009, Turk and Turk
2009, de Castro, Bunt et al. 2016). Ambos procesos se encuentran aumentados en la
enfermedad hepatica NPC, ademas de contribuir al dafo y disfunciéon hepatica de las

personas afectadas por esta mortal enfermedad (Vanier 2013).

La inhibiciéon farmacolégica de la actividad de estas proteasas disminuyé el fenotipo pro-
fibrético en modelos celulares in vitro de hepatocitos o células estrelladas hepaticas. Si
bien este mecanismo no esta actualmente del todo dilucidado, se propone que podria ser
mediante la maduracién de factores pro-fibréticos, como lo que ocurre en otros modelos
de fibrosis. Asi por ejemplo, la catepsina D contribuye a la maduracion de TGFB (Kasabova,
Joulin-Giet et al. 2014), con la consecuente activacion de la cascada de sefalizacion rio

abajo que culmina en un aumento en la expresién de elementos de matriz extracelular.
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6.2 Inhibicion de catepsinas B y D en la enfermedad de Niemann Pick tipo C

La enfermedad de NPC es una enfermedad que a la fecha no tiene cura, y se ha tratado de
enfrentar esta patologia de distintas maneras, ya sea abordando la inflamacién, utilizando
quelantes del colesterol, como la ciclodextrina, o con antioxidantes (Marin, Contreras et

al. 2014, Tamura and Yui 2015).

La disminucién de la actividad de catepsina D, utilizando Pepstatina A disminuyd el
fenotipo pro-fibrético. Es importante mencionar que si bien la Pepstatina A es un buen
inhibidor de catepsina D, también puede inhibir otras proteasas lisosomales(Arodola and
Soliman 2018). Por esta razén, corroboramos estos resultados por medio de la utilizacidn
de shRNA contra catepsina D, obteniendo los mismos resultados. Por su parte, la
inhibicién de catepsina B, utilizando CA-074, redujo el fenotipo pro-fibrético.
Corroborando la funcién bioldgica de las catepsinas B y D en un contexto NPC, los
experimentos de sobreexpresién de estas generaron aumento en los marcadores pro-

fibréticos.

Un punto relevante a mencionar es que en la enfermedad neurodegenerativa NPC se
encuentran aumentadas las catepsinas. De esta manera, en experimentos donde se ha
sobre-expresado la cistatina B, un inhibidor bioldgico de la catepsina B o la inhibicidon
farmacoldgica de esta proteasa, se observa una mejoria en la funciéon neuronal en
modelos NPC (Chung, Puthanveetil et al. 2016). Por lo tanto, la utilizacién de inhibidores
de las catepsinas B y D podrian tener utilidad ya sea en el higado como el cerebro. Sin
embargo, es necesario mejorar el paso por la barrera hematoencefalica de la Pepstatina A
o el CA-074 (Towatari, Nikawa et al. 1991) o bien desarrollar otros inhibidores con mejor

penetrancia en el cerebro.

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la idea de la utilizacién de inhibidores de las
catepsinas B y D como potencial aproximacion terapéutica para esta enfermedad, debido

gue reducen el proceso fibrético hepatico caracteristico en esta enfermedad.
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6.3 Localizacion de las catepsinas By D

Un punto importante por evaluar es la localizacién de estas proteasas. Se ha descrito que
las catepsinas pueden cambiar su localizacién, incluso saliendo del lisosoma al citoplasma,
en variados procesos fisioldgicos o patoldgicos. De esta manera, estas proteasas pueden
mantener su actividad proteolitica, siendo capaces de poder escindir variados sustratos,
entre los que destaca bid, una proteina efectora de la apoptosis (Roberts, Adjei et al.
1999, Guicciardi, Deussing et al. 2000, Droga-Mazovec, Bojic et al. 2008). Resultados
preliminares obtenidos durante esta tesis ha logrado encontrar mediante fraccionamiento
subcelular, un aumento de catepsina D en la fraccidn citoplasmatica de un modelo celular
in vitro de un modelo farmacolégico de hepatocitos NPC, lo cual a la fecha no habia sido
reportado (Fig. 18A). Este fendmeno ha sido reportado en la enfermedad de Niemann pick
tipo B (Taniguchi, Ogiso et al. 2015), que comparte muchas similitudes con la enfermedad
de NPC, ya que en ambas enfermedades los lisosomas acumulan lipidos, vy

consecuentemente se genera el dafio tisular (Vanier 2013).

Debido a las grandes limitaciones experimentales del fraccionamiento subcelular (Suzuki,
Bose et al. 2010, Baghirova, Hughes et al. 2015) sumado a el gran tamario de los lisosomas
en la enfermedad de NPC, que los hace mas faciles de romper (Torres, Balboa et al. 2017),
es necesaria la complementacion con otras herramientas para corroborar este resultado,
como la utilizacién de un plasmido con catepsina D-pHluorin, el cual cambia de color
segln el pH donde se encuentre. Si este se fuga al citoplasma tendra un color verde

(Sankaranarayanan, De Angelis et al. 2000).

Un punto relevante a considerar es la secrecién de las catepsinas, nosotros pudimos
encontrar en experimentos preliminares un aumento de catepsina D en el medio
extracelular (Fig. 18B). Este cambio de localizacién puede incrementar la fibrosis en los
tejidos, de manera fisioldgica se encuentran proteinas asociadas a la matriz extracelular, al
generar un dafo, el cual puede estar incrementado por la presencia de proteasas, como
catepsinas B y D, estas proteinas salen de la matriz y activan las células estrelladas

hepaticas, favoreciendo los procesos fibréticos (Munsterman, Kendall et al. 2018).
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Figura 18: Aumento en los niveles proteicos de catepsina D citoplasmatica y su liberacion
extracelular en un modelo hepatico farmacolégico NPC.

(A) Westernblot contralas proteinas catepsina D, NPC1 (como marcador lisosomal) y a-tubulina
(como marcador citoplasmatico)de extractos proteicos realizados a partir de fracciones
citoplasmaticas o enriquecidas en membranas de células Hepal-6 tratadas con diferentes dosis de
U18 durante 24 h. (B) Westernblot contra catepsina D y a-tubulina de medios condicionados de
células Hepal-6 tratadas con U18 durante 24 h. Estos experimentos han sido realizados 2 veces
obteniéndose resultados similares.

6.4 Catepsinas B y D en el metabolismo de los lipidos

Un punto interesante a evaluar es si la disminucidn de la fibrosis vista en los modelos NPC
cuando fueron tratadas con los inhibidores de la actividad de las catepsinas B y D, es
causa directa, ya sea por lo mencionado anteriormente, de que procesan y maduran
sustratos claves en la fibrosis. O ayudan a disminuir factores primarios en esta
enfermedad, como lo la acumulacion de colesterol. Interesantemente se ha reportado que
la utilizacion de Pepstatina A en un modelo de ratén con esteatosis hepatica. Donde Ia
adicién de la droga Pepstatina A reduce la acumulacion lipidica en este modelo (Houben,
Oligschlaeger et al. 2017). Nuestro grupo evaluando esta posible via, trat6 un modelo
celular hepdtico NPC con la droga CA074, un inhibidor especifico de catepsina B,

encontrando una disminucién en la acumulacion de colesterol (Fig. 19). Este hallazgo es de
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gran importancia, ya que abre la puerta a la evaluacion de diversas vias aun no dilucidadas
que conecten el metabolismo del colesterol con las catepsinas, ademas del potencial

terapéutico en otras enfermedades. Es por ello que resulta interesante poder evaluar:

e Evaluar genes del metabolismo del colesterol o de eflujo lisosomal en modelos
celulares sometidos al inhibidor de catepsina B, para evaluar cual es el mecanismo
por la cual esta droga disminuye la acumulacién de colesterol en modelos celulares
hepaticos NPC.

e Evaluar niveles de colesterol en animales NPC sometidos a los inhibidores de
catepsina By D.

e Evaluar si la inhibicién de catepsinas B y D pueden servir para otras enfermedades
hepaticas con mas prevalencia, como lo es el higado graso no alcohdlico, donde

esta presente la fibrosis y la acumulacidn lipidica.

DAPILAMP1 DAPICHOLESTEROL LAMP1CHOLESTEROL MERGE

u1s Control

U18+CA-074

Figura 19: La inhibicion de la actividad de catepsina B disminuye el nimero de lisosomas y la
acumulacion de colesterol en un modelo celular hepatico farmacolégico NPC.
Inmunofluorescencia en células Hepal-6 tratadas con U18 (1ug/mL) durante 24 h, las cuales en un
caso fueron previamente tratadas con CA-074 2 h antes del tratamiento con U18. Se observa
lampl en verde (488nm), colesterol (PFO) en rojo (594nm), Cell-Mask como marcador de
membranas celulares (647nm) y DAPI en azul (360 nm) para ver nucleos. Estos experimentos han
sido realizados 2 veces obteniéndose resultados similares.
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6.5 Blancos de las catepsinas By D

Dado los resultados obtenidos en esta tesis, nos interesa poder dilucidar cuales son los
posibles blancos de estas catepsinas B y D en un contexto NPC. Hasta la fecha no se han
descrito blancos de escision de estas proteasas que puedan regular el metabolismo del
colesterol y el proceso de fibrosis. Ademas, como estas catepsinas pueden cambiar su
localizacion del lisosoma al citoplasma e incluso al medio extracelular (Zhao and
Herrington 2016, Repnik, Borg Distefano et al. 2017), tienen muchas potenciales proteinas
efectoras de la regulacion de la fibrosis o metabolismo de los lipidos. Es por ello que en
colaboracién con el Dr. Dominic Winter (Universidad de Bonn, Alemania), se mando a
analizar por el método de espectrometria de masa, el perfil proteico de modelos celulares
NPC tratados con inhibidores de las catepsinas B y D, de manera de poder tener una
aproximacion de cudles serian los posibles blancos de las catepsinas B y D en un contexto

NPC.
6.6 Comunicacidn hepatocitos células estrelladas

En el higado la comunicacidn celular es un proceso importante en procesos de dafio y
regeneracion. Los hepatocitos pueden liberar sustancias que pueden activar las células
estrelladas hepaticas vecinas, activandolas. Si este proceso se vuelve crénico se comienza
a desarrollar la fibrosis hepdatica. Por estas razones, se evalud la comunicacién entre
hepatocitos y células estrelladas hepaticas NPC. Para ello, se tratd una linea celular de
hepatocitos Hepa 1-6 con U18, ademas de CA-074 o pepstatina A para inhibir la actividad
de las catepsinas B y D respectivamente y el medio condicionado obtenido, se utilizé para
tratar la linea celular de HSC hepaticas LX2. Interesantemente, la inhibicidn de la catepsina
B en hepatocitos co-tratados con U18 y CA-074 disminuyé el potencial pro-fibrdtico en la
linea de células estrelladas LX-2, representado a través de una disminucién en los niveles
de coldgeno 1A1 (Fig. 20). En cambio, al inhibir la catepsina D con pepstatina A en co-
tratamiento con U18, se observd una disminucion del factor pro-fibréotico CTGF (Fig. 20).

Estos resultados sugieren que existe comunicacion celular entre hepatocitos y células
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estrelladas en la que podria participar las mismas catepsinas secretadas al medio. Por
estas razones a continuacioén se evalué localizacidon de estas catepsinas en células NPCy

en el medio extracelular de células NPC.

S~
o *
NPC Hepatocyte g ,Q\ g o o{'; /F 05" <
P S & g 5 35 I8
/X CAOT4/ © Q
ctsED = PepA
H 16 Collal > - ~ 130 kDa
opat -, s sz
Conditioned
medium
CTGF P> = . . . 2 | ~36kpa
-
Lx2 GAPDH [B> | " e | ~ 37 kna

Figura 20: El tratamiento de células estrelladas con medios condicionados de hepatocitos
tratados con U18 y con inhibidores de catepsinas B y D reduce el potencial pro-fibrético.

(A-B) Westernblot contra CTGF, coldgeno 1A1 y GAPDH de extractos proteicos realizados a partir
de células LX-2 tratadas con medios condicionados de células Hepal-6 tratadas con U18 (1 pug/mL)
durante 24 h, las cuales fueron previamente tratadas con pepstatina A (100 uM) o CA-074 (50uM)
2 h antes del tratamiento con U18.Estos experimentos han sido realizados 2 veces obteniéndose
resultados similares.

6.7 Resumen de resultados obtenidos

Los principales hallazgos encontrados en esta tesis son: i) la fibrosis se encuentra
aumentada en modelos in vitro hepaticos NPC ademads de higados de ratones NPC ii) Las
catepsinas B y D se encuentran aumentadas en varios modelos hepaticos Niemann-Pick C,
incluyendo modelos farmacolégicos y genéticos de hepatocitos y células estrelladas vy el
higado de ratones y iii) La inhibicién de la actividad y/o disminucién de los niveles de las

catepsinas B o D disminuyen la fibrosis hepatica en la enfermedad de NPC.
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Finalmente, se evalué de manera exploratoria la inhibicidon de la catepsina D in vivo, y en
un contexto de dafo hepdtico incrementado mediante la inyeccidon de tetracloruro de
carbono (Moles, Tarrats et al. 2012), los que ademas fueron tratados con una co-inyeccion
con pepstatina A durante 4 semanas. Interesantemente, se observé una disminucioén en la
fibrosis, evaluada por la acumulacidon de colageno mediante rojo sirio en animales donde

la actividad de la catepsina D habia sido disminuida (Fig. 21).
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Figura 21: Los ratones NPC tratados con el inhibidor de catepsina D presentan disminucién en la
fibrosis hepatica.

Rojo sirio de higados de animales NPC tratados con tetracloruro de carbono y co-inyeccidn de
peptatina A durante 4 semanas, 2 veces por semana. Las barras de escala son de 100 um. n=2.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la participacidn de las catepsinas By D
en la enfermedad hepatica en modelos in vitro e in vivo NPC (Fig. 22). En especifico los

resultados demuestran que:

1. Hayun aumento en los niveles proteicos de catepsina B y D en modelos hepaticos
celulares y murinos NPC.

2. La inhibicién de la actividad de la catepsina B por la droga CA-074 disminuye el
fenotipo pro-fibrético en los modelos celulares de hepatocitos y células estrelladas
hepaticas NPC.

3. La inhibicion de la actividad y niveles de catepsina D por la droga Pepstatina A
disminuye el fenotipo pro-fibrético en los modelos celulares de hepatocitos y

células estrelladas hepaticas NPC.

Los resultados obtenidos podrian ser relevantes para considerar un tratamiento

terapéutico de la enfermedad hepatica de NPC con inhibidores de catepsinas By D.

Sugerimos finalmente, la busqueda de nuevas moléculas y mejoramiento de las terapias
propuestas existentes o posible combinacidn de estas para asi mejorar la calidad de vida

de las personas afectadas por esta devastadora enfermedad.
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Figura 22: Representacion esquematica del efecto de la inhibicion de las catepsinas By D en la

enfermedad de NPC.
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8. TRABAJO POR DESARROLLAR

En cuanto al trabajo futuro hay distintos aspectos que faltan por estudiar y que serian

interesantes de analizar, como por ejemplo:

Reconstruir posibles interacciones en la expresion génica con los datos obtenidos
desde la técnica RNAseq.

Inhibir la actividad y/o disminuir los niveles de catepsinas B y D en hepatocitos
primarios NPC.

Generar modelos genéticos con la ablacion de las catepsinas B o D, ya sea con la
utilizacidn de la técnica CRISPR-CAS9 para evaluar la completa eliminacion de estas
proteinas y asi someter estos modelos a modelos farmacoldégicos NPC, y asi evaluar
el fenotipo obtenido.

Utilizar anticuerpos blogueantes o someter los medios condicionados a separacion
por tamaifio, para evaluar si el efecto anti-fibrético observado en las células
estrelladas hepaticas con la utilizacién de CA-074 o Pepstatina A en hepatocitos,
esta otorgado por las mismas catepsinas liberadas al medio o por otras proteinas o
moléculas sefializadoras.

Evaluar la apoptosis celular al modular las catepsinas B y D en hepatocitos
primarios, ya sean modelos genéticos o modelos farmacolégicos NPC.

Analizar los datos y reconstruir las interacciones proteicas obtenidas a partir de la
técnica de espectrometria de masa de hepatocitos NPC.

Analizar los posibles blancos de las catepsinas B y D a partir de los datos obtenidos
por espectrometria de masa de hepatocitos NPC tratados con inhibidores de

catepsinas By D.
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10. ANEXOS
Gen Partidor 1 Partidor 2
PPAR-gama GCAGAGACAAATGTGCTTCG TCTGGGGTCAGAGGAAGAGA
CD68 AAGGGGGCTCTTGGGAACTA AAGCCCTCTTTAAGCCCCAC
TREM2 CTGCTGATCACAGCCCTGTCCCAA | CCCCCAGTGCTTCAAGGCGTCATA
LIFR CATCTGGTCCTGCGAGCCTA AGCCACAGCCACTGGGATGA
PRTN3 ACGGTGGTCACCTTCCTATG GAATGCCATTGCAGATCAAG
TGF-bl CGATCGCTACCCGGCGTTCC GGTTTGTGGCTCCCGAGGGC
Vimentin CCCTGAACCTGAGAGAAACTAAC CTCTGGTCTCAACCGTCTTAATC
Colagenlal GGTATGCTTGATCTGTATCTGC AGTCCAGTTCTTCATTGCATT
CD36 ATTGTACCTGGGAGTTGGCG CAGCCAGGACTGCACCAATA
Abcg5 GGAGAACATTGAAAGAGCAC GTTACTCGCCTCAGCAG
CTSD CTGAGTGGCTTCATGGGAAT CCTGACAGTGGAGAAGGAGC
CTSB AAATCAGGAGTATACAAGCATGA GCCCAGGGATGCGGATGG
CTSS ACCTACCAAGTGGGCATGAACGAT | TCGGGAAATTCTCAGAGCACCCAT

Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados para el analisis de los niveles de expresion génica de
distintos genes en ratones WT y NPC.
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