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Abreviatures

AP-1: Activator protein-1 o proteina activadora-1.

ASMasa: Esfingomielinasa acida.

CCL21: Chemokine (C-C motif) ligand 21 o quimiocina (motiu C-C) lligand 21.

CCR5: Chemokine (C-C motif) receptor 5 o receptor quimiocina (motiu C-C) 5.

CEH: Cel 1ula estelada hepatica.

Cel lules NK: Cel lules natural killers.

CTGF: Connective tissue growth factor o factor de creixement del teixit connectiu.
CtsB: Catepsina B.

CtsD: Catespina D.

CYP2E1: Citocrom P450 2E1.

D.E.: Desviaci6 estandard.

DDR-2: Discoidin domain receptor 2 o receptor del domini discoidina 2.

EGF: Endothelial growth factor o factor de creixement endotelial.

EHNA: Esteaohepatitis no alcoholica.

ERK: Extracellular signal-regulated kinases o cinases regulades per senyals extracel lulars.
ERO: Especies reactives de I'oxigen.

ET-1: Endotelina-1.

EtOH: Etanol.

GFAP: Glial fibrillary acidic protein o proteina acidica fibril Jar de la glia.

HGF: Hepatocellular growth factor o factor de creixement hepatocel lular.

HNE: 4-hidroxi-2,3-noneal.

IGF-I: Insulina growth factor type I o factor de creixement de la insulina tipus L.

JNK: c-Jun cinasa.

LPS: Lipopolisacarid bacteria.

MO6P: Residus manosa 6P.

MAPK: Mitogen-activated protein kinase o proteina cinasa activadora de la mitogenesi.
MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1 o proteina quimioatraient de monocits-1.
MCP-2: Monocyte chemoattractant protein-2 o proteina quimioatraient de monocits-2.
ME': Matriu extracel Jular.

MHC- II: Major histocompatibility complex type 1I o complex d’histocompatibilitat de
tipus II.

MMP-2: Metalloprotease type 2 o metal loproteasa de tipus 2.
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MnSOD: Manganese superoxide dismutase o manganes superoxid dismutasa.
NF-xB: Factor nuclear-»B.

NGF: Nerve growth factor o factor de creixement nervios.

NGFR: Nerve growth factor receptor o receptor del factor de creixement nervios.
NPD: Niemann Pick disease o malaltia de Niemann Pick.

NSMasa: Esfingomielinasa neutra.

OAST1: 2'-5' Oligoadenilat sintetasa 1

PDGTF: Platelet-derived growth factor o factor de creixement derivat de les plaquetes.
PI3K: Fosfoinositol 3 cinasa.

RA: Retinoic acid o acid retinoic.

RANTES: Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted.

RBP: Retinol binding protein o proteina d’unio al retinol.

RE/Golgi: Reticle endoplasmatic/Golgi.

a-SMA: Smooth muscle actin o actina del muscul llis.

SMasa: Esfingomielinasa.

TGFB: Transforming growth factor B o factor de creixement transformant 3
TIMP-1: Tissue inhibitor of metalloproteinase-1 o Inhibidor tissular de metal loproteasa-1.
TNF-a: Tumor necrosis factor o o factor de necrosi tumoral a.

TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand o lligand inductor de I'apoptosi relacionat
amb TNF.

VEGTF: Vascular endothelial growth factor o factor de creixement vascular endotelial.
VHB: Virus de 'hepatitis B.

VHC: Virus de hepatitis C.
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La introduccié d’aquesta tesi es troba dividida en quatre capitols fonamentals per a la
comprensio del treball desenvolupat. En el primer capitol es descriu la malaltia en la que es
centren els estudis experimentals realitzats, la fibrosis hepatica. En el segon capitol, la
cel 1ula estelada hepatica, es descriuen a nivell cel ular els esdeveniments que donen lloc a
aquesta malaltia. Per ltim, en els ultims dos capitols, s’introdueixen tant les catepsines B i

D com la esfingomielinasa acida, enzims en els quals s’han centrat els estudis.
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1.1. Fibrosi hepatica

1.1.1. Rellevancia clinica de la progressi6 de la fibrosi hepatica

La fibrosi hepatica representa un gran problema medic amb una taxa significativa de
mortalitat 1 morbiditat. La fibrosi hepatica podria ser definida con una resposta de
tancament de ferida o wound healing davant d’una varietat d’estimuls cronics d’origen tan
divers com infeccions croniques per agents virals (principalment pels virus de ’hepatitis B i
C (VHB i ©)), causes metaboliques, autoimmunes, infeccions per helmints, sobrecarrega de
ferro o coure, obstruccidé biliar o pel consum cronic de toxics com Ilalcohol. A més,
actualment cada cop hi ha més indicis de que I’esteatohepatitis no alcoholica (EHNA)

podria ser una altra causa de fibrosi hepatica.

La fibrosi hepatica es caracteritza per una excessiva deposicio de proteines de la matriu
extracel lular (ME) que finalment condueix a la cirrosi hepatica 1 la fallida total del fetge. La
cirrosi, estat ultim de la progressi6 de la fibrosi, es caracteritza especificament per la
formaci6é de noduls regeneratius de parenquima envoltats i separats per septes de fibres,
amb canvis significatius en la angio-arquitectura. Actualment, també esta ampliament
acceptat que la capil laritzaciod dels sinusoides a causa de la deposicio de fibres de la ME en
I'espai de Disse juga un paper clau en la reduccié progressiva de les funcions hepatiques [1].
Per una altra banda, s’ha de tenir en compte que el desenvolupament de la fibrosi hepatica
esta influenciat tant per causes genctiques com per factors ambientals (Taula 1). Estudis
epidemiologics han identificat polimorfismes en un cert nombre de gens candidats que

podrien participar en la progressio de la fibrosi hepatica en humans [2].

L’impacte clinic de la progressio de la fibrogenesi es descriu millor amb els segiients
conceptes i xifres [3]:
a) Actualment s’estima que un mili6 de pacients al mon es troba afectat per alguna
forma de malaltia hepatica cronica.
b) Dels pacients afectats per una malaltia hepatica cronica, s’espera que del 25 al
30% desenvolupin una fibrosi i/o cirrosi.
c) Dins de les malalties del tracte gastrointestinal, la cirrosi hepatica és la causa de
mort no neoplasica més comuna a Europa i els EUA, i representa en total la

setena causa més comuna de mort en els paisos desenvolupats.

27



.00 Introduccid

d) La cirrosi hepatica esta associada amb cancer de fetge primari, una patologia
que augmenta significativament la taxa de mortalitat.

e) Finalment, en la proxima decada es prediu un increment de les malalties
hepatiques croniques, principalment associades amb la infeccid cronica per
VHC. Aquest fet fara que probablement disminueixi significativament la
disponibilitat d’organs per a donacions, I"anic tractament resolutiu en aquests

moments.

La progressio de la fibrosi cap a la cirrosi normalment es dona en com a minim 10-15
anys. Tot i aix0, es pot donar de manera molt més rapida (2-3 anys) en unes condicions
concretes descrites com a fulminants, com per exemple en nens afectats per atresia biliar,
pacients amb colestasi intrahepatica familiar progressiva o pacients que han estat sotmesos

a un transplantament hepatic a causa d’una cirrosi per VHB o HC [4].
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1.1.2. Estimuls que indueixen la fibrosi hepatica

Com ja hem mencionat, existeixen multiples estimuls que es troben implicats en el
desenvolupament de la fibrosi hepatica. Entre ells destaquen el consum cronic d’alcohol i la

EHNA [6].

1.1.2.1. Consum cronic d’alcohol

El consum cronic d’alcohol representa la causa principal de fibrosi hepatica en els
EUA. L’estres oxidatiu esta associat amb la fibrosi induida per etanol. I’efecte

profibrogenic de P'alcohol es pot donar mitjangant dos vies:

1. Per les especies reactives de I'oxigen (ERO) durant el metabolisme de ’alcohol a través

del Citocrom P450 2E1 (CYP2E1):

Les especies reactives de 'oxigen es creu que estimulen la produccié de ME per
part de les cellules estelades hepatiques (CEH). De fet, s’ha descrit com lestres
oxidatiu indueix 'expressio del col lagen 1A1, un del principals components de la ME
[7]. La inhibicié de I'activitat del CYP2E1 redueix la formacié d’ERO i la generacié de
productes de peroxidacié lipidica en animals intoxicats amb alcohol. La generacid
d’ERO a causa del metabolisme de I’alcohol també pot ser produida per la NADPH
oxidasa present en les cel lules de Kupffer. A més, les ERO poden activar les cel 1ules
de Kupffer, augmentant aixi la producci6 de citocines proinflamatories 1

profibrogeniques.

2. PerTacci6 de I'acetaldehid, metabolit primari de ’etanol:

Per altra banda, es sap que 'acetaldehid augmenta la transcripcio del col lagen, pero
encara es desconeix detalladament el mecanisme. S’ha descrit que en CEH tractades
amb acetaldehid es dona un augment de la unié proteica del factor de transcripcid
BTEB a una regi6 rica en GC localitzada entre -1484 1 1476 del gen promotor del a1(T)
col Jagen [8].

1.1.2.2. Esteatohepatitis no alcoholica (EHNA)

ILa esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) és una de les malalties hepatiques amb un

augment més gran de la incidencia, especialment en els EUA. El model actualment més
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acceptat de desenvolupament de TEHNA ¢és la hipotesis dels “dos insults”. El “primer
insult” seria el desenvolupament de la esteatosi hepatica, molt sovint causada per una dieta
rica en greixos 1 'adquisici6 de resistencia a la insulina. La generacié de citocines
proinflamatories com el factor de necrosi tumoral-a (TNF-a) i la interleucina -6 (I1.-6)
portarien a un estres oxidatiu que juntament amb la inflamaci6 és el que es coneix com el
“segon insult”. Com la fibrosi, 'TEHNA es caracteritza també per una inflamaci6 causada
per neutrofils, arrodoniment i degeneraci6 dels hepatocits i1 alanina 1 aspartat
aminotransferases elevades en serum. S’estima que del 20 al 40% dels pacients diagnosticats
amb EHNA progtressen cap a una fibrosi hepatica i/o citrosi, mentre que els pacients amb

esteatosi unicament, sense el component inflamatori, no ho fan.

1.1.3. Desenvolupament de la fibrosi

Els hepatolegs utilitzen el terme miofibroblast (MFs) per definir les cel lules
profibrogeniques que es troben en fetges danyats cronicament (fibrosi/cirrosi) i expressen
una serie d’antigens especifics, el més ampliament acceptat i caracteristic dels quals és Pa-
SMA (x-actina de muscul llis). I.a font cel lular dels components de la ME ha estat motiu
de controversia durant els ultims 15 anys. Actualment, evidencies cliniques 1 experimentals
indiquen que diferents tipus de MFs hepatics son els que inequivocament contribueixen a la
progressiva deposicio de fibres de la ME. Una analisi immunohistoquimica sobre fetges
fibrotics 1 cirrotics, tant en models experimentals com en biopsies humanes, va concloure
que existeixen com a minim tres poblacions diferents de cel lules productores de ME, que
poden ser definides com [9]:

1. Miofibroblasts portals/septals, cellules amb un trepertori identic que es
localitzen tant a la part interna del septe fibrotic (MFs septals) com al tracte
portal (MFs portals).

2. Cel lules estelades hepatiques (CEH) o CEH/MFs, majoritariament localitzades
en els sinusoides capil laritzats envoltats pels tractes portals expandits.

3. Miofibroblast de la interficie, localitzats essencialment en Pencreuament entre el

septe fibrotic i el parenquima circumdant.

Si ens fixem en Porigen hepatic de les diferents poblacions de MFs, a part de I'evident

relaci6 entre les CEH i CEH/MFs, s’han de subratllar els seglients conceptes:
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1.

Els miofibroblasts portals/septals son probablement originats a partit de
(mio)fibroblast portals.

Els miofibroblasts de la interficie, basant-se en el seu perfil d’antigens, son
probablement originats a partir de CEH activades.

S’ha proposat recentment que els MFs (particularment els de la interficie i
alguns septals) podrien ser també originats a partit de cellules mare
pluripotents derivades de la medul la ossia, les quals s’ha vist que poden

empeltar-se en fetges cronicament danyats [10].

Independentment de lorigen, en condicions d’un dany hepatic cronic totes les

poblacions cel lulars responsables de la produccié de ME pateixen un procés anomenat

activacio. Aquests canvis morfologics i fenotipics han estat ampliament estudiats en CEH

obtingudes tant de fetges humans com de rata o ratoli, al ser cultivades en un substrat de

plastic. Sota aquestes condicions, les CEH pateixen una transdiferenciacié des del seu

fenotip original (fenotip d’acumulacié de retinoids) cap a un fenotip activat similar al MF.

Aquest fenotip de MF classicament inclou les seglients caracteristiques rellevants [11],[1]:

1.
2.

Elevada capacitat proliferativa.

Augment de la sintesi de components de la ME, particularment de col lagens
fibril Jars, aixi com de factors implicats en la remodelacio de la ME.

Capacitat per migrar (resposta quimiotactica).

Augment de la sintesi de factors de creixement (retroalimentacié autocrina) i
citocines proinflamatories.

Contractilitat en resposta a components vasoactius.

Tot i que el model proposat en base als estudis zz vitro pot representar una simplificacio,

es considera raonablement similar al que probablement estigui succeint 7 vzvo.

1.1.4. Mecanismes de la fibrogénesi hepatica

Els mecanismes capacos de provocar i mantenir la fibrogenesi hepatica poden ser

classificats de forma generica en tres grups principals:

1.1.4.1. Activaci6 cronica de la reaccié de tancament de ferida o wound healing.

1.1.4.2. Estres oxidatiu

1.1.4.3. Alteraci6 de les interaccions epiteli-mesenquima.
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1.1.4.1. Activacio cronica de la reaccio de tancament de ferida

L’activaci6 cronica de la reaccié de tancament de ferida és el mecanisme més comau i
rellevant en la fibrogenesi hepatica. A grans trets es caracteritza per:

1. Persistencia del dany hepatocel lular 1 colangiocel 1ular amb un grau variable de
necrosi 1 apoptosi.

2. Infiltrat inflamatori que inclou cel lules mononuclears 1 cel lules del sistema
immune.

3. Activaci6 de diferents tipus de cellules productores de ME (CEH,
miofibroblasts portals, etc).

4. Canvis en la qualitat i quantitat de la ME hepatica, associats a una disminuci6 o
absencia de la remodelacié davant la presencia d’un intent persistent de

regeneracié hepatica.

Al llarg del temps s’han identificat diversos factors de transcripcid i citocines en la
reacci6 cronica de tancament de ferida que afecten el potencial profibrogenic de les
CEH/MFs. Entre elles destaquen les adipocines, citocines predominantment secretades
pels adipocits, que tenen una implicacid en processos de fibrosi hepatica 1 en patologies
com les malalties de fetge gras no-alcoholiques i PEHNA. La leptina és secretada en
pacients amb EHNA o altres tipus de malalties hepatiques croniques. La leptina exerceix
diferents accions biologiques sobre les CEH, entre les que s’inclouen la induccié de la
sintesi de col lagen, 'estimulaci6 de la proliferacio cel lular, la prevencié de I'apoptosi 1 la
induccid de citocines proinflamatories i proangiogeniques [12], [13]. Tot i aquestes dades,
els estudis realitzats en pacients amb EHNA han estat incapacos de demostrar clarament
una associacio entre els nivells de leptina en plasma i el grau de fibrosi hepatica.
L’adiponectina, per contra, té un paper antifibrogenic directe, induint Papoptosi de les
CEH [14] tot i que encara no es coneix en profunditat el mecanisme molecular pel qual
actua. Finalment, la resistina, que contribueix a la resistencia a la insulina en ratolins, s’ha

vist que pot modular les CEH humanes induint un fenotip proinflamatori [15].

El context d’excés de reparacié6 que es dona en els processos tipics de fibrosi és
acompanyat moltes vegades d’una neoangiogenesi alterada o aberrant. I.a formaci6 de nous
vasos presenta diferents caracteristiques en les malalties hepatiques croniques 1 en els ultims
temps s’ha vist que pot ser un factor clau en determinades patologies que progressen a

cirrosi. LLes CEH representen una diana per a multiples accions del VEGF 1 de
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Pangiopoietina-1 entre els que s’inclouen 'estimulacié de la sintesi de col lagen de tipus 1 i
el reclutament de les CEH [16]. Per altra banda i al mateix temps, les CEH/MFs, sota

condicions d’hipoxia o dany hepatic agut o cronic, sébn una font de citocines angiogeniques.

1.1.4.2. Estres oxidatiu: ERO i altres intermediaris reactius

La implicaci6 de 'estres oxidatiu s’ha documentat en la majoria de malalties hepatiques
croniques i models experimentals de fibrogenesi hepatica. Com ja hem mencionat, aquest
¢és probablement el mecanisme profibrogenic predominant en les malalties de fetge gras
que inclouen tant Pesteatohepatitis no alcoholica (EHNA) com Pesteatohepatitis alcoholica.
L’estres oxidatiu en les malalties hepatiques croniques resulta tant de I'augment de la
generacio I’ERO 1 altres intermediaris reactius com de la disminucié de I'eficiencia dels
antioxidants. Aquesta disminucié implica no solament un efecte toxic causat pel dany
hepatic cronic, sin6 també una contribucido a Pexcés de la remodelacid del teixit i la

fibrogenesi.

Les ERO 1 altres mediadors reactius com 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE) son alliberats
tant per cellules inflamatories activades com per hepatocits, directa o indirectament
(hepatocits danyats). A més, Pestres oxidatiu és capa¢ de promoure la mort de hepatocit
(necrotica i/o apoptotica) presumiblement afavorint la transicié6 de la permeabilitat
mitocondrial. En algunes patologies, la generacio ’ERO dins I'hepatocit pot representar
una resposta a un estat metabolic alterat (com malalties de fetge gras no-alcoholiques 1
EHNA) o del metabolisme de I'etanol. En aquestes patologies les ERO son generades per
la cadena de transport d’electrons mitocondrial o a través de la participacio d’isoformes
especifiques del Citocrom P450, com el CYP2E1. Els mediadors de lestres oxidatiu
alliberats per dany o activaci6 de les cellules veines poden afectar directament al
comportament de les CEH/MFs humanes. S’ha descrit que tant les ERO com el HNE
poden incrementar 'expressio de gens relacionats amb la fibrogenesi, com el procol lagen
tipus I, la MCP-1, i el TIMP-1. Aquest augment es dona possiblement a través de
'activacio de vies de transduccio de senyal i factors de transcripcio, que inclouen lactivacio
de JNKs, AP-1 i, només per les ERO, NFkB [5]. S’ha vist també que les ERO poden
modular positivament la proliferacié de les CEH/MFs. Tot i aix0, existeixen dades
contradictories, obtingudes en CEH humanes, on les ERO i el HNE soén incapagos
d’estimular el creixement cel lular a dosi profibrogeniques baixes. Més aviat inhibeixen la

sintesi basal de DNA o Pestimulada per PDGF, i fins hi tot poden induir la mort cel lular.
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Per altra banda, nivells baixos extracel lulars de generacié d’ani6 superoxid (pero no de
H,0, o HNE), son capacos d’estimular la migracié de CEH/MFs humanes a través de
'activaci6 de la via de senyalitzacié Ras/Erk [10]. A més, les CEH/MFs humanes i de rata
poden generar ERO en resposta a diferents mediadors profibrogenics com I'angiotesina 11,
PDGF i adipocines com la leptina [17]. La generacié d’aquestes ERO depen en aquest cas
de Tlactivacié d’'una NADPH oxidasa no fagocitica que s’ha detectat tant en CEH/MFs
humanes com de rata. En aquest context, les ERO generades a I'interior de les CEH/MFs
podrien estar actuant com una senyal profibrogenica. De fet, s’ha vist que la inhibicio
selectiva de la NADPH oxidasa redueix Iactivacié d’aquest fenotip [17]. Finalment, s’ha
descrit que la fagocitosi dels cossos apoptotics per part de les CEH/MFs provoca una
generaci6 d’ERO a través de la NADPH oxidasa que resulta en un augment de I'expressio

del procol lagen de tipus I [18].

1.1.4.3. Trastorns de les interaccions epiteli-mesenquima i la transicié epiteli-mesenquima

en colangiopaties

Totes les colangiopaties comparteixen unes caracteristiques comunes com la
coexistencia de colestasi, la perdua per necrosi o apoptosi de colangiocits (cel lules del
conducte biliar), la proliferacié de colangiocits, la inflamacié portal/periportal i la fibrosi.
La intensa proliferacié dels colangiocits esta associada amb canvis significatius en les

cel lules mesenquimals properes, fibroblasts portals i CEH, i la matriu extracel Jular.

Els colangiocits contribueixen activament a aquestes condicions patologiques secretant
quimiocines (IL-6, TNF-«, IL-8, MCP-1) i factors profibrogenics (PDGF BB, ET-1,
CTGF, TGFB2). Tots aquests factors poden ser produits també per cel ules de I'infiltrat
immune (cel lules inflamatories o mesenquimals) 1 poden afectar tant als colangiocits com a
les cellules mesenquimals, fibroblasts portals i CEH, cosa que manté la resposta
fibrogenica. Recentment s’ha suggerit que la iniciacio de les colangiopaties pot donar-se per
una transici6 epiteli-mesenquima que involucra els colangiocits 1 la senyalitzacié per TGFJ

[19].

1.1.5. Reversi6 de la fibrosi hepatica

Classicament sempre s’havia pensat que la fibrosi hepatica era un procés irreversible.

Tot i aixi, evidencies recents indiquen que fins i tot les fibrosis avancades poden revertir. La
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resoluci6 espontania de la fibrosi hepatica es pot donar després de tractar amb exit la causa
subjacent de la malaltia. Aquestes observacions han estat descrites en pacients amb
sobrecarrega de ferro o coure, dany hepatic induit per alcohol, hepatitis cronica C, B i D,
hemocromatosis, cirrosi biliar secundaria, EHNA 1 hepatitis autoimmune [5]. Una reversio
significativa pot trigar anys a donar-se i depen molt de la causa subjacent que provoca la
malaltia hepatica i la seva severitat d’aquesta. La infecci6 cronica per VHC ha estat la més
estudiada observant-se que una terapia amb una aclariment viral resulta en una millora de la

fibrosi hepatica.
Durant la reversié de la fibrosi hepatica el nimero de CEH activades disminueix i la
integritat del teixit es restableix. Aquesta disminuci6 de les CEH es pot donar per dos

processos [20]:

1. La reversi6 de Pactivacié de les CEH: Encara es desconeix el mecanisme pel

qual les CEH poden revertir iz vivo a un estat quiescent. Tot i aixi, s’ha
observat que les CEH que es fan créixer sobre un membrana basal (Matrigel)
es mantenen en un estat quiescent, i al cultivar-hi en ell CEH altament

activades, disminueix la seva activacio.

2. L’eliminaci6 selectiva de les CEH per apoptosi: I’apoptosi de les CEH es

déna probablement per una disminucié de la seva activaci6 durant la
resolucio de la fibrosi [21]. S’ha descrit en CEH activades Iaparicié de
receptors de superficie com el Fas [22] o el receptor del factor de creixement
nervios (NGFR) [23], que al unir-se al seus lligands poden estimular
I'apoptosi d’aquestes cel lules [1]. Per altra banda pero, després d’un dany
hepatic, 'apoptosi pot ser inhibida per factors solubles i components de la
matriu extracel lular que es generen a causa d’aquest dany. Factors de
supervivencia com el factor de creixement de la insulina tipus -1 (IGF-1) o el
factor de necrosi tumoral- o (TNF-«) promouen la supervivencia de les CEH
via PI3K/c-Akt o via NFkB, respectivament. A més, molecules que regulen
la degradacio de la matriu extracel lular es troben estretament vinculades a la
supervivencia i lapoptosi de les CEH. S’ha vist que Dactivitat de la
metal loproteasa -2 (MMP-2) correlaciona estretament amb la de les CEH

apoptosi [24]. Oposadament, la inhibici6 de la MMP-2 per laccié de
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I'inhibidor tissular de la metal loproteasa 1 (TIMP-1) bloqueja I'apoptosi
d’aquestes cel lules [25].

1.1.6. Aproximacions terapéutiques al tractament de la fibrosi hepatica

Actualment no existeix un tractament estandard per a la fibrosi hepatica. Tot 1 que
estudis experimentals han revelat dianes terapcutiques per prevenir la progressio de la
fibrosi en models murins (Taula 2), eficacia de molts d’aquests tractaments encara no ha
estat provada en humans. Aixo és conseqiiencia de la necessitat de dur a terme estudis de
llarga durada amb biopsies hepatiques en serie per determinar els canvis en la fibrosi de
forma acurada. La terapia antifibrotica ideal seria una terapia fetge-especifica, ben tolerada
quan s’administra durant periodes llargs de temps i efectiva al atenuar 'excés en la
deposicio de col lagen, sense que es doni una afectacio en la sintesi de matriu extracel lular

normal. Actualment existeixen diverses estrategies terapcutiques possibles en fase d’estudi.

1.1.6.1. Eliminaci6 de ’agent causal

L’eliminacio de I'agent causal de la fibrosi és de moment la intervencié més efectiva en
el seu tractament. Aquesta estrategia ha estat efectiva en moltes etiologies de malalties

hepatiques croniques.

1.1.6.2. Agents anti-inflamatoris

Ja que la inflamacié precedeix i promou la progressié6 de la fibrosi hepatica, 1'as
d’antiinflamatoris s’ha estudiat intensament. Els corticosteroides només estan recomanats
pel tractament de la fibrosi en pacients amb hepatitis autoimmune i hepatitis aguda per

alcohol [26].

1.1.6.3. Antioxidants

Els antioxidants com la vitamina E [27], silimarina [28], fosfatidilcolina [29], 1 S-
adenosil-L-metionina [30] inhibeixen Iactivacié de les CEH, protegint els hepatocits de
I'apoptosi i atenuant la fibrosi hepatica experimental. Els antioxidants exerceixen efectes

beneficiosos en pacients amb malalties hepatiques induides per I’alcohol o en EHNA.
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1.1.6.4. Terapies basades en citocines i transduccié de senyal

La distupcio de la sintesi de TGFp i/o la seva ruta de senyalitzacié prevé la formacio de
fibra en fibrosis hepatiques experimentals [31]. Actualment també estan sent estudiats
farmacs que poden inhibir vies de transduccid de senyal implicades en la fibrogenesi
hepatica. Entre ells s’inclouen la pentoxifilina (inhibidor de la fosfodiesterasa), amilorida
(inhibidor de la bomba Na'/K") i I'acid S-farnesiltiosalicilic (antagonista Ras). Lligands de
PPARo i /o PPARy com les tiazolindiones tenen efectes beneficiosos en fibrosis
hepatiques experimentals i en pacients amb EHNA [32]. La inhibici6 del sistema renina-
angiotensina s’ha demostrat segura al ser administrada durant periodes llargs de temps. El
bloqueig del receptor de la endotelina 1 tipus A i I’administracié6 de vasodilatadors
(prostaglandina E2 i donadors de P'oxid nitric) exerceixen una activitat antifibrotica en

models murins, tot i que efecte sobre els humans encara és desconegut [33].

1.1.6.5. Terapies dirigides contra la matriu extracel Jular

Una aproximacié alternativa és la inhibicid de la produccié de coldagen i/o
I'estimulacié de la seva degradacio. Inhibidors de la prolil-4-hidroxilasa i I’halofungizona

prevenen el desenvolupament de la cirrosi hepatica experimental al inhibir la sintesi de

col 1agen [34], [35].

1.1.6.6. Herbes medicinals

Diferents compostos d’herbes tradicionalment utilitzats en paisos asiatics pel
tractament de malalties hepatiques han demostrat la seva eficacia com a tractaments
antifibrotics [2]. Entre ells s’inclouen Sho-saiko-to |36], Glicirizina [37] 1 Salvia mwiltiorrhiza

[38].
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1.2. La c¢l {ula estelada hepatica

1.2.1. Historia i nomenclatura

Al llarg de 1a historia les cel lules estelades hepatiques han tingut una nomenclatura ben
diversa. Van ser descrites per primer cop el 1876 per Carl von Kupffer com a Sternzellen.
Von Kupffer va observar, durant estudis sobre els sistema nervids hepatic, cel lules
intralobulars en forma d’estel que es tenyien de negre amb clorur auric, metode utilitzat per
revelar nervis. Més tard, el 1951, Toshio Ito va observar per microscopia de transmissio
cel lules perisinusoidals que contenien vesicules lipidiques en fetges humans.
Posteriorment, el 1958, Suzuki va observar cel lules en forma d’estel a 'espai de Disse i les
va anomenar cel lules intersticials. Finalment el 1971, Kenjiro Wake va concloure que les
cel lules originalment descrites com a Sternzellen per von Kupffer eren identiques a les
descrites posteriorment per Ito 1 per Suzuki. Wake també va demostrar que tant
I'autofluorescencia de les vesicules lipidiques com la reactivitat al clorur auric eren causades
de la presencia de vitamina A. Ben aviat van aparcixer els primers articles que relacionaven
les cel lules estelades amb la fibrosi hepatica. Degut a la seva historia, durant anys aquestes
cel lules van ser anomenades amb més de 20 noms diferents, els més coneguts dels quals
van ser cel lules perisinusoidals, c¢l 1ules de Ito, lipocits, cel 1ules parasinusoidals o cel lules
emmagatzemadores de greix. Va ser el 1995, quan la comunitat internacional
d’investigadors que treballaven amb aquest tipus cellular van recomanar unificar la

nomenclatura i anomenar-les c¢l Jules estelades hepatiques (CEH).

1.2.2. Descripcid

1.2.2.1. Localitzacid

Les CEH representen del 5-8% de les cel 1ules hepatiques en un fetge normal. En un
fetge de rata hi ha 13 CEH per 100 c¢l lules parenquimals, mentre que en un huma n’hi ha
aproximadament 10 cel lules per cada 100 hepatocits. Les CEH es troben localitzades en
I’espai subendotelial, entre la superficie basolateral de I’hepatocit i la banda anti-luminal de

les c¢l Jules endotelials sinusoidals (Figura 1).
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Cél dula de Kupffer .

Figura 1: Arquitectura sinusoidal i localitzacié de les CEH. En un fetge normal els cordons
d’hepatocits estan envoltats per la paret endotelial fenestrada. A I'espai de Disse es troben les CEH
(blau). Les cellules de Kupffer (porpra) sén tipicament intrasinusoidals. I’activacié de les CEH

condueix a una acumulacié de matriu extracel lular (bandes grogues). Figura modificada de [1].

1.2.2.2. Morfologia i ultraestructura

ILla CEH es distribueix de forma discreta a dins del fetge amb una distancia mitjana
entre cel lules de 40 nm [39]. Ultraestructuralment, les CEH tenen un reticle endoplasmatic
rugds moderat, un petit complex de Golgi i un sistema d’extensions dendritiques
citoplasmatiques prominent. Aquestes extensions citoplasmatiques mostren nombrosos
filaments 1 microtabuls. Ocasionalment, s’hi observen vesicules pinocitiques. Gracies a
aquestes prolongacions citoplasmatiques les CEH estableixen contactes amb un gran
nombre d’hepatocits, CEH adjacents, ccllules endotelials i terminacions nervioses.
Recentment s’ha descrit que aquestes projeccions juguen un paper essencial en la
transmissio d’estimuls quimiotactics a P'aparell mecanic de la cel lula que genera la forca
contractil. Una CEH normalment es troba envoltada de més de dues cel lules endotelials
properes. A la banda antiluminal de la cel ula s’extenen multiples processos a través de
I'espai de Disse que contacta amb els hepatocits. Aquest contacte intim entre les CEH 1 les
cel lules veines facilita el transport de mediadors solubles i citocines. A més, les CEH es
troben adjacents a terminacions nervioses, la qual cosa és consistent amb la trobada de
receptors de neurotrofina en aquestes cellules [40] i amb els estudis funcionals que

confirmen la seva resposta neurohumoral [41], [42].
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El citoplasma perinuclear conté vesicules lipidiques de vitamina A o retinoids, el
nombre i diametre de les quals varia entre especies i condicions fisiologiques. Aquestes
vesicules lipidiques emeten fluorescencia en el rang del verd quan sén excitades amb una
longitud d’ona de 328 nm. La fluorescencia per vitamina A és més concentrada en les
regions periportals del fetge que en les pericentrals [43], [44]. S’han descrit dos tipus de
vesicules de vitamina A. Les vesicules de tipus I son vesicules electrodenses delimitades per
una membrana i de mida variable, normalment inferior a 2 um de diametre. Aquestes
vesicules probablement deriven dels cossos multivesiculars, que soén considerats un tipus de
lisosomes. Les vesicules de tipus II no estan embolcallades de membrana i sén més grans,
poden arribar fins a les 8 um. La relaci6 entre les vesicules de tipus I 1 de tipus 111 les seves

diferencies funcionals encara no son clares.

1.2.2.3. Cicle cel 1ular de les CEH

Ia CEH t¢ la capacitat de dividir-se tant 7z vivo com 7n vitre. Tot i aixi, en un fetge de
rata normal, la proliferaci6 cel lular testada tant per timidina tritiada com per incorporacio
de bromodeoxiuridina és rara, cosa que indica que la majoria de CEH so6n cel lules de vida
llarga en estat G,. La vida mitja de les CEH quiescents 7z situ és desconeguda. Després
d’una hepatectomia parcial, lesions hepatiques focals, desenvolupament de granulomes o
sota diverses condicions que condueixen a la fibrosi, s’ha detectat 7z vivo una considerable

activitat proliferativa de les CEH.

1.2.2.4. Origen embriologic de les CEH

L’origen embriologic de les CEH és controvertit. Actualment la majoria d’evidencies
coincideixen en un origen a partir de 'endoderm o del septum transversum [45]. En suport a
lorigen a partir del septum transversum, les CEH expressen un factor de transcripciod del
mesoderm Foxfl, el qual es localitza tipicament en el mesenquima del septum transversum
durant el desenvolupament del fetge. Per altra banda, en suport a lorigen a partir de
I'endoderm, es suggereix que les CEH 1 els hepatoblasts comparteixen un origen comu
basat en la coexpressio de citoqueratines en ambdos tipus cel lulars. En la passada decada
també es va hipotetitzar sobre un origen a partir de la cresta neural basat en I'expressio de
diversos marcadors de la cresta neural entre els quals s’incloien, la proteina acidica fibril 1ar
de la glia (GFAP), la nestina, les neurotrofines i els seus receptors, la N-CAM, la

sinaptofisina i el factor de creixement nerviés (NGF) entre d’altres. Tot i aixi, un estudi de
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mapatge de cel ules derivades de la cresta neural en fetges de ratoli va desmentir aquesta

hipotesi al no localitzar CEH en aquests fetges durant la gestacio tardana [46].

1.2.2.5. Heterogeneitat i plasticitat de les CEH

Les CEH tenen una gran heterogeneitat i plasticitat en el fetge adult a nivell de fenotip i
caracteristiques morfologiques. IL.a desmina, un filament intermedi tipic de cel lules
contractils, ha estat un dels marcadors principals per identificar CEH en fetges murins. Tot
1 aixi, s’ha descrit que en zones pericentrals el 50% de les CEH no expressen desmina,
mentre que si 'expressen en les zones periportals. ’a-SMA ¢és una de les sis isoformes
d’actines que s’expressen en els teixits dels mamifers. La seva presencia és tipica de c¢l 1ules
vasculars del muscul llis i miofibroblasts. I.a induccié de I’ «-SMA, és un dels marcadors
més fiables d’activacio de les CEH, ja que aquest marcador no es troba en altres cel lules
residents del fetge, excepte en les ce¢l 1ules del muscul llis que envolten els vasos grans.
També s’han observat diferencies a nivell de les caracteristiques morfologiques de les CEH,

ja que una fraccio significant de CEH podrien no emmagatzemar vitamina A.

Aquestes observacions sobre la plasticitat de les CEH han portat a la conclusio que,
més que un unic tipus cel lular amb identica composicid a nivell de retinoids i citoesquelet,
les CEH contenen una quantitat variable de vitamina A i una combinacio diferent de
filaments intracel lulars. Aquest fet depen de factors com la localitzacio lobular, les especies
estudiades, si el fetge es troba en un estat normal o ha patit un dany i la natura mateixa del
dany (biliar versus parenquimal). A més, es donen canvis continus en I'expressié de gens
durant I'activacié de les CEH, ja que de cel lules quiescents passen a ser cel lules activades i
després continuen evolucionant a cel lules similars als miofibroblasts. Tot i aixi, les CEH
activades son diferents dels miofibroblasts en el seu contingut en vitamina A, Iactivitat
contractil i la capacitat de resposta enfront citocines, particularment el TGF. Fins i tot
quan les CEH entren en senescencia, el patrdé de la seva expressié genetica continua

evolucionant amb I’adquisicié d’un fenotip més inflamatori i menys fibrogenic.
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1.2.3. Funcions de la CEH al fetge normal

1.2.3.1. Paper en el desenvolupament del fetge i la seva regeneracio

Les CEH es poden trobar dins del ninxol de cel lules progenitores en fetges normals i
regenerants, el qual es troba situat prop dels canals de Hering [47]. La importancia
funcional d’aquestes cél lules es basa en 'evidéncia que cél lules Thy 1" derivades de fetge
fetal de ratoli, les quals expressen marcadors classics de CEH («-SMA, desmina i
vimentina), promouen la maduracié dels progenitors hepatics a través del contacte c¢l Jula-
cel 1ula en cultiu. A més, les CEH també poden ser vitals per a la generacio dels conductes
biliars intrahepatics durant el desenvolupament [48]. Per altra banda, també existeixen
evidencies creixents que les CEH son fonamentals en la resposta regenerativa hepatica en el
fetge adult. Recentment s’ha identificat la senyalitzacié6 per neurotrofina com una via
paracrina de les CEH, que contribueix al creixement hepatocel lular seguit del dany.
Aquesta contribucio es dona en part a través de la secrecio del factor de creixement
hepatocel lular (HGF) per les CEH [45]. Existeix un nimero de mitogens potencials dels
hepatocits secretats per les CEH, entre els que s’inclouen HGF, factor de creixement
epidermic (EGF), epimorfina i pleiotropina. Tot 1 aixi, la contribucio relativa i les formes de

regulaci6 durant la regeneraci6 hepatica encara no estan ben definits.

1.2.3.2. Metabolisme dels retinoids

En fetges normals, les CEH juguen un paper fonamental en el magatzem i transport
dels retinoids (compostos de vitamina A). En condicions fisiologiques normals,
aproximadament del 50 al 80% dels retinoids totals del cos son emmagatzemats al fetge,
dels quals del 80 al 90% s’emmagatzemen a les CEH. La majoria de la vitamina A
s’emmagatzema en vesicules citoplasmatiques en forma de retinil ésters, predominantment
retinil palmitat. La composici6 d’aquestes vesicules depen de la ingesta per la dieta.
Aquestes vesicules no només contenen retinoids, sind6 que també tenen una quantitat
significativa de triglicerids, fosfolipids, colesterol i acids grassos lliures. El retinol procedent
de la dieta és esterificat amb acids grassos lliures de cadena llarga a I'epiteli intestinal, i
empaquetat en quilomicrons pel seu transport en la circulaci6 a través de sistema limfatic.
En el fetge, el retinol contingut en els quilomicrons és captat pels hepatocits 1 després
transferit a les CEH pel seu emmagatzemament. Només una petita quantitat d’aquest
retinol es manté dins de ’hepatocit. Dins dels hepatocits, els retinil ésters son hidrolitzats a

retinol lliure abans de ser transferits a les CEH. Aquest procés es dona gracies a la proteina
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d’unio al retinol (RBP). Les CEH poden captar els retinoids d’uni6é a RBP directament de la
circulacio sanguinia i també es pot donar un alliberament directe de retinoids d’uni6 a RBP
des de les CEH al plasma. L’emmagatzematge i el transport dels retinoids es troba

influenciat pel nivell de vitamina A de 'animal.

El paper biologic dels retinoids en la regulacio de I'activacio de les CEH encara no esta
del tot clar. Tot i que la perdua de retinoids és una de les caracteristiques més importants
que acompanyen a 'activacié de les CEH tant zz vivo com in vitro, encara es desconeix si
aquest procés ¢és un prerequisit perque es doni aquesta activacio. Les dades sobre els efectes
dels retinoids sobre les CEH 1i la fibrogenesi son contradictoris [45]. En cultiu s’ha vist que
tant el retinol com T’acid retinoic (RA) inhibeixen la proliferaci6 de CEH, sent 'RA 1000
vegades més potent que el retinol. Per contra, el 9-cis-RA 1 el 9,13-di-cis-RA, dos
metabolits secundaris de 'RA, promouen la fibrosi per un augment de lactivador del

plasminogen, el qual indueix Iactivacio 1 la produccié de TGEFS [49].

1.2.3.3 Immunoregulacio

Les CEH poden amplificar la resposta inflamatoria induint la infiltracié de leucocits
mono i polimorfonuclears. Les CEH activades produeixen quimiocines entre les quals
s'inclouen MCP-1, CCL21, RANTES i CCR5. També expressen fo//-like receptors (TLRs),
la qual cosa indica la seva capacitat per interactuar amb el lipopolisacarid bacteria (LPS).
Finalment, les CEH poden funcionar com a cel lules presentadores d’antigen professional

estimulant la proliferaci6 de limfocits o 'apoptosi [50], [51].

1.2.4. Activacio de les CEH

Després d’un dany hepatic de qualsevol etiologia les CEH pateixen una resposta
anomenada activacio, la qual implica la transicié d’un fenotip quiescent a un fenotip similar
al miofibroblast proliferatiu, profibrogenic i contractil (Figura 2). L’activacié de les CEH es
dona en una seqiiencia reproduible. Iorganitzacié de l'activacié de les CEH en una
seqliencia temporal ens dona un marc on els esdeveniments cel lulars poden donar-se en
un context biologic diferenciat. Les fases de l'activacié es poden dividir en iniciacio,

perpetuacio i resolucio.
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Figura 2: Canvis subendotelials que acompanyen al dany hepatic durant P'activacio de les CEH. (A)
Arquitectura sinusoidal normal amb una CEH (en blau). Només la matriu de baixa densitat es
present en aquest estat. (B) Durant el dany hepatic, les CEH es multipliquen i sén envoltades per

P'acumulacié de mattiu extracel lular fibril lar. Figura modificada de [1].

1.2.4.1. Iniciacio

La iniciacio, també referida com estat pre-inflamatori, engloba canvis rapids a nivells
transcripcional 1 la induccié immediata de gens primerencs. Aixo resulta en una estimulacio
paracrina a causa dels canvis primerencs en la matriu extracel lular i1 dels efectes perjudicials
que el dany hepatic causa en '’homeostasi de les cel lules veines, principalment hepatocits
danyats, cel lules endotelials i cel lules de Kupffer. Les cel lules de Kupffer estimulen la
sintesi de matriu extracel lular, la proliferacid cel lular i P'alliberament de retinoids en les
CEH a través de lacci6 de citocines (especialment el TGFB) i d’especies reactives de
Poxigen (ERO) i lipids peroxidats. Al igual que les cel lules de Kupffer, els hepatocits
també son una font potent I’ERO 1 lipids peroxidats, que exerceixen una estimulacio
paracrina sobre les CEH. L’activitat de les ERO és amplificada 7z vivo per la disminucio
d’antioxidants que es dona tipicament en malalties hepatiques. S’ha descrit que CEH en
cultiu amb medi condicionat procedent d’hepatocits sotmesos a estres oxidatiu augmenten
la seva proliferacio i la sintesi de col lagen. A més, apoptosi dels hepatocits contribueix
també a I'activacié de les CEH a través de Fas. Les cel lules endotelials juguen un paper
dual en els estats primerencs de l'activacié6 de les CEH. El dany sobre les cel lules
endotelials estimula la produccié de fibronectina (isoforma EIIIA), que té un efecte
activador sobre les CEH 1 transformen el TGFB1 latent en actiu, forma profibrogenica, a

través de I'activaci6 de la plasmina.
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1.2.4.2. Perpetuaciod

La perpetuacio de lactivacié de les CEH implica respostes fenotipiques causades per
Iefecte de I'augment de citocines 1 la remodelacié de la matriu extracel lular. La matriu
extracel Jular de baixa densitat és progressivament substituida per una matriu rica en fibres
de col lagen (Figura 2). Aquest fet afecta tant el comportament dels hepatocits com el de
les cel lules endotelials i accelera P'activacio de les CEH. Aquest efecte es dona gracies a les
interaccions amb les integrines (receptors classics de la matriu extracel lular) i els receptors

tirosin cinases (RTKs) com el DDR-2 [52], [53].

Les CEH activades adopten un fenotip diferenciat similar al miofibroblast que es

caracteritza per (Figura 3):

a) Capacitat proliferativa: I’augment del numero de CEH en un fetge danyat es dona

en part per la proliferacié local en resposta a factors de creixement. El factor de
creixement derivat de les plaquetes (PDGF) és un dels factors proliferatius més
potents 1 millor descrits en la fibrosi hepatica [54]. El dany es troba associat a
I'augment autocti tant del PDGF com del seu receptor. L’activaci6 del receptor de
PDGF recluta la molecula senyalitzadora Ras, que seguidament activa la via de
senyalitzaci6 ERK/MAPK. L’activaci6é de la fosfoinositol-3-cinasa, que és
independentment de la via d’activaci6 de ERK, també és necessaria per la
mitogenesi i la quimiotaxi. La resposta proliferativa de PDGF requereix també una
entrada sostinguda de Ca* i un augment del pH intracel 1ular [55]. Existeixen altres
compostos amb activitat mitogenica en CEH com VEGF, EGF, TGF-«, trombina

1 el seu receptor, entre d’altres [50].

b) Contractilitat: I.’adquisici6 de la contractilitat per part de les CEH és responsable en
part de 'augment de la resistencia portal durant la fibrosi hepatica. L’endotelina-1
(ET-1) és un estimul fonamental en la contractilitat de les CEH que també regula la
seva proliferacio. I.’augment de 'ET-1 es dona en part de forma autocrina. A ’hora
que augmenta la producci6 d’ET-1 també es dona un augment de l'enzim
convertidor d’endotelina, el qual activa 'ET-1 latent. Els receptors d’ET tipus A i
tipus B s’expressen tant en CEH quiescents com en CEH activades. I’efecte
proliferatiu ’ET-1 en CEH quiescents correlaciona amb un augment de lactivitat

Ras/ERK, que pot ser bloquejat per agonistes del receptor ET-A. Per contra,
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I'efecte d’inhibicid del creixement generat per ET-1 en les CEH activades es dona a
través del receptor ET-B per la via prostaglandina/cAMP que condueix a una
regulaci6 a la baixa de ERK 1 c-Jun cinasa (JNK). Existeixen altres estimuls que
controlen la contractilitat, entre els que trobem: oxid nitric, angiotensinogen 1I,
eicosanoids, peptid natriurctic atrial, somatostatina 1 monoxid de carboni entre

d’altres [45].

c) Fibrogenesi: Les CEH generen fibrosi no només incrementant el numero de
cel Jules sin6 també augmentant la produccid de matriu extracel lular per cel 1ula.
TGFB és I'estimul dominant en la produccio de matriu extracel lular per les CEH.
Existeixen moltes fonts de generacid per a aquesta citocina, pero lexpressio
autocrina ¢és la més important. La senyalitzacio per sota del TGFB inclou una
familia bifuncional de molecules conegudes com Smads [57]. L’activitat del TGF@
en CEH activades també augmenta a causa de la proteolisi del TGFp latent per
I'activador del plasminogen tipus urocinasa. I.’augment de la sintesi de col lagen
pero, no es pot atribuir integrament a laccié6 del TGFB, sind que també hi
intervenen mecanismes transcripcionals 1 post-transcripcionals. El factor de
creixement del teixit connectiu (CTGF/CCN2) és també un potent factor
fibrogenic per les CEH i s’ha descrit un augment de la seva expressio en casos de

hipertrigliceridemia 1 hiperinsulinemia [58].

d) Degradaci6 de la matriu extracel lular: I.a fibrosi reflexa un desequilibri entre la

produccié6 de matriu extracel lular (ME) 1 la seva degradaci6. Un element
fonamental en la remodelaci6 de la matriu extracel lular sén les matriu-
metal loproteases, enzims depenents de calci que degraden especificament substrats
col lagenats 1 no-col Jagenats. En termes generals, les matriu-metal loproteases es
poden dividir en 5 categories basades en la seva especificitat de substrat:

1. Col lagenases intersticials: MMP-1, -8, -13.

2. Gelatinases: MMP-2, -9 i proteina activadora del fibroblast.

3. Estromielisines: MMP-3, -7, -10, -11.

4. Tipus membrana: MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25.

5. Metal loelastases: MMP-12.
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Les CEH s6n la font principal de MMP-2, MMP-9, MMP-13 (equivalent en
ratolins a MMP-1) 1 estromielisina. Aquestes metal loproteases degraden la ME
subendotelial normal. A mida que es dona la degradaci6 de la ME normal, aquesta
¢és reemplacada per fibres de col lagen, principalment de tipus I, les quals activen el
creixement de les CEH activades i la producci6 de MMP-2 en un bucle de
retroalimentacié positiu. En tot aquest escenari també juguen un paper fonamental
els inhibidors tissulars de metal loproteases-1 1 -2 (TIMP-1 1 -2) produits per les
CEH. Gracies a aquests inhibidors, les CEH activades poden inhibir Iactivitat de
les col lagenases intersticials que degraden el collagen de tipus I, cosa que

afavoreix I'acumulacio6 de fibra.
e) Quimiotaxi: I.a migraci6 dirigida de les CEH activades afavoreix la seva acumulacio
en arees de dany. PDGF i MCP-1 han estat identificades com quimioatraients per a

CEH activades, pero no quiescents [59].

f) Perdua de retinoids: Com ja s’ha indicant anteriorment, la perdua intracel lular de

vitamina A és una caracteristica important de I'activacio de les CEH. Encara no esta
clar si la perdua de retinoids és necessaria per l'activacié de les CEH 1 quins
retinoids poden accelerar o prevenir Iactivacié 7 vivo. Els metabolits secundaris
com l'acid retinonic (RA), 9-cis RA 1 9,13-di-cis RA poden estimular I'activacié del

TGEFB latent, estimulant aixi 'activitat fibrogenica.

g) Alliberacié de citocines i quimioatraccié de leucocits: I’augment en la produccio

i/o activitat de les citocines és fonamental per a la perpetuaci6 de P'activacio de les
CEH. Les CEH poden amplificar també la resposta inflamatoria alliberant

quimioatraients de neutrofils i monocits com la MCP-1 [60].

h) Resistencia a P'apoptosi: la resistencia a I'apoptosi és una de les caracteristiques

principals de les CEH activades. S’ha descrit com les CEH humanes activades son
resistents als estimuls apoptotics a causa de la sobreexpressio de Bcl-2 [61]. Per
altra banda, també s’ha vist com lexpressio de TIMP-1 pot inhibir I'apoptosi

d’aquestes cel lules [25].
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Figura 3: Caracteristiques fenotipiques de lactivacié de les CEH durant el dany hepatic i la

resolucié. Figura modificada de [55].

1.2.4.3. Resolucio

Durant la recuperacié d’un dany agut en fetges humans o a nivell experimental, el
namero de CEH activades disminueix i la integritat del teixit es restableix. Existeixen dos
vies per a la reduccié de les CEH activades, la reversio al fenotip quiescent o P'apoptosi de
les CEH activades. Tot i que la reversio del fenotip es pot aconseguir iz vitro, no ha estat
validada 7z vivo. Pel que fa a 'apoptosi de les CEH, existeixen moltes evidencies que donen
suport a la seva importancia durant la regressio de la fibrosi. En cultiu, les CEH son
sensibles a CD95-L i a I'apoptosi induida per TRAIL. Les cel lules NK poden induir
I'apoptosi de les CEH a través de I'expressio de TRAIL. El NGF derivat dels hepatocits
també té un efecte apoptotic sobre les CEH. L’apoptosi requereix duna degradacio

proteasomal intacta, ja que la seva inhibicio prevé apoptosi [45].
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1.3. Catepsines

Les catepsines son enzims proteolitics. Existeixen 5 tipus catalitics d’enzims proteolitics
en mamifers (aspartat, cistein, metal o, serina i treonin proteases) que regulen diversos
processos biologics normals com la mort cel lular, la proliferacio, la migracio, la invasio i el
recanvi de proteines. Les catepsines s’expressen de forma abundant i en totes les cel lules
de mamifer. Tradicionalment s’han considerat mediadors lisosomals en el recanvi de
proteines. De fet, les catepsines son un dels grups d’enzims proteolitics lisosomals més
nombrosos. La familia de les catepsines compren tres grups: serin catepsines (catepsina G),
cistein catepsines, composat per onze enzims (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W i1 X), i les
aspartil proteases com les catepsines D i E. Les catepsines exhibeixen activitat endo i
exopeptidasa. Es sintetitzen com a pro-enzims inactius, son glicosilades post-
transcripcionalment i dirigides cap al compartiment lisosomal pel reconeixement del
receptor manosa 6-P. El processament des de la proforma inactiva a la forma cataliticament
activa de I'enzim es dona normalment dins del lisosoma. I’activitat de les catepsines es
regula per diferents mecanismes com la regulacio de la sintesi, el processat del zimogen, la
inhibici6 per inhibidors endogens i I'estabilitat del pH [62]. Les catepsines son actives als
pH baixos que es troben als lisosomes, pero s’ha vist que es mantenen actives a pH neutre
durant temps limitats. L’acidificacio del citosol durant I'apoptosi pot perllongar la vida de

les catepsines alliberades procedents dels lisosomes [63].

A més del seu paper en el recanvi de proteines dins del lisosoma, s’ha vist que les
catepsines també regulen altres processos com la remodelaci6 de la matriu extracel lular, la
remodelacio de I'6s, l'apoptosi [64] i el cancer. Actualment també s’ha descrit que les
catepsines poden desenvolupar les seves funcions tant intra com extracel lularment.
Aquesta introducci6é abordara concretament la cistein catepsina B i 'aspartil catepsina D,

proteases expressades ubiquament i sobre les que es centrara part d’aquesta tesi.

1.3.1. Cistein catepsines

Les cistein catepsines son peptidases que pertanyen a la familia de les papaines i tenen
una llarga historia que data del 1940, any en que la catepsina C va ser descoberta. Algunes
cistein catepsines com la catepsina B s’expressen constitutivament, mentre que d’altres com

la Kila S, s’expressen en tipus cel lulars altament especifics, com els osteoclasts i les
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cel Jules immunitaries respectivament. Col lectivament, les cistein catepsines participen en
nombrosos processos fisiologics i patologics. Moltes d’aquestes funcions especifiques han
estat confirmades i/o descrites gracies a estudis amb ratolins modificats geneticament,
deficients en aquestes proteines o Anock-out. Les cistein catepsines s’han implicat en
'activacié de proteines precursores (proenzims i prohormones), presentacié d’antigen pel
complex d’histocompatibilitat de tipus II (MHC-II) [65], remodelacié de I’6s, diferenciacid
dels queratinocits, cicle del cabell, reproduccio i apoptosi. També s’ha vist que participen en
la progressi6 dels tumors i la metastasi, malalties inflamatories, aterosclerosi [66] i la
periodontitis. Aixi doncs, mutacions en els gens de les catepsines resulten en malalties
hereditaries en humans, com per exemple la picnodisostosi a causa de mutacions en el gen
de la catepsina K, o els sindromes de Papillon-Lefevre i Haim-Munk per defectes en el gen

de la catepsina C.

1.3.1.1. Catepsina B

Estructura:

La catepsina B (catB, E.C.3.4.22.1.) és un proteina de 30 KDa bilobular que conté dos
dominis, esquerra i dreta. El centre actiu 1 Pescletxa del lloc d’uni6 del substrat es troben
localitzats en la interficie entre aquests dominis. El tall en el peptid és catalitzat pel residu
cisteina (Cys 29) que es troba en el domini esquerre, el qual interactua amb un residu

histidina (His 199) localitzat en el domini dret (Figura 4).

Figura 4: Estructura de raigs X de la catepsina B humana [67].

L’accés del substrat al centre actiu esta controlat per una insercié de 18 residus (Pro

107-Asp124) que és coneguda com a bucle oclusiu. Aquest proveeix de dos residus His
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(His110 1 His 111) per a la uni6 dels grups carboxilics C-terminals del substrat. Aixo explica
la preferencia per lactivitat carboxipeptidasa de 'enzim. Tot 1 aixo, la catepsina B també
pot actuar com a endopeptidasa, ja que el bucle oclusiu és flexible 1 pot separar-se de
Iescletxa del lloc actiu quan se ’hi uneix un substrat. Sembla que D'estabilitat del bucle
oclusiu és depenent del pH, amb activitat endopeptidasa a pH neutre (tipicament en llocs
d’uni6 de membrana o catepsina B extracel lular) i exopeptidasa a pH acid (interior dels
lisosomes) [68], [69]. Aixo suggereix que els substrats de la catepsina B difereixen depenent

de la localitzacio de ’enzim.

Funcié i implicacions patologiques:

ILa catepsina B és activa a nivell intracel Jular i extracel lular en quasi tots els teixits dels
organismes superiors [70]. Intracel lularment la catepsina B es localitza als lisosomes,
mentre que extracel lularment es pot trobar en forma soluble o bé unida a la membrana o a
proteines de la matriu extracel lular, on pot desenvolupar importants funcions
fisiologiques. Per exemple, la catepsina B s’ha implicat en la sintesi de tiroxina, en el
processament selectiu de la prorenina humana i1 d’antigens (preferencialment en cel Jules

Th2 activades) i 'autoproteccio dels limfocits T durant la degranulacio.

A més de les seves funcions fisiologiques, la catepsina B s’ha implicat en una varietat de
malalties que impliquen estats de remodelacié del teixit, com poden ser la inflamacio,
infeccions parasitaries o viriques, Alzheimer [71], mort neuronal per isquemia i tumors
metastatics [72]. En lesions malignes i premalignes, 'expressio de la catepsina B es veu molt
augmentada. Aquest fet s’ha descrit en una gran varietat de cancers com prostata [73],
colorectal, mama [74], colon [75], esofagic [706], oral [77], gastric, pulmo [78], ovari [79] i
tiroides, aixi com en una gran varietat de carcinomes, gliomes i melanomes. A més, els
nivells elevats de catepsina B en serum han estat associats amb estats avangats del tumor 1
la progressi6 de la malaltia, mentre que la taxa de supervivencia ha estat inversament
correlacionada amb el ratio d’activitat de la catepsina B [80], [81]. L’augment en I'expressio
de la catepsina B es dona a molts nivells, que inclouen 'amplificacié del gen, 'augment de
la transcripcid, la utilitzacidé de promotors alternatius i 1"as de splicing alternatiu per

incrementar els nivells i estabilitat de PARNm i de la catepsina B en si mateixa [82].

L’activitat de la catepsina B és controlada per uns inhibidors endogens especifics

(estefines i cistatines) [83]. En condicions fisiologiques normals existeix un balang entre les
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proteases 1 els seus inhibidors, la perdua del qual es creu que promou la progressio del
tumor 1 pot ser un index de la seva capacitat invasiva [84]. Per altra banda, nivells elevats de
catepsina B s’han relacionat directament amb la degradacié de proteines de la matriu
extracel lular, entre les quals s’inclouen la fibronectina, la laminina i el col lagen de tipus IV
[85]. Indirectament, aquests nivells elevats activen altres enzims que formen una cascada

proteolitica, contribuint aixi a la metastasi i a la progressié del tumor.

La catepsina B també s’ha vist implicada en la mort cel 1ular per apoptosi a través de la
senyalitzaci6 per TNF-a dins de I’hepatocit [86]. Dins d’aquesta ruta de senyalitzacio, la
catepsina B s’alliberaria al citosol de ’hepatocit, on activaria I'alliberament del Citocrom C
del mitocondri [87]. El mecanisme de permeabilitzacio del lisosoma encara no esta clar i
s’ha atribuit tant a I'acci6 de Pesfingosina, que augmenta en fetge per TNF-« [88], [89] com
a I'accid dels acids grassos lliures [90], [91], que estimulen I'expressié del TNF-a. En el
primer model de permeabilitzacid proposat, 'esfingosina indueix canvis conformacionals 1
d’activitat al unir-se a la catepsina B. Aquests canvis promouen la proteolisis de la
membrana intralisosomal i1 causen la desestabilitzacio del lisosoma [88]. Per altra banda, el
segon model, desenvolupat en models murins de malalties de fetge gras no alcoholiques,
proposa els acids grassos lliures com a Pestimul desencadenant de la translocacié de Bax
des del citosol a la membrana lisosomal, on causa la permeabilitzacié del lisosoma [92],
[93], [94]. La permeabilitzacié d’altres organuls, com el mitocondri, per part de Bax ja ha

estat ampliament estudiada [91].

A més del paper que la catepsina B pot desenvolupar en les malalties de fetge gras no
alcoholiques, també s’ha descrit la seva implicacié en altres malalties hepatiques com la
fibrosi, concretament en el model experimental de lligadura del conducte biliar en rata [95] i
ratoli [96], [97]. Canbay e a/. van descriure una disminuci6 de la fibrosi hepatica induida per
lligadura del conducte biliar en ratolins deficients en catepsina B 1 ratolins salvatges tractats
amb un inhibidor per aquesta proteina, en front a ratolins salvatges no tractats. Aquest
efecte sobre la fibrosi hepatica va ser atribuit a Patenuacié del dany de 'hepatocit [98], [97]
que pot activar les CEH indirecta o directament. Indirectament, 'apoptosi de I’hepatocit
genera una resposta inflamatoria que causa lactivacié de les CEH [99], mentre que la
captacié de cossos apoptotics directament per part de les CEH també pot induir la seva

activaci6 [18], [100].
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1.3.2. Aspartil peptidases

Les aspartil peptidases son un grup d'enzims proteolitics que formen part de la familia
de les pepsines. Concretament, les catepsines D i E formen part de la familia A1 d'aspartil
peptidases. Aquesta familia compren la majoria d’aspartil endopeptidases que es troben al
cos huma. De les 6 aspartil peptidases documentades en el cos huma, tres (pepsina A,
gastricina i renina) son secretades i tenen ben definits els seus papers fisiologics. Els sucs
gastrics contenen pepsina A i gastricina, mentre que la renina es troba als ronyons i a la
sang. La quarta peptidasa, la catepsina D, es troba ubiquament als lisosomes, mentre que la
cinquena, la catepsina E, es troba al reticle endoplasmatic/Golgi i a compartiments
endosomals de les cel fules. Ia Gltima aspartil peptidasa de la familia és la beta secretasa,
localitzada al cervell. Les aspartil peptidases s'han vist implicades en processos com
l'apoptosi, la progressié dels tumors [101], la metastasi, 'angiogenesi, 'hemostasia, les

malalties neurodegeneratives com 1I'Alzheimer [102] i I'aterosclerosi.

1.3.2.1. Catepsina D

Estructura

La catepsina D (catD, E.C.3.4.23.5) consta de dos lobuls separats per una escletxa que
conté el lloc catalitic composat per dos residus aspartat. La catepsina D pot allotjar més de
8 residus aminoacidics en I'escletxa del lloc catalitic 1 té preferencia pels residus hidrofobics.
Es sintetitzada al reticle endoplasmatic com a preprocatepsina D. Després de Peliminaci6
del peptid senyalitzador, la procatepsina D (52 KDa) és dirigida cap a estructures vesiculars
intracel lulars (lisosomes, endosomes i fagosomes). La procatepsina D és una glicoproteina
amb dos oligosacarids units a manosa-6-P (MG6P) en els residus asparagina 70 i 199 que
faciliten el seu direccionament cap als lisosomes. Existeix una altra via de direccionament
de la procatepsina D als lisosomes independent de MOGP, que implica a una proteina
precursora de Pactivacio dels esfingolipids, la prosaponina [103]. Aquesta dltima via encara
no es compren completament. Dins dels compartiments endosomals i lisosomals es dona
un tall d’un propeptid de 44 aminoacids N-terminals que resulta en una cadena unica o
single chain de 46 KDa, la forma activa de Penzim. Més talls proteolitics que no produeixen

la dissociacié de Destructura globular de la catepsina D donen lloc a la proteasa activa
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madura lisosomal, composada per una cadena pesada (32 KDa) i una lleugera (14 KDa),

unides per interaccions no covalents (Figura 5).

Figura 5: Representacio de la catepsina D [104].

Les cistein proteases [105] i lactivitat autocatalitica [106] de la catepsina D poden
provocar el processament de la procatepsina D a catepsina D. Tot i aixo, cal mencionar que
recentment ha estat descrita la independéncia de la maduracié de la catepsina D de la seva
activitat autocatalitica [105]. Existeixen altres factors que poden afectar el processament de
la catepsina D, entre els quals s’inclouen segons missatgers lipidics com la ceramida i la
prosaposina [107]. En condicions normals, la procatepsina D es localitza als lisosomes. En
canvi, sota certes condicions patologiques o fisiologiques la procatepsina D/catepsina D
pot eludir el seu mecanisme de direccionament i ser secretada a l'exterior cel lular. La
procatepsina D és una de les proteines secretades més nombroses en molts tipus de cancer.
També s’ha vist que la procatepsina D secretada pot ser endocitada via receptors M6P o
altres receptors encara desconeguts, tant en cellules canceroses com en fibroblasts.
L’endocitosi de la procatepsina D comporta una maduracié en un intermediari de 46 KDa 1
dues formes de 32 1 14 KDa [108], [109]. L’expressio i I'activitat de la catepsina D també

s’ha detectat en la matriu extracel lular [110].

Funcio i implicacions patologiques

La funci6 principal de la catepsina D és el catabolisme intracel 1ular de proteines dins
del compartiment lisosomal. Tot i aixo, la catepsina D s’ha implicat en altres processos com

el processament d’antigens, hormones i neuropeptids. A més, s’ha vist relacionada amb
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patologies com malalties del teixit connectiu, distrofia muscular [111], canvis degeneratius
del cervell i Alzheimer [71], cancer i metastasi [112], aterosclerosi [113] i apoptosi [114],

[107], [115].

TNF
|
\d
membrana plasmatica

v

caspasa 8
v ™

ASMasa catepsina B

v
ceramida ®
v

catepsina D

lisosoma

catepsina D —» Bid < catepsina B

v

Bid

m mitocondtri

citocrom C

v

caspasa 9

v

caspasa 3

v

apoptosi

Figura 6: Implicaci6 de la catepsina B i D en I'apoptosi. Figura modificada de [114], [87].

El paper de la catepsina D en I'apoptosi encara no es coneix totalment. S’ha postulat
que la catepsina D pot actuar tant prevenint [116] com promovent apoptosi induida per
agents citotoxics [112]. La catepsina D pot estar implicada en apoptosi induida per estres
oxidatiu [89] on Tesfingosina podria estar permeabilitzant la membrana intralisosomal,
desestabilitzant aixi el lisosoma 1 promovent I'alliberacio de la catepsina D al citosol, al igual
que s’ha vist amb la catepsina B. Heinrich e @/ van descriure la participacié de la ceramida,
producte derivat de I'activitat de 'esfingomielinasa acida, com a un activador de la catepsina
D i promotor de 'apoptosi, seguint 'esquema de la Figura 6 [107], [114]. Aixi doncs,
I'alliberament de la forma madura de la catepsina D al citosol comporta un alliberament del
Citocrom C del mitocondri depenent de Bid. Durant Papoptosi es dona Iacidificacio del
citosol a pH 6.7-7 [63], la qual cosa pot facilitar ’activaci6 de la CtsD. S’ha descrit la
capacitat de la CtsD de promoure 'apoptosi en el citosol a pH 7.0 [117]. Per altra banda, es
pensa que els substrats amb elevada afinitat per la CtsD poden estabilitzar la conformacio
activa de la CtsD a pH neutre [118] de forma similar a com ho fa la Pepstatina A, inhibidor
de la CtsD [119]. Per altim, Heinrich e¢# a/. van descriure la colocalitzacié de Bid amb CtsD
en vesicules similars a endosomes, suggerint aixi que el tall de Bid provocat per la CtsD

podria donar-se en compartiment especifics dins del citosol [114].
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1.4. Esfingomielinases

1.4.1. Els esfingolipids

Els esfingolipids de membrana contenen una cadena llarga de base esfingoide, com
Pesfingosina, un grup amida unit a una cadena llarga d’acids grassos i un cap amb un grup
polar. Depenent d’aquest grup polar es defineixen diverses classes d’esfingolipids,
ceramides si es tracta d’un grup hidroxil, esfingomielina si és una fosforilcolina i
glicoesfingolipids si son carbohidrats. Els esfingolipids desenvolupen importants funcions
estructurals en el manteniment de la fluidesa 1 la integritat de les membranes cel lulars. En
els darrers anys pero, s’ha vist que els esfingolipids no sén unicament components de la
membrana, sind que esfingolipids com la ceramida, I'esfingosina i I'esfingosina-1P també
poden actuar com a segons missatgers en el creixement, la supervivencia i la mort cel lular
[120], [121]. De forma similar, el metabolisme dels esfingolipids també s’ha vist implicat en
el cancer. Concretament la generacié de ceramida i el seu catabolisme estan sent analitzats

com a noves dianes terapeutiques en quimoterapia [122], [123], [124].

1.4.2. Els metabolisme dels esfingolipids

ILa ceramida intracel lular es pot formar per dues rutes, la via de sintesi de novo al reticle
endoplasmatic i pel catabolisme de P'esfingomielina depenent de I'enzim esfingomielinasa
(Figura 7). La sintesi de novo de la ceramida requereix I'accié coordinada de la serin palmitoil
transferasa i la ceramida sintasa. Aquest procés comenga amb la condensacié de la serina i
la palmitoil-CoA per formar 3-cetoesfinganina, la qual és després reduida a la base
esfingoide esfinganina per 'enzim 3-cetoesfinganina reductasa i posteriorment acetilada per
la ceramida sintasa per generar dihidroceramida. Paral lelament a aquesta via, I’esfingosina
alliberada per la degradacio6 seqiiencial d’altres complexos esfingolipidics pot ser reutilitzada
per a la sintesi de ceramida. I.a segona ruta de sintesi de la ceramida és la que implica a les
esfingomielinases. Les esfingomielinases, amb la seva activitat fosfolipasa C, poden

hidrolitzar 'enlla¢ fosfodiéster de I'esfingomielina generant aixi ceramida.
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1.4.3. Aspectes generals de les esfingomielinases

Han estat caracteritzades varies isoformes d’esfingomielinases (SMasas, E.C.3.1.4.12)
que poden ser classificades en funcié del seu pH optim d’actuacié. I’SMasa neutra
(NSMasa) es localitza a les membranes i el seu pH optim d’actuacio és 7.4 [126]. Per altra
banda, 'SMasa acida (ASMasa) es va considerar originalment un enzim estrictament
lisosomal ja que el seu pH optim d’actuacio és 4.5-5.0. Malgrat aixo, isoformes d’ASMasa
han estat identificades en vesicules a prop de la membrana plasmatica, 1 s’ha descrit la seva
secrecio extracel Jular. També s’ha descrit una forma d’ASMasa de membrana en
microdominis rics en esfingomielina (caveoles), on la interleucina 1@ estimula Pactivitat de
’ASMasa. Aixi doncs, existeixen tres localitzacions d’ASMasa: 1’ASMasa lisosomal,
responsable del metabolisme de lesfingomielina, ’ASMasa secretada, associada a la
inflamaci6 1 resposta a Pestres i P’ASMasa activada per receptor. Recentment s’ha descrit
que PASMasa es transloca a la membrana plasmatica després de Iactivacid de diversos
receptors de la superficie cel lular, com CD95 (Fas) i CD40. Un cop a la membrana

hidrolitza esfingomielina generant ceramida [127].

1.4.4. Esfingomielinasa Neutra (NSMasa)

Estructura

S’han descrit tres formes d’esfingomielinasa neutra (NSMasa) en mamifers (Figura 8)
’NSMasal [128], 'NSMasa2 [129] i 'NSMasa3 [130], totes tres dependents de Mg
I’NSMasal és una proteina que té una massa molecular de 47.5 KDa en ratolins 1 47.6
KDa en humans, i presenta dos dominis transmembrana en el lloc C-terminal. S’ha descrit
la seva localitzacio a nivell de reticle endoplasmatic [131] i nucli [132]. I’NSMasa2 és una
proteina especifica de cervell amb una massa molecular predita de 71 KDa amb dos
dominis transmembrana a la part N-terminal i el lloc catalitic a la regi6 C-terminal [129].
I’NSMasa3 té una massa molecular predita de 97.8 KDa, 1 presenta una absencia del peptid
senyal N-terminal i una regié hidrofobica en la part C-terminal que constitueix el domini

transmembrana [130]. L'NSMasa3 s’expressa de forma abundant en muscul estriat i cardiac.

60



.00 Introduccid

MTTFGAVAEWRLPSLRRATLWI PQWFAKKAT FNSPLEAAMAFPHLOQOPS FLLASLKADS INKEEABofoo Lk vEE

MvLYTTERPRSELsABHC

#paKELfTEFPvliv
ALIFPCEWEVDREA

nSMasez2
nSMasel

QIT{--HI GLNL

nSMase3
nsMasez (32
n3Masel

'LOPRRYAPEKOEPGSDSQP
KLXKEQLHGH

BcLo:g-B
Bcc C.K-TGLH FLETREE

e ok - O
<Rl g /Ol
At B

L JLLLA?HVRSLFCVGPLPCTLLLTLGYVLYPSAMTLLTERG?LHQF

Flgura 8: Comparaclo de la seqiiencia predita de 'NSMasa3 amb les seqiiencies de 'NSMasal i
INSMasa2 (nimero d’accés del GenBank™ NP_003071 i NP_0061137, respectivament). La
posicié dels aminoacids es troba numerada a Pesquerra. L’ombrejat gris indica els aminoacids

identics o similars i el negre els altament consetvats [130].

Implicacions patologiques

LLa implicacié de 'NSMasal en possibles rutes de senyalitzacio és encara confusa. Tot 1
que 'NSMasal posseeix activitat esfingomielinasa 7z vitro, les cel lules que sobreexpressen
la proteina no pateixen canvis en el metabolisme de la esfingomielina. A més, estimulacio
de I'expressio de 'NSMasal amb TNF-a o H,O, no provoca un augment dels nivells de
ceramida ni indueix apoptosi [128]. Per altra banda, s’ha descrit que 'NSMasal actua 7 vivo
com una fosfolipasa C, amb preferencia pel substrat liso-factor activador plaquetari [133].
I’NSMasa2, en canvi, s’ha implicat en processos com Iapoptosi, la inflamacio, la
proliferaci6 i la diferenciacio cel lular [126]. Per ultim, I'NSMasa3 es distribueix
principalment al reticle endoplasmatic i a I'aparell de Golgi i s’activa rapidament en resposta

a TNF-a [120].
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1.4.5. Esfingomielinasa Acida (ASMasa)

Estructura

I”ASMasa és una glicoproteina monomerica de 72 KDa. I”ASMasa ¢és sintetitzada com
una preproproteina de 75 KDa que és transformada al RE/Golgi a la forma precursora de
72 KDa. Aquest precursor és processat a la forma madura lisosomal, 70 KDa, en els
compartiments endo/lisosomals [134], cap a on migra gracies als residus MOP. Tot i aixo,
una petita i variable proporcié del precursor de ’ASMasa és processada als compartiments

RE/Golgi, donant lloc a una forma secretable enzimaticament activa de 57 KDa [135].

Implicacions patologiques

La deficiencia I’ASMasa en humans és la causa de dos malaltia autosomiques recessives
anomenades malaltia de Niemmann-Pick (NPD) tipus A i tipus B. Aquestes malalties es
donen a causa d’alteracions en el magatzem lipidic dels lisosomes 1 son generades per
mutacions en el gen SMPD1, que codifica ’ASMasa. La NPD de tipus A és una forma
infantil de deficiencia d’ASMasa que es caracteritza per una rapida neurodegeneracié que
causa la mort als 2-3 anys d’edat. Per contra, la NPD de tipus B és una forma de
manifestacié clinica més tardana, on els pacients exhibeixen pocs o cap simptoma
neurologic, pero pateixen greus 1 progressives anormalitats dels organs viscerals que
inclouen hepatoesplenomegalia, insuficiencia pulmonar i malalties cardiovasculars [136]. Els
diferents graus de severitat de la NPD tipus A i B depenen de la quantitat d’activitat

residual d’ASMasa.

El 1990 es van generar ratolins deficients en ASMasa (ASMasa”) [137] i es va observar
que eren resistents a la radiacio i altres formes d’apoptosi induides per diversos estimuls
entre els quals s’incloien Fas/CD95 [138], isquemia [139], quimioterapia [140] i TNF-o
[141]. A més de la patologia causada per la seva propia deficiencia, PASMasa s’ha vist
implicada en molts altres processos patologics com la mort cel lular, el cancer, la diabetis,
malalties pulmonars, cardiovasculars, neurologiques, hepatiques i processos infecciosos

[142].
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I”ASMasa 1 el producte generat per la seva activitat, la ceramida, s’han vist implicats en
processos tant de mort com de proliferacié cel lular en funcié de estimul [143], [120]. La
generacié de ceramida a través de I'activacié de ’ASMasa induida per estimuls apoptotics
com TNF [144], Fas [145], NGF, radiaci6 vy, IFN-y (Interfero- v), estres (radiacio
ultraviolada, radicals lliures) i agents quimioterapeutics és responsable de la senyalitzacio
cel 1ular que condueix a la mort cel ular. Degut a la rellevancia del TNF en aquest procés,
la relacio entre el TNF i P'activacié de PASMasa s’ha estudiat en detall. Concretament s’ha
observat com la internalitzacié del receptor 1 del TNF en el receptosoma provocaria
'activacié de PASMasa, la caspasa 8 desenvoluparia un paper fonamental en aquest procés
[146]. En aquest context, la ceramida activa mediadors de mort com Bad/Bax, Apaf-1,
Citocrom C i la via de senyalitzacié SAPK/JNK [147], [120], [148]. Concretament en fetge,
s’ha vist com la ceramida regula la mort cel lular induida per TNF a través del reclutament
del mitocondri [149], [141]. També s’ha descrit com la utilitzacié d’agents lisomorfics, que
eviten lacidificacio de les vesicules intracel lulars, prevenen la generacié de ceramida per
I’ASMasa, ja sigui per la induccié per TNF o per 'aport d’ASMasa exogena, evitant també
aixi el conseqient dany hepatocel lular [150], [151]. En funcié de Pestimul que inicii la
cascada de senyalitzacio, la mort cel lular induida per ’ASMasa pot ser depenent o
independent de les caspases. Aixi doncs, a diferencia del que succeeix amb la radiacid

ultraviolada, Fas provocaria una mort cel lular depenent de caspases [145].

Quimioterapia  TNF /Fas Hiperosmolaritat Infeccions
’ IR TRAIL CD161 ,4’/ uv . bﬂCtCl‘iﬂﬂCS/Vil"dlS
RE R Endosomes/Lisosomes
‘\\ \A < V » & llL()\()lT]L\/ 1Sosomes

Sintesi . -
Esfingomielina
de novo

PKC{ Catepsina D
KIR cAPP Nk MATIA l
Raf-1 ’/ \' l sam | BID

PP1 PP2  BIM

MaPE gy AKT
c-Jun
/ B2\,
Proliferaci6 i mitogenesi Mort cel lular

Figura 9: Accions de la ceramida com a segon missatger. En funcié de lestimul que causi

Paugment dels nivells intracel lulars de ceramida es donara una cascada de senyalitzacié que

conduira cap a la proliferaci6 o la mort cel lular. Figura modificada de [120].
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Per altra banda, ’ASMasa pot ser activada per altres senyals com PDGF, interleucina 1
[152], CD28 1 LDL oxidades resultant en la transcripcid6 de gens relacionats amb el
creixement cel lular, a través de Tactivacié de les MAPK. Aquesta via d’activacio de
I’ASMasa provocaria la regulacié positiva de processos cel lulars essencials com la
proliferacio, la diferenciacio 1 la reparacid [153]. Especificament s’ha descrit com I’addicio
d’SMasa o ceramida pot potenciar I'efecte de PDGF sobre fibroblast quiescents, induint la
seva proliferacio [154], [155]. Per altra banda, productes secundaris derivats de l'accio
I'SMasa com P'esfingosina-1P (S1P) i el seu receptor S1P,, s’han vist implicats en la resposta
de wound bhealing per dany hepatic agut, al induir laugment de la proliferacié dels
miofibroblast hepatics [156]. En un escenari similar, s’ha descrit com PDGF i1 S1P
actuarien a través de la formacié de complexos PDGF receptor-S1P receptor contribuint
aixi a la mitogenesi de cel lules de muscul llis [157]. Per dltim, cal destacar el paper que
I’ASMasa podria estar jugant en la secrecio al medi extracel lular de metal loproteases en

processos de metastasi [158], [159].
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Antecedents

S’ha vist que les catepsines estan implicades en el dany hepatic. Diferents estudis han
observat elevats nivells serics de CtsB, CtsD i1 CtsL en pacients amb cirrosi i
hepatocarcinoma [84], [101], [85]. Lee ¢t al han confirmat la CtsB com un dels sis
biomarcadors que composarien I'empremta d’expressié proteomica que distingiria
I’hepatocarcinoma cel fular del teixit sa [81]. Aquests biomarcadors van demostrar una
correlacid clinica amb lindex de Ishak [160], metode diagnostic de la fibrosi hepatica. A
nivell experimental, també existeixen evideéncies de la contribucié de les catepsines a la
fibrosi hepatica. Concretament s’ha descrit 'augment de la catepsina T i D en models de
fibrogenesi experimental induida per CCl, [161]. Canbay e 4/ també van descriure una
contribucié de la CtsB en la mort hepatocel lular en el model de fibrosi induida per
lligadura del conducte biliar [97]. A nivell de CEH, Kristensen e /. van realitzar una analisi
proteomica de CEH de rata, en la qual van confirmar la CtsD com una de les proteines que
s’induien durant l'activacio de les CEH [162]. Recentment, 'activitat nuclear de la catepsina
F també s’ha vist implicada en el procés d’activacio de les CEH [163]. Malgrat 'evidencia
que les catepsines podrien tenir un paper en el procés d’activacié de les CEH i la

fibrogenesi, no existeix cap estudi que ho analitzi en profunditat.

Objectiu del primer bloc de resultats

Tenint en compte els antecedents previs, I'objectiu del primer bloc de resultats va ser
caracteritzar la contribuci6 de la CtsB i la CtsD al procés d’activacio de les CEH 1 al model

de fibrogenesi hepatica per CCl, en ratoli.

Antecedents

Existeix una relacid entre les catepsines i 'esfingomielinasa acida (ASMasa) descrita
sobretot en el context de I'apoptosi [88], [89], [114], [107]. L’ASMasa a més, s’ha implicat
tant en processos de mort [147] com de proliferaci6 cel lular [153]. Ambdés processos son
crucials en el desenvolupament de la fibrosi hepatica. Per una banda, I'apoptosi de les CEH

activades és un procés fonamental per a la reversié de la fibrosi hepatica. Per I’altra,
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Pactivaci6 de les CEH comporta un augment de la proliferacio cel lular que és responsable
en gran mesura de la progressio de la malaltia. Concretament en el context de la fibrosi
hepatica s’ha vist com la inhibici6 de ’ASMasa en CEH de rata podia prevenir la
disminuci6 del col lagen 1A1 pel TNF-a [164]. Molt recentment, Myung e/ a/. han descrit el
procés pel qual un inhibidor de la Heat shock protein 90 (HSP 90) indueix 'apoptosi de les
CEH activades via ASMasa 1 NFxB [165]. Malgrat aquests antecedents, no s’ha caracteritzat
en detall 'aportacié que PASMasa pot estar realitzant al procés d’activacié de les CEH i la

fibrogenesi, ni la seva relacio amb les catepsines en aquest context.

Obijectiu del segon bloc de resultats

Tenint en compte els antecedents previs, 'objectiu del segon bloc de resultats va ser
caracteritzar la contribucié de ’ASMasa al procés d’activacio de les CEH 1 la seva relacio

amb les catepsines dins d’aquest context.
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3.1. Model de fibrosi hepatica per Tetraclorur de carboni

3.1.1. Metabolisme del Tetraclorur de carboni

Existeixen diferents models de fibrosi hepatica experimental. En aquesta tesi es va dur
a terme el model del Tetraclorur de carboni (CCl), un model ampliament acceptat i
estudiat. Concretament es sap que el CCl, es metabolitza al radical lliure triclorometil
(*CCly) pel sistema enzimatic del Citocrom P450, principalment per la isoforma 2E1
(Figura 10). Els radicals lliures produits es poden unir directament als lipids microsomals i
altres estructures macromoleculars contribuint aixi al trencament de les membranes i la

disrupcio6 dels processos energetics dins la cel 1ula.

Reacciona amb

macromolécules — Dany cel lular

CHCl3
CYP2E1 Anaerobic
cCly — *CCl » CCLCCCl
CO + HCOO-
Aerobic

CCls3COH —» COCl, —» CO»

Figura 10: Metabolisme del Tetraclorur de carboni.

3.1.2. Model experimental 7n vivo

Es van utilitzar ratolins mascles de la soca C57BL/6 (Charles River) d’entre 8-10

setmanes d’edat. Van ser estabulats a l’estabulari de la Facultat de Medicina de la
Universitat de Barcelona. Els animals es van mantenir a un cicle constant de 12 hores de
llum i 12 hores de foscor. L.a temperatura es va mantenir en 23 £ 2°C, amb una humitat

que oscil lava entre el 45 1 el 55%. L’aigua i el menjar se’ls hi va subministrar ad /ibitum.

Es va utilitzar oli de blat de moro (Sigma-Aldrich) com a vehicle del CCl, (Sigma-Aldrich)
que es va administrar intraperitonealment a una dosi de 0.5pL/g ratoli dos cops pet
setmana durant 4 o 6 setmanes. Tots els protocols animals utilitzats van ser aprovats pel

Comite Etic 1 de Benestar Animal de la Universitat de Barcelona.
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3.2. Aillament de cél lules estelades hepatiques [166]

Abans de comengcar tant el material quirdrgic com els tampons han d’estar en

condicions esterils per evitar contaminacions.

Tampons i reactius

72

Tampé Krebs-Henseleit (Sigma-Aldrich)

- 11.1mM D-Glucosa

- 1.2mM MgSO,

- 1.2mM KH,PO,

- 4.7mM KCl

- 118mM Na(Cl

- 24mM NaHCO; (Sigma- Aldrich)

- 16.8mM Hepes (Szgma- Aldrich)

Després de carbogenar (95 % O, 15 % CO,) durant 20 minuts s’afegeix 2.42mM CaCl,
2H,0

Tampé Hanks 10X

- 1.4M NaCl (Riedel-de Haén)

- 4mM KCl (Sigma- Aldrich)

- 8mM MgSO, -7 H,O (Fluka)

- 6.74mM Na,HPO, - 2 H,O (Fluka)
- 8.8mM KH,PO, (Fluka)

Tampé Hanks 1X

50ml. del Hanks 10X + 450mlI. H,O, als quals s’afegeix:
- 25mM NaHCO; (Sigma- Aldrich)
- 12.6mM Hepes (Sigma- Aldrich)
Es carbogena (95 % O, 15 % CO,) durant 20 minuts.

Tampo6 Hanks I

- 200mL del Hanks 1X carbogenat, als quals s’afegeix:
- 0.5% BSA Fraccio V (Sigma-Aldrich)
- 0.6mM EGTA (Sigma-Aldrich)
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Tampo6 Hanks 11
- 200mL del Hanks 1X carbogenat, als quals s’afegeix:

- 4mM CaCl, . 2 H,O (Sigma-Aldrich)
- 20U/mlL Col lagenasa (Sigma-Aldrich)

- Nycodenz 17.2% (Sigma-Aldrich) en tampd Krebs.
- PBS 1X (Szgma-Aldrich)

Animals

Es van utilitzar de 2 a 3 ratolins mascles C57BL/6 de 8-12 setmanes (Charles Riven).

Protocol

1. Digestio del fetge i extraccio de cél {ules hepatiques

1.1 Anestesiar I'animal amb Pentobarbital sodic al 5%. Dosi: 1uL./g animal.

1.2. Realitzar una laparatomia, retirar el paquet abdominal deixant a la vista la
vena porta i la vena cava.

1.3. Posar una sutura per sota de la vena porta i una altra sota de la vena cava.

1.4. Introduir el cateter en la vena cava i tancar la sutura.

1.5. Connectar el cateter a la bomba peristaltica, tallar la vena cava per sota de la
sutura i engegar la bomba a un flux de 8-10 mL/minut amb Hanks I.

1.6.  Als 5 minuts, obrir el diafragma, tallar la vena cava-arteria aorta i tancar la
sutura de la vena cava.

1.7.  Als 5 minuts canviar el tamp6 al Hanks II.

1.8.  Digerir el fetge aproximadament 5 minuts o fins que sembli pal 1id 1 inflat.

1.9. Extreure el fetge i col locar-lo en una placa de Petri de 100mm amb 20 mI de
Krebs-Henseleit. Extreure, amb I'ajuda d’unes pinces, les cel lules hepatiques.

1.10. Filtrar el contingut de la placa de Petri a través d’una gasa esteril a un
Erlenmeyer petit de 100 mL. que conté ja 20 ml. de Krebs, amb I'ajuda d’un

embut.

2. Aillament de c¢l dules estelades hepatiques

2.1. Portar el volum filtrat fins a 50 mL i traspassar-los a un falcon de 50 mL.
Centrifugar a 60g a 4 °C durant 4 minuts per separar els hepatocits (precipitat

o pellet) de les cel lules no parenquimals (sobrenedant).
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2.2. Recollir el sobrenedant i centrifugar-lo a 450g a 4°C durant 10 minuts. El
pellet conté les cel lules no parenquimals.

2.3. Ajuntar els 2 o 3 pellets de cel lules no parenquimals (2 o 3 ratolins) en una
soluci6 de Nycodenz al 17.2% en Krebs portant el volum fins a 30 mlL.
Centrifugar a 1400g a 4°C durant 20 minuts.

2.5. Recollir la banda terbola superior on es troben les cellules estelades
hepatiques. Passar-la a un falcon de 50 mL 1 pujar el volum fins a 50 mL amb
Krebs-Henseleit. Centrifugar 10 minuts a 450g a 4°C.

2.6. Resuspendre el pellet obtingut en DMEM al 10% FBS en les condicions que
es detallen en I'apartat 3.3.1.

2.7. Després de 4-6 hores, un cop les cel ules ja estan adherides, rentar-les amb

PBS 1X i canviar el medi.

La puresa del cultiu va ser determinada per I'autofluorescencia dels retinoids, obtenint

una puresa mitjana del cultiu del 90-95%.

3.3. Cultius

3.3.1. Condicions de cultiu

Les condicions de cultiu per totes les cel lules van ser 5% CO, 1 37°C en medi DMEM
(Gibeo) suplementat amb 100 U/mL de penicil lina (Gibes) 1 100 pg/mL d’estreptomicina
(Gibeo) al 10% FBS (Gibeo). En el cas de les CEH primaries el medi va ser complementat
amb 0.1% Fungizona (Gibeo).

3.3.2. Linia cel {ular
La linia cellular de cellules estelades humanes, LX2 [167], va ser cedida pel Dr.

Ramon Bataller de 'Hospital Clinic de Barcelona.

3.3.3. Tractaments cel {ulars

Els estudis cel lulars de senyalitzacio es van realitzar al 0.5% FBS. En la resta d’estudis

les c¢l Jules van estar al 10% FBS. Els productes i les dosi van ser les segiients:

- Ca074-Me (Sigma-Aldrich) 10pM
- Imipramina (Szgma-Aldrich) 25uM
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- Pepstatina A (Sigma-Aldrich) 10pg/mlL

- PDGF BB (Preprotech) 10ng/mL o 20ng/mL

- LY294002 (Inhibidor de la PI3K) (Sigma-Aldrich) 10pM
_LPS (serotip 0128:B12) (Signa-Aldrich) 1ug/mL

3.3.4. Assajos de migracio cel lular o Wound healing [168]

Fonament de la técnica

L’assaig de migracio per Wound healing es tracta d'un metode senzill per estudiar la
migracio direccional de les cel 1ules 7z vitro. Es crea una ferida en una monocapa de cel lules
1 es capturen imatges des del principi de la ferida a intervals regulars, fins que la ferida es

tanca. Comparant les imatges es pot quantificar la taxa de migracio de les cel lules.

Protocol

1. Cultivar les cel lules estelades hepatiques de ratoli durant 5 dies i transfectar-les
amb ARNi com es detalla en I'apartat 3.17. de Material i metodes.

2. Després de 24 hores de transfeccio realitzar una ferida en la monocapa de cel 1ules
amb la punta d’una pipeta de 100 uL. per generar una zona lineal de 2 mm lliure de
cel Jules.

3. Rentar les cel lules amb PBS i afegir medi DMEM al 10% FBS.

4. Visualitzar la migracio a les 24 1 48 hores amb un microscopi de contrast de fase

Obhympus TO41.

3.4. Determinacio de transaminases en seérum

L’alanina i Paspartat aminotransferases (ALT 1 AST respectivament) s6n marcadors
serologics indirectes de lestat del fetge. Un augment d’aquests marcadors en sang és
indicatiu d’un dany hepatic.

Els serums obtinguts dels ratolins tractats han estat processats en un analitzador bioquimic

del Centre de Diagnostic Medic (Hospital Clinic, Barcelona).
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3.5. Obtencio de lisats totals

Tampons i reactius

Homobuffer (HB) pH 7.4

- 220mM Manitol  (Sigma-Aldrich)

- 70mM Sacarosa (Sigma-Aldrich)

- 0.1mM EDTA (Sigma-Aldrich)

- 3 mM Tris-HCl (Fluka)

- 0.1% BSA (lliure d’acids grassos) (Sigma-Aldrich)

S’afegeix 1 pastilla d’antiproteases (Complete (Roche)) a 30 mL de HB.

RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay) Buffer pH 7.4
- 50mM Tris-HCl (Fluka)

- 1% Igepal (Sigma-Aldrich)

- 0.25% Na-deoxicolat (Sigma-Aldrich)

- 150mM NaCl (Riedel-de Haén)

- ImM EDTA (Sigma-Aldrich)

- ImM Na,VO, (Szgma-Aldrich) a partir d’una solucié de 200mM préviament activat.

S’afegeix mitja pastilla d’antiproteases (Complete (Rocbe)) a 5 mL de RIPA.

3.5.1. Protocol per ’obtencié d’un lisat total de fetge

1.

AR

Homogeneitzar entre 150-200 mg fetge amb 1.5-2.0 ml. d’HB-antiproteases
manualment 4 vegades i es traspassa a un eppendorf.

Fer una relacié 1:1 (v:v) d’homogenat amb RIPA-antiproteases 1 vortejar.

Deixar 15 minuts amb gel 1 anar vortejant durant aquest temps.

Centrifugar a 13000 rpm 15 minuts a 4°C.

Recollir el sobrenedant i guardar aliquotes per quantificar proteines pel metode

Bradford. Congelar la resta d’aliquotes a —20°C.

3.5.2. Protocol per 'obtencié d’un lisat total de CEH
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1.
2.
3.

Treure el medi de les plaques de cultiu.
Rentar dos cops amb PBS 1X i aspirar bé el PBS 1X.
Afegir entre 100-150 ul. de RIPA-antiproteases per pou de placa de 6 i fer saltar les

cel ules amb un rascador de placa o scrapper.
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Recollir Pextracte 1 traspassar-lo a un eppendorf.
Deixar 15 minuts amb gel i anar vortejant durant aquest temps.

Centrifugar a 13000 rpm 15 minuts a 4°C.

N o s

Recollir el sobrenedant i guardar aliquotes per quantificar proteines pel metode

Bradford. Congelar la resta d’aliquotes a —20°C.

3.6. Quantificacié de proteines [169]

Fonament de la técnica

L’assaig es basa en l'observacié de labsorbancia d’una solucié acida de Comassie
Brilliant Blue G-250 que canvia de 465nm a 595nm quan es déna la uni6 de proteines. Tant
les interaccions hidrofobiques com anioniques estabilitzen la forma anionica del tint 1

causen un canvi visible de color.

Protocol
Es determina I'absorbancia de les proteines a 595nm en microcubeta i es calcula la
concentracio respecte a un estandard de concentracié coneguda. I.’estandard es va preparar

de 02 0.5 pg/pL amb albumina bovina serica i el reactiu Bradford es va obtenir de Bio-Rad.

3.7. Determinacié6 de proteines per Western blot

3.7.1. Electroforesi en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) [170]

Fonament de la técnica

Es tracta d’una electroforesi desnaturalitzant, en la que les mostres es desnaturalitzen
per calor en presencia d’agents desnaturalitzants com el 3-mercaptoetanol, agent reductor
que trenca els ponts disulfur i el Sodi Dodecil Sulfat (SDS), detergent anionic que envolta
les proteines de carregues negatives. I.a separacid dels complexos SDS-proteina és
proporcional a la seva massa, ja que totes les proteines tenen la mateixa carrega per unitat
de proteina. Aixi doncs, les proteines es separen com cadenes polipeptidiques aillades i,
dins d’un camp electric, migren cap al pol positiu (anode) a través d’una matriu porosa,
constituida basicament per polimers d’acrilamida. Per tant, es pot determinar el pes
molecular aparent de qualsevol proteina per comparaci6 amb un patré de proteines de
pesos moleculars coneguts. Les mobilitats de les proteines en els gels de SDS-PAGE son

funcions lineals del logaritme del seu pes molecular.
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Tampons i reactius

- Solucions 1 - Solucions 2
0.75M Tris-HCI pH 8.8 (Fluka)

0.2% SDS (Sigma-Aldrich)

30% acrilamida/bis-acrilamida

(Sigma-Aldrich)

- Solucions 3
0.25M Tris-HCl pH 6.8 (Fluka)
0.2% SDS (Sigma-Aldrich)

- Tampo6 d’electroforesi
25mM Tris (Fluka)

192mM Glicina (S7gma-Aldrich)
0.1% SDS (Sigma-Aldrich)

- Tampo de carrega 2X (Sigma-Aldrich)

0.125M Tris-HCl pH 6.8

4% SDS

20% Glicerol

10% 2-mercaptoetanol.

0.004% Blau de bromofenol.

- Persulfat d’amoni (APS) 13% (Sigma-Aldrich)
- TEMED (Fluka)

- Marcador de pes molecular Novex (Invitrogen)

Protocol
1. Muntatge del gel separador o resolutiu: Barrejar les solucions seguint les indicacions

de la segiient taula, per un gel de 1.5mm:

%o Volumde | Volumde | Volumde | Volumde | Volum de

Actrilamida | Solucio 1 Solucio 2 H,O APS 13% TEMED
8% 5 mL 2.8 mL. 2.2 ml. 50 pL. 14 L
10% 5 mL 3.4 mlL 1.6 mLL 50 pL. 14 L
12% 5 mlL 4.08 mL 1 mL 50 pLL 14 L.

La quantitat d’acrilamida triada va variar en funci6 de la mida de la proteina a analisi.

2. Muntatge del gel concentrador o stacking al 10% de poliacrilamida: per un gel de 1.5

mm barrejar 2.25 mL de soluci6 3; 0.54 mL de soluci6 2; 1.8 mL d’aigua destil 1ada;
11.25 pl. de TEMED; 45 uL. I’APS.
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3. Diluir els extractes proteics amb tampo de carrega 2X 1 bullir-los a 100°C durant 5

minuts.

Carregar de 20 a 30 pL per pou, que suposen de 20 a 40 pg de proteina de lisat de
teixit o de cel lules, 1 connectar la font a 80 mV. Un cop les mostres han travessat el
gel concentrador, pujar el voltatge fins a 120 mV 1 posar a la cubeta d’electroforesi

en gel.

3.7.2. Western-blot [171]

Fonament de la técnica

Aquesta tecnica consisteix en una detecci6 indirecta de proteines utilitzant anticossos

contra les proteines sobre una membrana de nitrocel lulosa, obtinguda per transferencia

d’un gel de poliacrilamida. El complex antigen-anticos format pot ser detectat gracies a un

segon anticos portador de 'enzim peroxidasa que reacciona amb el seu substrat produint

una reaccio quimioluminiscent.

Tampons i reactius

- Tampo de transfereéncia - Tamp6 TBS-T

25mM Tris-HCl pH 8.3 (Fluka) 20mM Tris-HCI pH 7.4
192mM Glicina (Sigma-Aldrich) 500mM NaCl (Riedel-de Haén)
20% Metanol (Panreac) 1% Tween 20 (Bio-Rad)

- Soluci6 de bloqueig - Solucié de ECL

8% de llet desnatada o 5% BSA lliure de acids Reactiu de ECL (Pierce)

grassos (FFA) (Sigma-Aldrich) amb TBS-T

Protocol

1. Transferir les proteines a una membrana de nitrocel 1ulosa a 290mA a 4°C durant 1
hora.

2. Bloquejar la membrana durant 1 hora amb la solucio de bloqueig.

3. Treure el bloqueig i incubar la membrana amb l'anticos primari a temperatura
ambient durant 2 hores o 12 hores a 4°C.

4. Realitzar 4 rentats de 15 minuts amb TBS-T i incubar la membrana amb 'anticos

secundari durant 1 hora.
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5. Realitzar 4 rentats de 15 minuts amb TBS-T. En el cas que 'anticos secundari sigui
de cabra fer 8 rentats.

6. Revelar amb quimioluminiscencia, incubar la membrana amb el reactiu ECL durant
1 minut i posar en contacte amb un film d’autoradiografia CI.-XPosure™ Film

(Thermo Scientific) el temps necessari. Un cop exposat el film, revelar amb una

reveladorar CURIX 60 (AGF.A).

Relacié d’anticossos primaris utilitzats:

Antigen Dilucio Hoste Casa comercial
Catepsina B 1:2000 al 8% llet amb TBS-T Conill Update
Catepsina D 1:250 al 8% llet amb TBS-T Cabra | St. Cruz Biotechnology

x-SMA 1:1000 al 8% llet amb TBS-T Ratoli Sigma-Aldrich

@ actina 1:1000 al 8% llet amb TBS-T Ratoli Sigma-Aldrich

p-AKT 1:250 al 5% BSA FFA amb TBS-T | Conill | St. Cruz Biotechnology

AKT 1:250 al 5% BSA FFA amb TBS-T | Cabra | St. Cruz Biotechnology
PDGEFR § | 1:5000 al 5% BSA FFA amb TBS-T | Conill Abcam

La diluci6 de Panticos secundari sempre és 1:5000, excepte en el secundari de cabra que és

1:80000.

3.7.3. Eliminacio d’anticossos de la membrana (Stri)

Tampons i reactius

- Soluci6 de Stripping

™

Solucio de S#ipping (Restore ™ Western Blot Stripping Buffer, Thermo Scientific).

Protocol

1. Incubar la membrana amb solucié de S#ipping durant 10 minuts a temperatura
ambient i agitacio vigorosa.

2. Realitzar dos rentats de 15 minuts amb TBS-T.

3. Continuar el protocol de I'apartat 3.7.2. a partir del punt 3.

3.8. Determinacio de Pactivitat CtsB i CtsD [172]

Fonament de la técnica

Tant lactivitat de la catepsina B com de la catepsina D es van mesurar

fluorimetricament mitjangant substrats especifics per a cada enzim. L’hidrolisi d’aquests
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substrats per les catepsines produeix fluorescencia a una longitud d’ona () determinada
que va ser mesurada fluorimetricament. Les condicions de I'assaig van ser les mateixes

exceptuant els substrats respectius i les A d’excitacio i d’emissio.

Tampons i reactius

- 20mM Hepes pH:7.4 (Sigma-Aldrich)
- 0.1% CHAPS (Sigma-Aldrich)

- 2mM EDTA (Sigma-Aldrich)

- 5% Sucrosa (Sigma-Aldrich)

En fresc s’afegeix:
- 2mM L-cisteina ($S7gma-Aldrich) (només en el cas de la catepsina B)

- 5mM DTT (Fluka)

Substrats
Catepsina B: Z-Arg-Arg-7-amido-4-metilcoumarina hidroclorada (Sigma-Aldrich).

Concentraci6 d’assaig 60uM.

Catepsina D: N-Acetyl-Arg-Gly-Phe-Phe-Pro-7-amido-4-trifluorometilcoumarina
(Sigma-Aldrich). Concentracio d’assaig 60uM.

Protocol

1. Escalfar a 37°C en un bany el tampo d’assaig amb el substrat a concentracié 60puM.
2. Posar 20 pg de proteina per pou en una placa de 96 pous.

3. Pujar el volum fins a 150 ul amb el tampo d’assaig temperat.

4. Llegir a intervals de 45 segons durant 40 minuts a 37°C en un Fluorimetre

(SpectraMAX GeminiXS, Molecular Devices).

Catepsina B | Catepsina D

A excitacio 355 nm 400 nm

A emissio 460 nm 505 nm

5. DLactivitat es va expressar com a unitats de fluorescencia relatives per mg de

proteina.
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3.9. Zimografia acida de gelatina [173]

Fonament de la técnica

Es tracta d’una electroforesi en condicions no desnaturalitzants on s’afegeix gelatina al
gel d’electroforesi. S’utilitza el Liti Dodecil Sulfat (LDS), detergent anionic que envolta les
proteines de carregues negatives. Les proteines es separen com en una electroforesi SDS-
PAGE pero mantenint la seva conformacio. En rentar el gel amb Trité X-100, el LDS
s’elimina 1 les proteines tornen a ser actives sota certes condicions, es a dir, tenen capacitat
per degradar el contingut de gelatina del gel. La tinci6 amb Comassie i el revelat amb les

solucions de destincié mostra I’activitat gelatinasa de la proteina d’interes.

Tampons i reactius

Preparacié dels gels

Gel separador Gel concentrador
(volum final 10 mL) (volum final 5 mL)
10% acrilamida 5.85% acrilamida
0.3M BisTris 0.3M BisTris
0.3M Acetat sodic Trihidrat | 0.3M Acetat sodic Trihidrat
5% glicerol H,O
gelatina 1mg/mL (0.1%)
APS 13% APS 13%
TEMED TEMED

Tampé de carrega

- 25mM BisTris (Sigma-Aldrich)

- 25mM Acetat sodic Trihidrat (Szgma-Aldrich)
- 2% LS (Sigma-Aldrich)

- 15% Glicerol (S7gma-Aldrich)

- 0.05% Bromofenol blue (Szgma-Aldrich)

Tampons d’electroforesi

Tamp6 del anode
- 0.1M BisTris (Sigma-Aldrich)
- 0.1M Mes (Sigma-Aldrich)
Tamp6 del catode pH 5.8
- 0.14M Mes (Sigma-Aldrich)
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- 56mM BisTris (Sigma-Aldrich)
- 0.1% LDS (Sigma-Aldrich)

Tampé de rentat
- 2.5% Trit6 X-100 (Sigma-Aldrich)

Tampo6 d’incubacié per a proteases acides pH 5.5
- 50mM de Acetat sodic Trihidrat (Szgma-Aldrich)

- 100mM de Clorur sodic (Rredel-de Haén)

- 5mM EDTA (Sigma-Aldrich)

- 10mM L-cisteina (Sigma-Aldrich) ategir en fresc

Tampé de tincid

- 0.25% Comassie Blau Brillant R-250 (F/uka)
-10% Acid acetic (Panreac)

- 45% Metanol (Panreac)

Tampons de destincid

Tamp6 de destincié suau
-10% Acid acetic (Panreac)
- 10% Metanol (Panreac)

Tamp6 de destincid fort
- 7% Acid acetic (Panreas)

- 40% Metanol (Panreac)

Protocol

1. Polimeritzar un gel de 1.5mm seguint el primer apartat dels Tampons 1 reactius.

2. Barrejar la quantitat de proteina desitjada de cada mostra (a partir de 3 pg de

proteina de lisats cel lulars) amb el tampo de carrega (volum maxim a carregar 30

pL).

3. Incubar la mostra 10 minuts a temperatura ambient.

4. Carregar els tampons d’electroforesi a seu lloc de la cubeta.
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5. Carregar les mostres 1 posar la font a 80V a 4°C fins que les mostres passin el gel
concentrador.

Un cop les mostres entren en el gel separador es pot pujar el voltatge a 100V.
Treure el gel amb 'ajut d’un paper Whatman 1 1a soluci6 de rentat.

Fer dos rentats amb Trit6 X-100 2.5% durant 15 minuts en agitacio.

e e

Equilibrar el gel amb soluci6 d’incubaci6 durant 30 minuts en agitacio.

10. Canviar la soluci6 d’ incubacio, tapar i deixar tota la nit a 37°C dins Pestufa.

11. L’endema, treure el tampo d’incubacié i posar en agitacioé a tenyir durant 1 hora
amb solucio de tincio.

12. Canviar al tamp6 de destincio fort durant 20 minuts.

13. Canviar a la solucié de destincié suau i anar fent rentats fins a obtenir el contrast

desitjat.

3.10. Determinaci6 de P’activitat Esfingomielinasa

Fonament de la técnica

L’activitat esfingomielinasa es va determinar utilitzant el substrat fluorescent
esfingomielina  N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino (SM-NBD). Ia reaccio

produida per Pactivitat esfingomielinasa és la segiient:

NBD-esfingomielina + ATP — Fosfocolina + NBD-ceramida
Els esfingolipids de la reaccio, NBD-esfingomielina i NBD-ceramida, s’extreuen amb
cloroform-metanol i es separen mitjangant cromatografia de capa fina (TLC). La TLC es va

visualitzar amb llum ultraviolada.

3.10.1. Activitat Esfingomielinasa acida (ASMasa) en CEH o teixit hepatic

Tampons i reactius
- Metanol (Sigma-Aldrich)
- Cloroform (Sigma-Aldrich)

Tampo d’assaig ASMasa

- 250mM Acetat sodic pH 5.0 (S7gma-Aldrich)
- 0.1% Tritd X-100 (Sigma-Aldrich)

- 10pM SM-NBD (Molecular Probes)
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Tamp6 de la fase mobil o eluent

- Cloroform, Metanol i Hidroxid d’amoni 20% (70:30:5, v:v:v)

Protocol

1.

2
3
4
5.
6
7
8

10.

11.

Portar entre 20-40 pg de proteina fins a 250 pl. amb tamp6 d’assaig ASMasa.
Incubar 2 hores a 37°C 1 900 rpm en un Termomixer (Eppendorf).

Aturar la reaccio afegint 250 pl. de Metanol 1 500 uL. de Cloroform.

Realitzar un vortex a totes les mostres.

Centrifugar les mostres a 5000 rpm durant 5 minuts.

Extreure 400 puL de la fase organica.

Assecar la fase organica en un Speed-vac (Savant, Pacisa).

Resuspendre el pellet en 50 pl. de Cloroform:Metanol (1:1, v:v) i realitzar un
vortex.

Carregar 40 ul. per mostra en una placa de TLC (Whatman).

Correr la placa dins d’'una cambra de TLC previament equilibrada amb la fase
mobil.

Visualitzar i quantificar les bandes de NBD-ceramida amb un Versadoc (BioRad)

amb llum ultraviolada.

3.10.2. Activitat Esfingomielinasa neutra (NSMasa) en CEH o teixit hepatic

Tampons i reactius

L anic tampo que canvia respecte I'assaig de ’ASMasa és el segtlient:

Tampo d’assaig NSMasa

- 20mM Hepes pH 7.4 (Sigma-Aldrich)
- 0.1% Tritd X-100 (Sigma-Aldrich)

- ImM MgCl, (Sigma-Aldrich)

- 10uM SM-NBD (Molecular Probes)

El protocol per 'NSMasa és exactament el mateix que per ’ASMasa exceptuant el

tampo d’assaig i la quantitat de proteina necessaria, que en el cas de 'NSMasa ha de ser

d’un minim de 75 pg.
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3.11. Quantificacié de la Hidroxiprolina [174]

Fonament de la técnica

La Hidroxiprolina és un dels aminoacids més caracteristics del col lagen juntament amb
la Hidroxilisina. Aixi doncs, al quantificar la Hidroxiprolina en teixit es quantifica
indirectament el contingut de col lagen d’aquest. La deteccié de la Hidroxiprolina es va
realitzar per una tecnica que quantifica els nivells de 4-Hidroxiprolina en hidrolisats de
teixit. Gracies a una hidrolisi acida s’aconsegueix alliberar la Hidroxiprolina dels teixits
homogenats. La Hidroxiprolina lliure és oxidada per la T-Cloramida produint un compost
del tipus pirrole. Finalment, I'addici6 de l'agent Ehrlich resulta en la formacié d’un
cromofor amb una longitud d’ona maxima de 558nm que és quantificable per

espectrofotometria.

Tampons i reactius

- Hidroxiprolina (Sigma-Aldrich)
- 6N HCl (Sigma-Aldrich)

- 2N NaOH  (Sigma-Aldrich)

- Tamp6 acetat-citrat pH 6.5 (Volum final: 100 ml.)
- 0.88M Acetat sodic trihidratat (Szgma-Aldrich)

- 0.23M Acid citric anhidre (Fluka)
- 0.85M NaOH (Sigma-Aldrich)
-1.2 mL Acid acétic glacial (Panreac)

- Soluci6 de T-Cloramida 56mM (Volum final: 50 ml.)
- 0.64 g T-Cloramida (Sigma-Aldrich)
- 10 mL 50% 2-Propanol (Sigma-Aldrich)

- 40 mL tamp0¢ acetat-citrat pH 6.5

- Solucié Ehrlich 1M (Volum final: 30 ml)
- 20 mL de 2-Propanol (Sigma-Aldrich)

-10 mL de 70% Acid Perclotic (Merck)
- 4.5 g de 4-Dimetilaminobenzaldehid ($S7gma-Aldrich)
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Protocol

a)_Tractament de les mostres

1.

S L

Pesar el fetge (20-50 mg) i afegim HCI 6N en la proporcié (500 pLL de HCI 6N per
50 mg de fetge).

Homogeneitzar el fetge amb el HCI 6N en eppendorfs amb embols (Szigma-Aldrich)
a temperatura ambient.

Recollir ’homogenat i passar a criotubs.

Incubar a 100°C a I'estufa tota la nit.

I’endema treure els criotubs de 'estufa i esperar que es refredin.

Passar el contingut dels criotubs a eppendorfs i centrifugar-los 10 minuts a 13000
rpm a 4°C.

Agafar 50 pl. de sobrenedant (intentant no agafar la fase de sobre més fosca) i

passar-los a un eppendorf.

b)_Determinaci6 de la Hidroxiprolina (HP) en teixit hepatic

8.

10.

11.

12.

Els estandards d’hidroxiprolina (0-10 pg) sén preparats a partir d’'un stock de
hidroxiprolina 1 mg/ml.. Els estandards es realitzen amb NaOH 2N en un volum

total de 50 pL.

Estandards Opg | 2.5png | 5pg | 7.5 ng | 10 png

De I'stock de 1 mg/mL HP| OpL | 2.5pL | 5pL | 7.5 ulL |10 pLL
De NaOH 2N 50 uLL | 47.5 nlL | 45 pl. | 42.5 pl. | 40 pLL
Volum final 50 pl.| 50 pl. |50 pLL| 50 pL. | 50 pLL

Incubar els estandards en criotubs 20 minuts a ’estufa a 120°C.

Afegir 450 ul. de la soluci6 T-Cloramida tant als estandards com a les mostres i
barrejar amb un vortex suau. Incubar 25 minuts a temperatura ambient.

Afegir 500 pl. de soluci6é Ehrlich i barrejar amb un vortex suau. Incubar 20 minuts
a 65°C en un bany.

Deixar refredar els eppendorfs i llegir 'absorbancia en un espectrofotometre a 550

nm (DU 640 Spectrophotometer, Beckman).

87



-0O Material i metodes

3.12. Aillament de microsomes i determinacio de ’activitat enzimatica

del Gitocrom P450 (CYP2E1)

El Citocrom P450 (CYP) és una familia d’oxidases de funcié mixta, que metabolitzen
xenobiotics, compostos endogens, acids grassos, etc. EI CYP es troba principalment en
fetge. Com ja s’ha comentat al capitol 3.1.1. de Material 1 metodes, la isoforma 2E1 de la
familia CYP és lencarregada de metabolitzar el CCl,. El CYP2E1 es localitza als

microsomes que son formacions vesiculars submicroscopiques del reticle endoplasmatic.

3.12.1. Afllament de mictosomes

Tampons i reactius
- Soluci6 de fosfats 1M pH 7.4
Soluci6 K,HPO, 1M (Fluka) 8.7 gen 50 mIL H,O
Solucié KH,PO, 1M (Fluka) 6.8 g en 50 mLL. H,O

Per fer la soluci6 de fosfats 1M pH 7.4 es van barrejar les dos solucions de fosfats

fins arribar al pH desitjat.

- Soluci6 de fosfats 0.1M pH 7.4 1 mL de stock 1M en 9 mL. H,O

Protocol

1. Fer un homogenat de fetge seguint I’apartat 3.5.1. de Material i metodes.

2. Passar ’'homogenat a tubs de la ultracentrifuga pel rotor 70.1 Ti (I-60 Ultracentrifugue,
Beckman)

Centrifugar 10.000 g 15 minuts a 4°C.

Recollir el sobrenedant i repetir el pas 3.

Recollir el sobrenedant i centrifugar 100.000 g 60 minuts a 4°C.

Resuspendre el pellet (microsomes) en 200 uL. de solucio de fosfats 0.1M.

A A

Llegir la proteina dels microsomes.

3.12.2. Determinaci6 de P’activitat enzimatica del Citocrom P450 2E1, assaig del p-

nitrofenol [175]

Fonament de la técnica

L’activitat del CYP2E1 es va analitzar quantificant la hidroxilacié del p-nitrofenol

(PNPH) a 4-nitrocatecol mitjan¢ant espectrofotometria.
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Tampons i reactius

- Soluci6 de fosfats pH 7.4 (veure apartat 3.12.1.)

- Soluci6 de fosfats 0.1M pH 7.4 (veure apartat 3.12.1.)
- IM p-nitrofenol  (Sigma-Aldrich)

- 10mM NADPH (Sigma-Aldrich)

- TCA 30% (Sigma-Aldrich)

- 10M NaOH  (Sigma-Aldrich)

Protocol

1.

e

Posar 300 pg de proteina microsomal en un eppendorf i pujar el volum amb solucié
de fosfats 0.1M pH 7.4 fins a 76 pL. El blanc seran 76 puL. de H,O.

Afegir per a cada mostra:

a) Fosfat potassic 1M, pH 7.4 10 uL
b) 10mM p-nitrofenol 4 uLL
¢) 10mM NADPH 10 pLL

El volum final de I’assaig ha de sumar 100 pL.
Fer un forat a la tapa dels eppendorfs amb una agulla calenta per permetre
I'intercanvi d’oxigen.
Incubar a un Termomixer (Eppenforf) durant 1 hora a 900 rpm i 37°C.
Aturar la reacci6 afegint 20 ul. de TCA 30%.
Vortejar i centrifugar a 13000 rpm durant 5 minuts.
Recollir el sobrenedant i passar-lo a un eppendorf.
Neutralitzar afegint 10 pl. de NaOH 10M i vortejar rapidament.
Llegir a 'absorbancia a 510 nm en un espectrofotometre (DU 640 Spectrophotometer,
Beckman).

3.13. Tincions histoldogiques

Preparacio dels teixits

1.
2.
3.

Fixar els teixits hepatics amb Formalina neutra al 10% (S7gma-Aldrich) durant 48h.
Posteriorment incloure’ls en parafina en un inclusor tipus Citadel/ 1000, Shandon.
Realitzar els blocs de parafina.

Fer talls a 7 um amb un microtom Leica RM2755 i dipositar-los en portes tractats

previament amb Histogrip (Zymed).
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3.13.1. Hematoxilina & Eosina

Fonament de la técnica

La tincid hematoxilina i1 eosina és una tincio doble basada en I’afinitat de les estructures

per un o altre colorant. I’hematoxilina, colorant basic tenyeix de color blavos les

estructures predominantment acides com ara el nucli cel lular. En canvi, 'eosina és una

tetrabromofluoresceina de caracter acid 1 basofila que tenyeix el citoplasma de la cel lula

d’un color rosat.

90

Tampons i reactius

- Xilol (Sigma-Aldrich)

- EtOH absolut (Panreac)

- EtOH/HCI al 96% (480 mI. EtOH absolut + 20 mL. HCI (Szgma-Aldrich))

- Aigua amoniacal (200 mL. d’aigua destil lada amb 2-3 gotes d’amoniac al 25% (Merck))
- Hematoxilina (Sigma-Aldrich)

- Eosina alcoholica (S7gma-Aldrich)

- DPX (Fluka)

- Banc d’alcohols: EtOH absolut, EtOH 70%, EtOH 30%

Protocol

1. Desparafinar amb Xilol 1 hidratar amb banc d’alcohols fins a H,O corrent.

2. Tenyir amb Hematoxilina 4 minuts.

3. Treure I'excés d’Hematoxilina rentant amb H,O corrent abundant.

4. Posar les mostres amb EtOH/HCl 96% fins que aparegui una coloraci6
vermellosa.

Traspassar les mostres a aigua amoniacal fins que torni a aparcixer el color blau.
Rentar amb aigua corrent durant 2 minuts.

Rentar amb aigua destil lada durant 2 minuts.

Tenyir durant 1.5 minuts amb Eosina alcoholica.

Deshidratar amb un banc d’alcohols des de EtOH 70% fins a Xilol.

10. Muntar amb DPX.

Y x® HNoew

11. Observar les mostres amb llum transmesa en un microscopi Ohympus BX41.
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3.13.2. Sirius Red

Fonament de la técnica

Es una de les tincions més utilitzades per detectar col lagen. El Sirius red tenyeix les
fibres de col lagen de color vermell mentre el Picric (mordent) deixa una coloraci6 groga en

el parenquima hepatic.

Tampons i reactius
- Xilol (S7gma-Aldrich)
- EtOH absolut (Panreac)

- Aigua acidificada: 0.005% acid acctic glacial (Panreac)

- DPX (Fluka)

- Banc d’alcohols: EtOH absolut, EtOH 70%, EtOH 30%
- Soluci6 Sirius-Picric 0.1%:

0.1% Direct red 80 (F/uka) en acid Picric saturat (Fluka)

Protocol

Desparafinar amb Xilol 1 hidratar amb banc d’alcohols fins a H,O destil 1ada.
Tenyir amb soluci6 de Sirius-Picric al 0.1% durant 1 hora.

Rentar 2 cops amb solucié d’aigua acidificada.

Deshidratar rapidament amb un banc d’alcohols des de EtOH 70% fins a Xilol.
Muntar amb DPX.

A A o e

Observar les mostres amb llum transmesa en un microscopi Ohympus BX41.

3.14. Immunohistoquimica

Fonament de la técnica

La immunohistoquimica és un metode pel qual es poden localitzar proteines en
cel 1ules de talls histologics per a la seva observacio. La tincié immunohistoquimica es
realitza mitjangant anticossos altament especifics que reconeixen la proteina diana. La

interaccid anticos-antigen es pot visualitzar per diferents vies:

- Cromogenica: [’anticos es troba conjugat amb un enzim que al tallar el

substrat produeix un precipitat colorejat.

- Fluorescent: I’anticos es troba conjugat amb un fluorofor que es visualitza

utilitzant microscopia de fluorescencia.
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Preparacio dels teixits

Els teixits es van preparar d’igual forma que per a les tincions histologiques, pero

els talls es van realitzar a 5 um.

3.14.1. Immunohistoquimica cromogénica revelada amb DAB

Fonament de la técnica

Es tracta d’'una immunohistoquimica enzimatica cromogenica basada en la reacci6 del
complex Avidina-Biotina. I.’Avidina té una gran afinitat per la Biotina i forma complexos
on cada Avidina té 4 llocs d’unié per Biotina. Durant la immunohistoquimica I'anticos
primari s’'uneix a la proteina d’interes a detectar. Posteriorment, l'anticos secundari
biotinilat s’uneix a l'anticos primari. Al afegir les molecules d’Avidina conjugades amb
Ienzim HRP (Peroxidasa), aquestes s’uniran amb elevada afinitat amb la Biotina
amplificant la senyal. Per ultim, al afegir el substrat de la peroxidasa, el DAB (3,3
Diaminobenzidina), aquest sera tallat per I'enzim HRP donant lloc a una coloracié marrd

permanent.

Tampons i reactius

- Xilol (Szgma-Aldrich)

- Banc d’alcohols: EtOH absolut, EtOH 70%, EtOH 30%
- Citrat sodic dihidratat 10mM (S7gma-Aldrich)

- Tris-HCI 50mM (Fluka)

- Metanol al 3% H,O, (Sigma-Aldrich)

- PBS (Sigma-Aldrich)

- Datko Biotin Blocking System (Dako)

- Serum antigoat (Zymed)

- AB Complex/HRP (Dako)

- Tampo peroxidasa (Dako)

- Hematoxilina Chemohematox (Dako)

- Dako Antibody Dilnent Background Reducing Components (Darko)
- Aquatex (Merck)

Protocol

1. Posar els talls histologics 10 minuts a 'estufa a 120°C fins que la parafina es desfaci.
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2. Desparafinar amb Xilol 10 minuts.

3. Hidratar amb banc d’alcohols des de EtOH absolut fins a H,O destil 1ada.

4. Exposar els epitops del teixit o desemmascarar posant les mostres 10 minuts al
Pestufa a 120°C en tampo citrat sodic dihidratat 10mM.

5. Deixar refredar.

6. Bloquejar la peroxidasa endogena del teixit amb Metanol al 3% d’H,O, durant 20
minuts.

7. A partir d’aqui i fins al punt 13 després de cada pas es van realitzar 3 rentats amb
PBS 1X.

8. Bloquejar I’Avidina-Biotina endogena amb Dako Biotin Blocking System seguint les
instruccions del fabricant.

9. Bloquejar anticos secundari amb serum antigoat.

10. Incubar Panticos primari tota la nit a 4°C en una cambra humida. Diluir 'anticos
primari si és necessari amb Dako Antibody Diluent Backgronnd Reducing Components.

11. Afegir I'anticos secundari biotinilat de 30 a 45 minuts en una cambra humida a
temperatura ambient. Diluir 'anticos secundari si es necessari amb Dako Antibody
Dilnent Background Reducing Components.

12. Afegir AB Complex/HRP, tal i com indica la casa comercial. Preparar en la foscor i
barrejar bé. Deixar 30 minuts a temperatura ambient a la cambra humida.

13. Revelar amb el DAB diluit 1/10 amb el tamp6 peroxidasa.

14. Quan puja la coloracié rentar rapidament amb aigua corrent i contratenyir amb
Hematoxilina.

15. Muntar amb Aquatex.

16. Les immunohistoquimiques van ser observades amb llum transmesa en un

microscopi Ohmpnus BX41.

Relacio d’anticossos i dilucions utilitzades:

Anticossos
primaris

MPO 1:1 Conill Abcam

x-SMA 1:100 | Conill Abcam

Dilucio | Hoste | Casa comercial

Anticos ) Dilucié | Casa comercial
Secundari
Conill biotinilat | 1:200 Abcam
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3.14.2. Immunohistoquimica de fluorescéncia

Tampons (mirar apartat 3.14.1.)

Protocol

1. Seguir el protocol 3.14.1. fins al pas 5.

2. A partir d’aqui 1 fins al punt 6 després de cada pas es van realitzar 3 rentats amb
PBS 1X.

3. Bloquejar I'anticos secundari amb serum antigoat.

4. Afegir Panticos primari durant tota la nit a 4°C en una cambra humida. Diluir
Panticos primari si és necessari amb Dako Antibody Diluent Background Reducing
Components.

5. Incubar anticos secundari 1 hora a temperatura ambient en una cambra humida 1
fosca. Diluir anticos secundari si és necessari amb Dako Antibody Dilnent Background
Reducing Components.

6. Muntar amb Fluorescent Mounting Medinm (Dako).

7. Deixar 2 hores assecant-se a temperatura ambient en la foscor.

8. Conservar les immunohistoquimiques per a la seva correcta conservacié a 4°C a les
fosques.

9. Les immunohistoquimiques van ser observades amb fluorescencia en un

microscopi Olympus BX41.

Anticossos primaris, dilucions per fluorescencia:

Ant}coss‘os Diluci6 | Hoste Casa comercial
primaris
«-SMA 1:100 | Conill Abcam
CtsB 1:50 | Conill Upstate
CtsD 1:50 | Cabra | St. Cruz Biotechnology
GFAP 1:50 | Rata Abcam

Anticossos secundaris, dilucions per fluorescencia:
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Anticossos

secundaris

Alexa Fluor 594 (vermell) | 1:500 | Cabra | Molecular Probes

Alexa Fluor 594 (vermell) | 1:100 | Conill | Molecular Probes
IeG-FITC (verd) 1:800 | Rata Abcam

Alexa Fluor 488 (verd) | 1:100 | Conill | Molecular Probes

Dilucié | Hoste | Casa comercial




-0O Material i metodes

3.15. Immunocitoquimica

Fonament de la técnica

La immunocitoquimica és un metode pel qual es poden localitzar proteines en c¢l 1ules

cultivades. El marcatge en la immunocitoquimica es realitza mitjancant anticossos altament

especifics que reconeixen la proteina diana. Per a aquest proposit, es fixen i permeabilitzen

les cel lules per garantir una correcta penetrabilitat de Panticos dins la cel lula. La interaccio

anticos-antigen es visualitza per fluorescencia.

Tampons i reactius
- Formalina neutra 10% (Ségma-Aldrich)
- PBS (Sigma-Aldrich)

- Saponina (Sigma-Aldrich)
- BSA lliure d’acids grassos (Sigma-Aldrich)
- Fluorescent Mounting Medinm (Datko)

Protocol

1.

o

° © =N

11.
12.
13.

Adllar i1 plaquejar les CEH primaries en cubres esterils de 10mm de diametre en
pous duna placa de 24. Deixar créixer el temps desitjat per fer la
immunocitoquimica, en aquest cas entre 5-6 dies.

Als 5-6 dies aspirar bé el medi i realitzar un parell rentats amb PBS.

Fixar les cellules afegint 0.5 mL/pou de formalina 10% durant 10 minuts a
temperatura ambient.

Rentar un parell de cops amb PBS 1X.

Permeabilitzar amb 0.1% Saponina en 0.5% BSA/PBS durant 10 minuts a
temperatura ambient.

Rentar un parell de cops amb PBS 1X.

Bloquejar amb 3% BSA /PBS de 45 a 60 minuts a temperatura ambient.

Afegir 'anticos primari en 1% BSA/PBS durant 2 hores a temperatura ambient.

Rentar tres cops amb PBS 1X.

. Afegir I'anticos secundari en 1% BSA/PBS durant 1 hora a temperatura ambient a

les fosques.
Rentar tres cops amb PBS 1X a les fosques.
Muntar amb Fluorescent Mounting Medium (Dako) a les fosques.

Deixar assecar a les fosques tota la nit a temperatura ambient.
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14. Les immunocitoquimiques van ser observades en un Microscopi Confocal de Leica

SPE. Les imatges de colocalitzacié van ser adquirides de forma seqiiencial i amb un

Pinhole de 1.

Anticossos primaris, dilucions per immunocitoquimica:

Ant.lcoss.os Diluci6 | Hoste Casa comercial
primaris
CtsB 1:25 | Conill Upstate
CtsD 1:50 | Cabra | St. Cruz Biotechnology
Rab 7 1:50 | Cabra | St. Cruz Biotechnology
Rab 5A | 1:100 | Conill | St. Cruz Biotechnology

Anticossos secundaris, dilucions per immunocitoquimica:

AHUCOSS(.)S Dilucié | Hoste | Casa comercial
secundaris
Alexa Fluor 594 (vermell) | 1:100 | Conill | Molecular Probes
Alexa Fluor 488 (verd) | 1:100 | Cabra | Molecular Probes

3.16. Quantificaci6 de la proliferaci6 cel lular per assaig Timidina

Tritiada

Fonament de la técnica

Durant la divisio cel lular, les cel ules incorporen timidina per sintetitzar el nou ADN.

Aixi doncs, al afegir al medi de cultiu timidina marcada radioactivament amb triti (3H), les

cel lules la incorporaran al sintetitzar PADN sent un bon indicador de la proliferaci6

cel lular.

Tampons i reactius

- 5% TCA a 4°C (Sigma-Aldrich)

- 0.5N NaOH (Sigma-Aldrich)
- PBS (Sigma-Aldrich)
- Timidina *H (Perkin Elmer)

- Liquid de centelleig Optiphase (Perkin Elmer)
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Protocol

1. Afegir la timidina *H al medi de cultiu de les CEH a dosi 0.5 uCi/pou. Deixar les
ceél 1ules incubant amb timidina *H un temps fixat sempre el mateix, en el nostre cas
20 hores.

Treure el medi de cultiu.

Fer dos rentats amb PBS.

Fixar les cel lules afegint 5% TCA fred i posar la placa a 4°C durant 30 minuts.
Descartar el TCA al 5% i fer dos rentats amb TCA al 5%.

A

Afegir 2.5 mL (en el cas de plaques de 6 pous) o 1.5 mL (en el cas de plaques de 12
pous) de NaOH 0.5N durant 5 minuts a temperatura ambient per solubilitzar les
cel 1ules.

7. Transferir 2 mL del contingut dels pous (en el cas de plaques de 6 pous) o 1 mL (en
el cas de plaques de 12 pous) a vials de centelleig i afegir 8 o 9 mL respectivament
de liquid de centelleig.

8. Vortejar intensament 1 llegir en un comptador de centelleig (Wallac) durant 1 minut
cada vial.

9. Els residus van ser descontaminats pel Servei de Medicina Nuclear de I'Hospital

Clinic de Barcelona.

3.17. Transfeccio amb ARNi de les CEH

Fonament de la técnica

El silenciament de proteines per ARN d’interferencia consisteix en la utilitzacio d’ARN
de pocs parells de bases (Swall Interfering RN.A o ARNI) que hidrida especificament amb
IARN missatger (ARNm) diana. El producte de doble cadena resultant es degradat per les
ARNases cel lulars. D’aquesta manera s’aconsegueix disminuir els nivells d’expressio de la
proteina d’interes. Existeixen diverses tecniques de transfeccio, concretament en aquesta
tesi es va escollir el metode de la lipofeccié. Aquest metode es basa en la formacio de
complexos entre lipids cationics i ’ARNi. El complex té afinitat per la membrana i permet

Pentrada de ’ARNI en el citosol de les cel lules.

Tampons i reactius

- Lipofectamina L'TX Plus (Invitrogen)

- Plus Reagent (Invitrogen)
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- Optimem (Invitrogen)
- ARNi CtsB, ARNi CtsD, ARNi ASMasa tant d’huma com de ratoli i els seves

sequencies aleatories corresponents van ser obtinguts de 8% Cruzg Biotechnology.

Protocol

1.

AR

Barrejar (per pou de placa de 6) 200 uL. ’Optimem, 5 pL. Plus Reagent i 100 nmol
de ARNIi 1 vortejar.

Incubar durant 15 minuts a temperatura ambient.

Afegir 6 pL. de Lipofectamina 'TX 1 vortejar.

Incubar 25 minuts a temperatura ambient.

Afegir la barreja per a cada pou d’una placa de 6 que conté 1 mL. de DMEM al 10%
FBS.

La transfeccio es va portar fins a 24 hores quan es va voler obtenir ARN i 48 hores

quan es va voler determinar proteina.

3.18. Extraccié d’ARN en CEH o teixit hepatic [176]

Fonament de la técnica

L’extracci6 de PARN es va fer mitjancant I’agent quimic TRIzol que permet P'aillament

de PARN total de cellules i teixits. El TRIzol és una solucié6 monofasica de fenol i

isotiocianat de guanidina. Durant ’homogeneitzacio o la lisi el TRIzol manté la integritat de

IARN, mentre que trenca les cellules i dissol els components cel lulars. I.’addici6 de

cloroform seguida d’una centrifugacio, separa la soluci6 en una fase aquosa i una organica.

I’ARN es troba a la fase aquosa, de la qual es recuperat per precipitacié amb 2-Propanol.

Tampons i reactius

- TRIzol (Invitrogen)

- Cloroform lliure d’ARNses (Sigma-Aldrich)

- 2-Propanol lliure I’ARNases (Sigma-Aldrich)
- Aigua lliure d’ARNases (S7gma-Aldrich)

Protocol

El protocol es va realitzar tant en CEH com en fetge total, aixi doncs el protocol és

comu a partir del punt 3.
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- Extraccié de ARN de CEH

1.a. Afegir 750 ul. de TRIzol per pou de 6 i esperar 5 minuts a temperatura ambient.

2.a. Recollir el TRIzol i passar-lo a un eppendorf.

- Extraccié de ARN de fetee

1.b. Afegir 200 puL. de TRIzol a 25-50 mg de fetge, deixar 5 minuts a temperatura
ambient i homogeneitzar amb embols esterils (S7gma-Aldrich).

2.b. Afegir 500 pLL de TRIzol i barrejar per inversio.

3. Afegir 200 pl. de Cloroform i barrejar per inversio 15 vegades i deixar 3 minuts a
temperatura ambient.

Centrifugar a 12000 rpm durant 15 minuts a 4°C.

Recuperar al voltant de 500 pLL de la fase aquosa.

Afegir 500 uL. de 2-Propanol i barrejar-ho bé.

Deixar 10 minuts a temperatura ambient.

Centrifugar a 12000 rpm durant 10 minuts a 4°C.

Rentar el pellet (ARN) amb 1 mLL ’'EtOH 70% i guardar-lo a -20°C durant tota nit.

A e R A o

10. L’endema centrifugar a 12000 rpm durant 10 minuts a 4°C i resuspendre ’ARN en
50 uLL d’aigua esteril en el cas de CEH 1 100-150 pLL en el cas de fetge.

I’ARN es va quantificar en un espectrofotometre (NanoDrgp) mesurant 'absorbancia a
260 nm i 280 nm. Tenint en compte que una soluci6 ’ARN que tingui una absorbancia a
260 igual a 1 conté aproximadament 40 ug d’ARN per ul, es va poder calcular la
concentracio. La puresa del ARN es va avaluar pel ratio Ay, que sempre es va trobar

entre 1.6-1.9.

3.19. RT-PCR quantitativa a temps real

Fonament de la técnica

La PCR quantitativa a temps real és identica a una PCR convencional exceptuant la
monitoritzacié de la progressi6 de la reaccié gracies a una camera de deteccid de
fluorescencia. Concretament es va fer servir un marcador fluorescent (SYBR green). Aquest
marcador fluorescent només dona fluorescencia quan s’uneix a la doble cadena d’ADN.
Aixi doncs, a mida que el nimero de copies augmenta també augment la fluorescencia.

Tampons i reactius
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- SensiMix One-Step Kit (Quantance)
- Fluoresceina (Quantance)

- Encebadors 50uM (Invitrogen).

Protocol
Les reaccions es van dur a terme segons les especificacions del fabricant en un My:Q

single color real-time PCR Detection System de Biorad. Per una reacci6 de 25ul. es va afegir:

- 2X Sensi Mix — 12.5 pLL

- 50X SYBR Green — 0.5 pLL

- Inhibidor de les ARNases — 0.5 pLL
- Aigua — 2.5 uL.

- Encebador mix 5puM — 3 pLL

- 25X Fluoresceina — 1 pLL
-RNA 8 ng/ uLL — 5 pL

Programa
1. 10 min a 50°C.

2. 5 minuts a 95°C.
3. 40 cicles:
a. 15segonsa 95°C.
b. 25 segons a 55°C.
c. 35segonsa 72°C.
Corba de fusi6 del producte de PCR

3. 80 repeticions de 1 minut a 95°C.

4. 10 segons a 55°C.

Cada reacci6 es va realitzar per duplicat, 1 el Cross Thereshold (CT) de TARN d’analisi es
va comparar amb PARNm constitutiu 3 actina per les CEH i GAPDH en el cas dels fetges.
Els calculs es van realitzar segons el metode de la Delta-Delta CT [177]. Els encebadors

utilitzats van ser els seglients:
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Encebadors per ratoli

a-SMA (NM_007392) sentit
a-SMA (NM_007392) antisentit
Col 1agen1A1 (NM_007742) sentit

Col lagen1A1 (NM_007742) antisentit

TGFB (NM_011577) sentit
TGFB (NM_011577) antisentit
OAST1 (AF 466822) sentit

OAST (AF 466822) antisentit
GAPDH (NM_008084) sentit
GAPDH (NM_008084) antisentit
B actina (NM_007393) sentit

B actina (NM_007393) antisentit

Encebadors per huma

a-SMA (NM_001613) sentit
a-SMA (NM_001613) antisentit
TGFB (NM_000660) sentit
TGFB (NM_000660) antisentit
GAPDH (NM_0020406) sentit
GAPDH (NM_002046) antisentit
B actina (NM_001101) sentit

B actina (NM_001101) antisentit

5ACTACTGCCGAGCGTGAGAT-3
5-AAGGTAGACAGCGAAGCCAA -3
5-ACTTCAGCTTCCTGCCTCAG-3
5-TGACTCAGGCTCTTGAGGGT-3
5-GTCAGACATTCGGGAAGCAG-3’
5- GCGTATCAGTGGGGGTCA-3
5-GACCTGCTGAAGGAGGTGAA-3
5-GGTACGCCCACTGATGAGAT-3
5CGACCCCTTCATTGACCTCAA -3
5-CCTTCTCCATGGTGGTGAAGA -3
5-GACGGCCAGGTCATCACTAT-3
5-CGGATGTCAACGTCACACTT-3

5'-CCGACCGAATGCAGAAGG-3'
5-"ACAGAGTATTTGCGCTCCGGA-3'
5-GGACACCAACTATTGCTTCAG-3
5-TCCAGGCTCCAAATGTAGG-3

5" ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3'
5"GATTTTGGAGGGATCTCGC-3'
5-GATGAGATTGGCATGGCTTT-3
5-GAGAAGTGGGGTGGCTT-3

3.20. Estadistica

Tots els experiments mostrats son resultat de com a minim tres observacions
independents. Es mostren com a mitjana amb la seva desviacié estandard a menys que
s’indiqui el contrari en el peu de figura. L’analisi estadistic es va realitzar amb el programa
informatic Microsoft Excel. Ia significacié estadistica entre grups experimentals es va

realitzar utilitzant el test #de Student no parametric per dades no aparellades.
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Bloc I: caracteritzacié de la contribucié de la CtsB

i la CtsD al procés d’activacid de les CEH i al model de

fibrogénesi per CCl,
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4.1. Expressi6 de les catepsines B i D durant P’activacié de les

CEH de ratoli

Es va fer servir el model de cultiu en plastic de CEH per tal d’induir la seva activacio
(veure apartat 1.1.3. de la Introduccid). Es van aillar CEH de ratoli i es va estudiar
Pexpressio de catepsina B i D al llarg dels temps de cultiu. Com es mostra a la Figura 11A,
Pexpressio de les catepsines B i D és quasi imperceptible en CEH quiescents (dia 2).
Malgrat aixo es veu un augment important d’ambdues catepsines al llarg del temps de
cultiu, arribant al seu maxim entre 7 1 10 dies. A més, paral lelament a 'augment de les
catepsines, es va veure un augment de 'a-SMA (Figura 11A), indicador de la transformacio

fenotipica de les CEH a CEH/MFs.

A 2d 4d 7d 10d = B .
CtsB W w30 kDa 12001 I:l CtsB
o Il ctsD
SOC e e |52, 48 kDa o %1000'
CtsD 22 800
o |32 kDa e
S E 600 :
o-SMA w— | 1> D2 % o
25 400 -
B-aCting | s s sw— w42 kDa = 200 1 -
=1 |

2d 4d 7d 10d
Figura 11: (A) Expressio de les proteines CtsB, CtsD 1 a-SMA per Western blot al llarg del temps

d’activacié de CEH de ratoli. (B) Activitat CtsB i CtsD. Les dades sén mitjanes = D.E., ¥*P< 0.05 vs
CEH de 2d.

I’augment de I'expressio de proteina observat en la Figura 11A es va veure acompanyat
d’un increment en lactivitat funcional d’ambdues catepsines (Figura 11B). Encara més
important va ser la presencia de CtsB 1 CtsD en medis extracel lulars procedents de CEH
de 7 dies (Figura 12A). Aquest fet és consistent amb Pestudi de Kristensen ez @/ [162], on es
va identificar la CtsD com una de les 8 proteines secretades que augmentava la seva
expressio fins a 6 vegades en CEH activades respecte CEH quiescents, d’un total de 150
proteines descrites en CEH. Com es mostra en la Figura 12A, el pes molecular de les
catepsines secretades al medi extracel lular (ME) és menor que el que s’observa en el lisat
total de cel lules (I.C). Concretament, la forma secretada de la CtsB té un pes molecular de

25 KDa, mentre que la forma activa intracel lular té un pes de 30 KDa, que correspon a la
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forma activa de doble cadena de I'enzim [173]. Sorprenentment, la forma secretada de la
CtsD correspon a una forma d’aproximadament 28 KDa. Aquesta forma, no descrita
previament, és més petita que la forma madura de doble cadena observada

intracel Jularment de 32 KDa.

A B
- Ca074 E64 PepsA

o s (30kDa C
CtsB - M E64
- o= 25 kDa 3500
[ Ca074 W PepsA
< 3000
[a ]
— o |52 48 kDa %8 2500
CtsD | - [02kDa = S 2000 |
50
LC: lisat cel-lular << - 1000
ME: medi extracel-lular S 500 A
0 l

Figura 12: (A) L’expressio de la CtsB 1 la CtsD present en el ME difereix de la trobada en el LC.
(B) Activitat col lagenolitica de la CtsB per zimografia de gelatina, en condicions d’inhibicié de les

metal loproteases. (C) Activitat de la CtsB enfront als inhibidors utilitzats en la zimografia.

A més, al realitzar una zimografia acida de gelatina es va veure que en extractes de
CEH activades hi havia capacitat per a degradar col lagen desnaturalitzat (gelatina) (Figura
12B). Aquesta activitat col lagenolitica podia ser parcialment bloquejada per Ca074 (10pM),
inhibidor especific de la CtsB [178], o quasi completament per E64 (10uM), inhibidor de
les cistein proteases [179], indicant que la CtsB era majoritariament responsable d’aquesta
degradaci6. D’altra banda es va utilitzar la Pesptatina A a dosi 100pM, inhibidor de les
aspartil proteases [180], que no va ser capa¢ de disminuir la degradacié del col lagen,
mostrant que la CtsD probablement no tenia activitat gelatinasa. I.’eficiencia dels inhibidors
utilitzats en la zimografia sobre Iactivitat de la CtsB es mostren en la Figura 12C. Aixi
doncs, les cistein catepsines incloent la CtsB podrien estar implicades en la remodelacio de
la matriu extracel Jular. Finalment, tant la catepsina B com la catepsina D es localitzen als
lisosomes en CEH de 7 dies (Figura 13A). D’acord amb la seva localitzacié lisosomal,
ambdues catepsines col localitzen 'una amb T’altra en un patr6é puntejat (Figura 13B), sent
Iexpressio de CtsB més prominent (vermell) que la de CtsD (verd). A més, les dues

catepsines col localitzen parcialment amb Rab 5A i Rab 7, marcadors d’endosomes
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primerencs 1 tardans respectivament. Aixo indica una possible via d’internalitzacio

d’aquests enzims des de ’exterior cel Jular cap al lisosoma (Figura 13C).

A

LAMP2b

Figura 13: Imatges de microscopia confocal de CEH de 7 dies. (A) Colocalitzacié de la CtsB o la
CtsD amb LAMP2b (marcador lisosomal). (B) Colocalitzacié de la CtsB o la CtsD amb Rab7 o
Rab5A respectivament. Rab 7 es va utilitzar com a marcador d’endosomes tardans i Rab 5A com a

marcador d’endosomes primerencs. (C) Colocalitzacié de la CtsB amb la CtsD.
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4.2. El silenciament génic de la CtsB i/o la CtsD disminueix la

proliferacié i ’expressi6 de gens fibrogénics en CEH de ratoli

Es va voler determinar la contribucié de la CtsB 1 la CtsD al procés d’activacio de les
CEH, silenciant I'expressi6 d’aquestes proteases amb ARNi. CEH de 5 dies van ser
transfectades amb ARNIi control, de CtsB i/o de CtsD. La transfeccié va disminuir en més
d’un 80% els nivells proteics de CtsB i CtsD, tant en lisats cel lulars (ILC) com en medi
extracel lular (ME) (Figura 14A). El silenciament tant de la CtsB com de la CtsD va donar
lloc a una disminuci6 de la proliferacio cel lular (Figura 14B), respecte les CEH
transfectades amb ’ARNI control. El silenciament de la CtsD va causar un efecte més
acusat sobre la proliferacié que el silenciament de la CtsB. El bloqueig simultani d’ambdues
catepsines va resultar en una potenciacié sinergica de Defecte d’inhibici6 sobre la

proliferaci6 (Figura 14B).
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Figura 14: (A) Expressio de la CtsB i la CtsD davant del silenciament amb els seus respectius
ARN] tant en lisat cel lular (LC) com en medi extracel lular (ME). (B) Proliferacié de les CEH
transfectades amb ARNI control (ctrl), ARNi CtsB, ARNi CtsD o ARNi CtsB+D durant 48 hores.
Les dades son mitjanes £ D.E., *P=< 0.05 vs CEH tranfectades amb ARNi ctrl.

A més, a les 24 hores de transfeccio amb els ARNi de la CtsB i/o de la CtsD també es
van veure afectats els nivells de marcadors d’activacié de les CEH com «-SMA 1 TGFB,
sense afectacio del gen de resposta a interfer6 OAS1 (2'-5' Oligoadenilat sintetasa 1) [181],
indicant que la transfeccié no indueix la resposta a interferd (Figura 15A). Com a control
positiu de la resposta a intetferd es va utlitzar lipopolisacarid (1pg/ml, 24 hotes) que va

induir un augment de 6 a 7 vegades en I'expressio de PARNm del gen OAST.
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Per altra banda, es va observar una disminucié molt acusada de la migracié de les CEH
transfectades amb ARNIi CtsB, pero no en les transfectades amb ARNi CtsD. Aixi doncs,

la CtsB podria tenir un paper en la regulacié de la migracié de les CEH (Figura 15B).

>

] ARNi ctrl @ ARNi CtsD B
1.21[J ARNi CtsB I ARNi CtsB+D

ol .
0.8+ +
0.6+ | .

0.44

0.2

Induccio rel. vs. ctrl ARNi

OAS1 T 0-SMA ' TG F'B migracié migracié

Figura 15: (A) Expressi6 de OAS1, a-SMA 1 TGFB davant la transfecci6 amb ARNi (B)
Migracié pet wound healing en CEH de 7 dies transfectades 48 hores amb ARNi per CtsB i/o CtsD.
Les dades so6n mitjanes £ D.E., *P< 0.05 vs CEH tranfectades amb ARNI cttl.

Paral lelament a I’efecte observat amb ARN], la inhibicié farmacologica de I'activitat de
la CtsB amb Ca074-Me [182] (Figura 16A) va donar lloc a una regulacié negativa de la
proteina a-SMA 1 del seu ARNm, aixi com del de TGFf (Figura 16B i C).
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Figura 16: (A) Activitat de la CtsB davant de I'inhibidor Ca074-Me a dosi 10uM (B) Expressié de
P'a-SMA en CEH de 7 dies després de 48 hores de tractament amb Ca074-Me. (C) Expressio dels
ARNm d’«-SMA 1 TGFB amb 1 sense Ca074-Me. Les dades sén mitjanes = D.E., *P< 0.01 vs

CEH tractades amb vehicle.
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4.3. Paper de la CtsB i la CtsD en la linia cel fular de CEH
humanes L.X2

Per tal d’examinar la rellevancia dels resultats en CEH primaries de ratoli en la
fibrogenesi humana, es va analitzar 'expressio de la CtsB i la CtsD en les cel lules LX2,
linia cel lular de CEH humanes similar a les CEH/MFs [167]. Com s’aprecia en la Figura
17, les LX2 expressen tant la CtsB com la CtsD, no només en lisats cel Julars sind també en
el medi extracel lular (Figura 17A i B). A més, P'activitat CtsB de les LX2 va ser similiar a la
trobada en CEH de ratoli a 10 dies de cultiu (Figura 18A).
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— - | 32 kDa
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B-actina | sesee-——"| 1> kKDa LC: lisat cel-lular

ME: medi extracel-lular

Figura 17: (A) Expressi6 de la CtsB i la CtsD en LX2 (B) Expressio de la CtsB 1 la CtsD en lisats
cel lulars (LC) i medi extracel ular (ME) de LX2.
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Figura 18: Activitat de la CtsB en X2 i CEH de ratoli cultivades 10 dies.
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El silenciament de la CtsB amb ARNi o la seva inhibicié farmacologica amb Ca074-Me
va resultar en una disminucié d’a-SMA tant a nivell de proteina com d’ARNm (Figura 19A

1 B). Aquest efecte no es va observar al silenciar la CtsD.
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(@]
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Figura 19: (A) Expressi6 relativa de PARNm de I'a-SMA en LX2 després del silenciament de la
CtsB durant 48 hores o la seva inhibici6 amb Ca074-Me. (B) Expressio de la proteina a-SMA
després del silenciament amb ARNi CtsB. Les dades son mitjanes = D.E., *P=< 0.01 vs LX2 ctrl.

Malgrat aixo, la reduccié dels nivells de CtsB i/o D amb ARNi van disminuir la
proliferacio6 respecte els controls transfectats amb ARNi control (Figura 20). Contrariament
al que s’havia vist amb CEH primaries de ratoli, la inhibicié de la CtsB amb Ca074-Me no
va afectar I'expressio de PARNm de TGF ni la migracié de les LX2. Probablement, aixo
és degut al fet que les LX2 representen un model de CEH activades, cosa que pot
comportar diferencies en la senyalitzacio per TGFB en les X2 respecte les CEH en la fase

inicial del procés de transdiferenciacio [167], [183].
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Figura 20: Proliferacié de les X2 després del silenciament de CtsB i/o CtsD amb ARNI. Les
dades son mitjanes £ D.E., *P=< 0.05 vs LX2 tranfectades amb ARNI ctrl.
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4.4. Processament de la CtsB i la CtsD en CEH de ratoli

Com ja s’ha comentat previament en la introduccid, les catepsines son sintetitzades
com a precursors inactius, que son posteriorment processats, tant autocataliticament [184],
[106] com per altres enzims. En aquest sentit, s’ha descrit tant la participacio de la CtsB en

el processament de la CtsD [105] com el paper que la CtsD juga en el processament del

precursor de la CtsB [185].

Tenint en compte aquests antecedents es va examinar Pefecte de la inhibicicio o el
silenciament de la CtsB ila CtsD en el seu processament reciproc en CEH de ratoli. Com
s’observa en la Figura 21 A, la inhibici6 de la CtsB amb Ca074-Me augmenta la proforma de
la CtsD (52-48 KDa), mentre que disminueix la forma madura lisosomal (32 KDa). De
forma similar, la inhibici6 de la CtsD amb Pepstatina A, inhidor de les aspartil proteases,

provoca una disminuci6 de la forma madura de 30 KDa de la CtsB (Figura 21B).
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Figura 21: (A) La inhibici6 de la CtsB en CEH de 5 dies amb Ca074-Me 10pM durant 24 hores
afecta el processament de la CtsD. (B) La inhibicié de la CtsD amb Pepstatina A 10pg/mL durant

24 hores provoca una disminucié de la forma activa de la CtsB. Les dades sén mitjanes + D.E.,

*P< 0.05 vs CEH no tractades.

Es van obtenir resultats comparables al silenciar la CtsB (Figura 22A) i la CtsD (Figura
22B) amb ARNi. A la llum d’aquests resultats, sembla que tant la CtsB com la CtsD

contribueixen muatuament al seu processament proteolitic en CEH de ratoli.
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Figura 22: (A) El silenciament de la CtsB o (B) la CtsD en CEH de 5 dies durant 48 hores afecta el
processament de la CtsD o la CtsB respectivament. Les dades son mitjanes = D.E., *P< 0.05 vs

CEH transfectades amb ARNI ctrl.

4.5. La CtsB modula la via de Fosfoinositol 3 Cinasa/AKT en

CEH ratoli activades

En CEH s’ha descrit com lactivaci6 d’AKT a través de PDGF BB regula la
supervivencia [186], la proliferacio 1 la deposici6 de col lagen [187]. El PDGF és un dimer
format per dos cadenes polipeptidiques, la cadena A i la cadena B. Dels tres possibles
dimers PDGF BB és el més potent estimulant el creixement i la senyalitzacié intracel lular
en CEH activades, aixo correlaciona amb la predominanca dels receptors PDGFR (tipus B)
en aquestes cel Tules respecte els PDGFa (tipus A) [188]. La unié del PDGF al seu receptor
provoca el reclutament de diverses molecules entre elles la PI3K, la qual és necessaria per la
mitogenesi i la quimiotaxi. La PI3K, s’ha vist implicada en la activacié6 ’AKT a través de la
sintesi de fosfoinositides [189]. Per altra banda, el receptor de PDGFB (PDGFB-R) juga un
paper fonamental en la transformacié de CEH quiescents a CEH/MFs i s’ha descrit la seva
degradaci6 causada per Iacci6 de les catepsines en les CEH [190], [191]. Aixi doncs, es va
voler analizar el paper de la CtsB ila CtsD en la modulacié de 'expressio de PDGF-R. En
primer lloc es va examinar el nivell de PDGFB-R en CEH des del dia 2 de cultiu al dia 10, 1
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es va veure que Iexpressi6 de PDGFB-R augmentava al llarg del temps d’activacio de les
CEH (Figura 23) de forma paral lela a la CtsB i1a CtsD (Figura 11A).
CEH primaries
2 4 7 10 dies
PDGFBR W% e | 190 kDa

B-actina | " s s s |42 kDa

Figura 23: Nivells proteics de PDGFB-R durant Iactivacié de CEH des del dia 2 al dia 10 de cultiu.

Posteriorment, es va analitzar efecte 1a inhibicié de la CtsB amb Ca074-Me o de la
CtsD amb Pepstatina A sobre la degradacié de PDGFB-R en CEH tractades amb el seu
lligand, PDGF BB. La inhibicié farmacologica de CtsB o CtsD no va afectar la degradacio
de PDGFB-R induida pel seu lligand PDGF BB (Figura 24A 1 B).
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Figura 24: (A) Efecte de la inhibicié de la CtsB (10uM, 24 hores) o (B) de la CtsD (10ug/mlL., 24
hores) sobre la degradacié de PDGEB-R després de I'estimul amb PDGF BB durant 1 hora.

Es va veure que tot i que PDGF BB produia una rapida fosforilaci6 ’AKT, observada
només als 15 minuts de Pestimul en CEH activades, al tractar-les amb I'inhibidor de 1a CtsB
aquesta fosforilacio es veia significativament disminuida (Figura 25A). A més, aquesta

disminuci6 sobre la fosforilaci6 ’AKT induida per PDGF BB era independent de CtsD, ja

que al tractar-les amb Pepstatina A no s’observava cap efecte (Figura 25B).
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Figura 25: (A) Efecte de la inhibicié de la CtsB (10uM, 24 hores) o (B) de la CtsD (10pg/ml., 24
hores) sobre la fosforilacié ’AKT després de 'estimul amb PDGF BB durant 15 minuts.
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Al inhibir la via de fosfoinositol 3 cinasa (PI3K)/AKT amb L.Y294002 es van observar
efectes similars als que previament s’havien obtingut amb linhibidor de la CtsB. Aixi
doncs, L.Y294002 va bloquejar la fosforilaci6 I’AKT induida per PDGF BB (Figura 26A) i
va disminuir la proliferacié6 de CEH després de I'estimulacié amb PDGF BB (Figura 26B).
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Figura 26: (A) Efecte de la inhibicié de PI3K per 1L.Y294002 (10uM, preincubacié 1 hora) sobtre la
fosforilaci6 ’AKT per PDGF BB (15 minuts). (B) Proliferaci6 de CEH per incorporacié de
timidina *H durant 24 hores amb 1.Y294002 i/o PDGF BB. Les dades sén mitjanes = D.E., ¥*P<
0.05 vs CEH control, # P< 0.01 vs CEH tractades amb PDGF BB.

Tots aquests resultats suggereixen una regulacio del potencial mitogenic de les CEH per

part de la CtsB a través de la modulaci6 de la via PI3K/AKT en resposta a PDGF BB.

4.6. Sobreexpressio de la CtsB en ratolins tractats amb CCl,

Tenint en compte els resultats previs, els quals suggereixen un paper important de la
CtsB i1a CtsD en I'activacié de les CEH de ratoli, es va decidir investigar la seva expressio

zn vivo en el model de fibrosi induida per CCl, (apartat 3.1. de Material i metodes).

L’analisi immunohistoquimic de seccions de fetge d’animals control 1 animals tractats
amb CCl, va revelar una intensa colocalitzaci6 de CtsB amb GFAP, com a marcador de
CEH [192], només en els animals tractats amb CCl, (Figura 27A). Per altra banda, la
detecci6 de CtsD en les seccions es va revelar més difusa i amb un patro similar en animals
control i animals tractats CCl, col localitzant parcialment amb GFAP (Figura 27B). Aquests
resultats suggereixen un augment de lexpressio de CtsB, especificament en les CEH,

durant la fibrogenesi.
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Figura 27: Imatges d’immunofluorescencia de la CtsB (vermell) (A) o de la CtsD (vermell) (B) amb
GFAP (verd) en talls histologics de fetges de ratolins control i tractats amb CCly durant 6
setmanes. Els altims panells de (A) i (B) mostren una magnificacié de la seccié dreta superior que
s’indica amb una linea discontinua. L’escala és de 50 pm en totes les imatges, excepte les inferiors

que és de 25 pum.

De forma paral lela, es va comparar I'activitat de la CtsB i la CtsD en fetges control i
tractats amb CCl, respecte CEH cultivades durant 2 o 10 dies. Mentre que I'activitat de la
CtsD va ser similar en fetges de ratolins control, en fetges tractats amb CCl, 1 en CEH de
10 dies, Iactivitat de la CtsB va ser significativament inferior en fetge, independentment del
tractament amb CCl,, comparada amb la de CEH cultivades 10 dies (Figura 28A). Es van
obtenir resultats similars al analitzar els nivells de proteina tant de CtsB com de CtsD de les
mostres (Figura 28B), confirmant aixi les observacions obtingudes amb la

immunohistoquimica (Figura 27A 1 B).
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Figura 28: (A) Activitat de la CtsB i la CtsD. (B) Expressio de proteina en CEH de 2 1 10 dies i
fetges control i tractats amb CCly durant 6 setmanes. Les dades s6n mitjanes + D.E., *P< 0.01 vs

fetge control.

Aquests resultats indiquen que la CtsB i la CtsD s’expressen de forma diferent en CEH
1 hepatocits durant la fibrosi induida per CCl,, i que Paugment de la CtsB en ratolins tractats

amb CCl, es dona especificament en les CEH.

4.7. La inhibicié de la CtsB atenua la fibrosi hepatica induida per CCl,

Tenint en compte els resultats de apartat anterior, la seglient pregunta a respondre va
ser si la inhibicié de la CtsB podria jugar un paper en la reversio de la fibrogenesi 7z vivo
després de l'administraci6 de CCl,. Per tal d’assolir un basal de fibrosi abans de
I’administracié de linhibidor, es va estimular activaci6 de les CEH dels ratolins
administrant CCl, dos cops per setmana durant dues setmanes. Seguidament, se’ls va

administrar CCl, i vehicle o Ca074-Me durant 4 setmanes més (Figura 29).

; CCls + Vehicle
_rlo_rr_le_s_C_)C_)Ij el CCls4 + Ca074-Me
| | | | | | |
setmana O setmana 2 setmana 6

Figura 29: Representacié del model experimental per a 'administracié del CCly i el Ca074-Me en

ratolins.
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La inhibici6 de la CtsB per se no va afectar els parametres estudiats en els animals
control. Fls nivells d’alanina aminotransferasa (ALT), que son un reflex del dany hepatic,
van augmentar en serum en els animals tractats amb CCl, comparats amb els tractats amb
oli. La inhibici6 de la CtsB amb el Ca074-Me no va alterar significativament els nivells
d’ALT (Figura 30A), la qual cosa indica que linhibidor no té un efecte significatiu

prevenint el dany hepatocel lular.
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Figura 30: (A) Nivells d’alanina aminotransferasa en sérum. (B) Nivells d’hidroxiprolina per mg de
proteina d’homogenat de fetge. Les dades son mitjanes = D.E., *P< 0.01 vs animals tractats amb

oli, #P< 0.05 vs animals tractats amb CCl4 i vehicle.

Les tincions hematoxilina i eosina en les seccions de fetge van revelar una acumulacio
de matriu extracel lular i una dilatacié dels sinusoides en els animals tractats amb CCl,
(Figura 31A). Tot 1 aixi, els animals tractats simultaniament amb el Ca074-Me 1 CCl,,
presentaven una millor preservacio del parenquima hepatic 1 una disminucié de 'acamul de
fibra. Al analitzar lactivitat del citocrom P450 2E1 als microsomes, es va veure que
Pactivitat dins del grup d’animals tractats amb CCl, era comparable, haguessin estat tractats
o no amb el Ca074-Me (Figura 32). Aixi doncs, I'efecte terapeutic causat per I'inhibidor de
la CtsB en els ratolins tractats amb CCIl, no es podia atribuir ni a un metabolisme defectuos

del CCl, a causa del Ca074-Me, ni a una proteccio6 dels hepatocits (Figura 30A).
Ila determinacié de contingut hepatic d’hidroxiprolina va mostrar una disminucio

significativa de I'acumulacié de col lagen en els animals tractats amb CCl, que havien rebut

el Ca074-Me, comparats amb els animals que només havien rebut el CCl, (Figura 30B).
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Aquest resultat es va confirmar amb la tinci6 Sirius red que va mostrar un augment de
la deteccié de fibres de col lagen en els animals tractats només amb CCl, respecte els

tractats amb el CCl, i el Ca074-Me (Figura 31B).

A H&E (20x)

Vehicle
Ca074-Me
B Sirius Red (10x)
Oli _ +CCla
Vehicle
Ca074-Me

Figura 31: (A) Tinci6 hematoxilina i eosina sobre talls histologics de fetge. (B) Tinci6 Sirius red
sobre talls histologics de fetge.

A més, la inhibicio de la CtsB en els animals tractats amb CCl, va resultar en una
disminuci6 de les cel lules «-SMA positives en seccions hepatiques (Figura 33). Aquesta
disminucié es va veure acompanyada per una infiltracié de neutrofils quasi insignificant,
determinada per immunohistoquimica de ce¢llules mieloperoxidasa (MPO) positives

(Figura 33).
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Figura 32: Activitat del citocrom P450 2E1 de microsomes d’animals tractats amb i sense CCl, i/0

Ca(074-Me. Les dades so6n mitjanes + D.E.
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Figura 33: Detecci6 per immunohistoquimica d’a-SMA i mieloperoxidasa (MPO) en diferents

grups experimentals de ratolins.

El conjunt de resultats d’aquest apartat indiquen que mentre que la funcié que la CtsB
juga en el dany hepatocel lular induit per CCl, no és significativa, el paper que juga en la

tibrogenesi hepatica pot ser de gran rellevancia.
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Bloc II: cCaracteritzacié6 de la contribucié de

PASMasa al procés d’activaciéo de les CEH en relacio

amb les catepsines BiD
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4.8. I’ASMasa augmenta la seva expressio durant el procés d’activacié

de les CEH

Fins a aquest moment s’ha descrit la implicacié de les catepsines B i D en el procés
d’activaci6 de les CEH i en el model de fibrosi per CCl,. Degut a la relacié previament
descrita entre la CtsB, la CtsD i P’ASMasa [88], [114], [107], es va voler analitzar si ’ASMasa
podia estar jugant un paper dins del procés d’activacio de les CEH. En aquest sentit, CEH
van ser cultivades en plastic per tal d’estudiar la seva activacio. Es van recollir les CEH des
del dia 2 fins al dia 9 de cultiu i es va analitzar Pexpressié de PASMasa i P'NSMasa. Degut a
la falta de bons anticossos per a la deteccié de ’ASMasa i 'NSMasa, es va determinar la
seva expressio estudiant lactivitat d’ambdues proteines (Figura 34). Es va veure un
augment de lactivitat de PASMasa al llarg del temps de cultiu que correlacionava amb
Iaugment de P'a-SMA, la CtsB 1 la CtsD detectat per Western blot (Figura 11A). Per contra,

activitat de 'NSMasa es va mantenir constant al llarg del temps.
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Figura 34: Activitat ASMasa i NSMasa al llarg del temps d’activacié de les CEH. Les dades son
mitjanes + D.E. #P=< 0.05 vs 2d.

4.9. La inhibicié farmacologica de ’ASMasa disminueix el potencial

profibrogénic de les CEH

Ja que PASMasa augmentava durant Pactivacié de les CEH i correlacionava amb
marcadors de transdiferenciacié de les CEH com P'a-SMA (Figura 11A), es va voler
analitzar Pefecte de la inhibicié farmacologica de ’ASMasa en CEH en procés d’activacio.

Es va escollir la Imipramina, un farmac que s’utilitza com a antidepressiu, com a inhibidor
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de ’ASMasa [193]. La Imipramina no actua inhibint directament I’ASMasa sindé que
interactua amb el lloc d’'unié de PASMasa, a les vesicules lipidiques [194]. Aquesta uni6
provoca un alliberament de 'enzim de la membrana i el seu trencament proteolitic en el
lisosoma. Aixi doncs, CEH de 5 dies van ser tractades amb Imipramina a dosi 25pM de 4 a
48 hores. La inhibicié farmacologica de PASMasa durant 20 hores amb Imipramina a dosi

25pM va provocar una disminuci6 de I'activitat de PASMasa del 86% (Figura 35A).

Ja que existia una relacié previament descrita entre ’ASMasa, la CtsB [88] 1 la CtsD
[114], [107] (veure lapartat 1.3. de la Introduccid), es va decidir analitzar I'expressio
d’ambdues proteines en front a la inhibicié de ’ASMasa. Aquesta inhibici6 va resultar en
una disminuci6 de Pexpressioé de CtsB, CtsD 1 «-SMA a diferents temps, amb un maxim a

24 hores (Figura 35B).

A B  ctrl 4h 12h 24h 48h  Imip
CtsB | W wow wow * | 30 kDa
1004 O Ctrl
E +Imipramina G S e G e | 52,46 KDa

o CtsD
O_ —— . o - o 32 kDa
2 5p
(2]
E O-SMA | " s e s s | 42 kDa
5 &

0 :_ B-actina | " S S D SR 1> KD

Figura 35: (A) Activitat ASMasa davant de la inhibicié amb Imipramina a dosi 25uM durant 20
hores. Les dades son mitjanes = D.E *P< 0.01 vs ctrl. (B) Expressié de CtsB, CtsD 1 a-SMA

davant de la inhibicié amb Imipramina a dosi 25pM a diferents temps.

Al analitzar Pexpressio relativa de PARNm de 'a-SMA també es va observar una
disminucio al llarg del temps d’inhibicio, amb un maxim a les 12 hores (Figura 36A).
Segons aquests resultats, sembla que existeix una relacid entre ’ASMasa i les catepsines B i
D, ja que la inhibici6é farmacologica de ’ASMasa a través de la Imipramina resulta en una
disminucié d’ambdues catepsines (Figura 35B). A més, la inhibici6 de ’ASMasa disminueix
el fenotip profibrogenic de les CEH, ja que es veu una disminuci6 de 'a-SMA tant a nivell

de proteina com a nivell d’ARNm (Figura 35B 1 36A).
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Figura 36: (A) Expressio relativa de PFARNm de 'a-SMA davant de la inhibicié de ’ASMasa amb

Imipramina 25pM a diferents temps. Les dades sén mitjanes = D.E., #P< 0.05 vs ctrl.

4.10. El silenciament de I’ASMasa disminueix la CtsB i la CtsD de

forma selectiva

Degut a que la Imipramina actua alliberant P’ASMasa del seu ancoratge a la membrana
lisosomal, es podria pensar que Pefecte observat sobre la CtsB 1la CtsD es podria donar a
causa d’una desestabilitzacio del lisosoma. Per tal de confirmar P'efecte de la inhibicié de
I’ASMasa sobre I'expressio de la CtsB, la CtsD i 'a-SMA es va fer una aproximacié més

especifica de la inhibicié de ’ASMasa utilitzant ARNI.

Es van cultivar CEH durant 5 dies i es van transfectar amb ARNi de PASMasa. Es va
aconseguir una disminuci6 de PARNm de I’ASMasa del 50% respecte les CEH
transfectades amb ’ARNI control (Figura 37A). La transfeccié6 amb ARNi de ’ASMasa no
va afectar de forma significativa els nivells ’ARNm de la CtsB ni de la CtsD (Figura 37A).
Al analitzar Pexpressio de la CtsB i la CtsD per Western blot, es va veure una disminuci6 de
la forma activa de la CtsB (30KDa) i de les proformes (52, 46KDa) i la forma madura
(32KDa) de la CtsD (Figura 37B i 38), en resposta al silenciament de ’ASMasa amb ARNI.
Paral lelament, i per tal de veure que la transfeccié no afectava de forma inespecifica a les
catepsines, es va analitzar en aquestes mostres una proteina mitocondrial com la MnSOD,
(Figura 37B i 38). La transfeccié no va afectar els nivells de "esmentada proteina, i per tant
I'efecte que s’observava a causa del silenciament de ’ASMasa sobre la CtsB 1 la CtsD era
especific. A més, al analitzar PARNm de I'a-SMA es va veure disminucio significativa en

resposta a la transfeccié amb ARNi de ’ASMasa (Figura 39).
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Figura 37: (A) Expressio relativa de PARNm de ’ASMasa, la CtsB i la CtsD davant de la
transfeccio amb ARNi de PASMasa. (B) Expressio de la CtsB, la CtsD i la MnSOD: en resposta al
silenciament de ’ASMasa en CEH de 5 dies. Les dades s6n mitjanes £ D.E., *P< 0.01 vs Ctrl.
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Figura 38: Quantificacié del Western blot de la Figura 37B. (A) CtsD proforma (52, 46KDa) i forma
activa (32KDa). (B) CtsB forma activa (30KDa). (C) MnSOD:. Les dades son mitjanes = D.E., *P<
0.01, #P< 0.05 vs ARNi Cttl.
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Figura 39: Expressio relativa de PARNm de 'a-SMA davant de la transfecci6 amb ARNi de
I’ASMasa. Les dades sén mitjanes £ D.E., *P< 0.01 vs ARNi Ctrl.

Tenint en compte els resultats d’aquest apartat podem dir que tant el silenciament com
la inhibici6 farmacologica de ’ASMasa provoquen una disminuci6 de la CtsB 1 la CtsD a

nivell de proteina i una disminuci6 de 'a-SMA a nivell I’ ARNm.
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4.11. La inhibicié farmacologica de ’ASMasa disminueix la capacitat

proliferativa de les CEH activades via Fosfoinositol 3 Cinasa/AKT

Com ja s’ha mostrat en els apartats previs, tant la inhibici6é farmacologica (Figura 35B)
com a través de ARNi (Figura 37B) de ’ASMasa provoca una disminucié de Pexpressio de
la CtsB. Aixo podria suggerir una possible cascada de senyalitzacié6 on ’ASMasa podria
trobar-se per sobre de la CtsB. Aquesta possible ruta podria també incloure la senyalitzacid
a través de la Fosfoinositol 3 cinasa (PI3K)/AKT, ja que com hem descrit anteriorment la
inhibicié de la CtsB mitjancant Ca074-Me provoca una modulacié de la via PI3K/AKT al
disminuir la fosforilacié d’AKT induida per PDGF BB (Figura 25A). Aixi doncs, el seglient
objectiu va ser analitzar si la inhibicié de ’ASMasa amb Imipramina podia estar afectant la

proliferacio6 cel lular 1 la senyalitzacié per PDGF BB.

Amb aquest objectiu, es va quantificar la capacitat proliferativa de les CEH al llarg del
temps d’activacio enfront a la inhibici6 de la CtsB i PASMasa amb Ca074-Me i Imipramina,
respectivament. Es van tractar CEH de 2 dies amb Ca074-Me o Imipramina i es va seguir la
seva proliferaci6 per incorporacié de timidina *H. La taxa de proliferaci6 de les CEH de 7 a
8 dies es va veure disminuida un 90% amb l'inhibidor de la CtsB (Ca074-Me) 1 un 60% amb
I'inhibidor de ’ASMasa (Imipramina) respecte la de les cel lules control del mateix dia

(Figura 40).
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Figura 40: Proliferacié de les CEH al llarg del temps tractades amb o sense Ca074-Me 10uM o

Imipramina 25 uM. Dades d’incorporacié de timidina 3H durant 24 hores d’un experiment

representatiu £ D.E. vs Ctrl 2-3d. En Ctrl 7-8d *P< 0.01 vs Ctrl 2-3d, en Ca074-Me 7-8d i

Imipramina 7-8d *P< 0.01 i #P< 0.05 vs Ctrl 7-8d respectivament, en Imipramina 7-8d {P<
0.05 vs Ca074-Me 7-8d.
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Per altra banda, es va voler analitzar el paper que la inhibici6 de ’ASMasa, i en
consequencia de la CtsB, tenia sobre la senyalitzacié a través de PDGF BB. Per tal
d’aconseguir una bona inhibicié de la CtsB, i tenint en compte la Figura 35B, CEH de 5
dies van ser tractades amb Imipramina a dosi 25uM durant 6 hores. Després de les 6 hores
d’inhibici6 es va administrar PDGF BB a dosi 10ng/ml. o 20ng/ml durant 15 minuts i es
va analitzar la fosforilacié ’AKT. PDGF BB produia una rapida fosforilacio ’AKT en les
CEH activades. Malgrat aixo i de la mateixa manera que ja s’havia mostrat previament al
inhibir la CtsB davant de lestimulaci6 amb PDGF (Figura 25A), al tractar-les amb
I'inhibidor de P’ASMasa aquesta fosforilacié es veia significativament disminuida (Figura

41A).
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Figura 41: (A) Efecte de la inhibici6 de PASMasa amb Imipramina (25uM, 6 hores) sobre la
fosforilacié ’AKT o (B) sobre expressio de la CtsB i la CtsD després de I'estimul amb PDGF BB

durant 15 minuts.

Com ja haviem observat previament (Figura 35B), la inhibici6 de I’ASMasa amb
Imipramina va provocar una disminucié de I'expressié de la forma madura de la CtsB
(30KDa), i de la proforma (52, 46 KDa) i la forma madura (32 KDa) de la CtsD (Figura
41B).

A la llum dels resultats d’aquest apartat, sembla que la inhibici6 de PASMasa o de la
CtsB mitjancant la Imipramina o Ca074-Me respectivament resulta en una disminucio
significativa de la proliferacio cel lular de les CEH activades. Aquesta disminuci6é podria
estar en part provocada per una disminuci6 de la fosforilaci6 ’AKT induida per PDGF

BB.
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4.12. Les CEH procedents de ratolins deficients en ASMasa presenten

un fenotip més profibrogénic

Tenint en compte les observacions previes en CEH salvatges, es va voler estudiar el
fenotip d’activacié de les CEH procedents de ratolins deficients en ASMasa (ASMasa ™)
respecte el de CEH procedents de ratolins salvatges (ASMasa®™"). Es van aillar CEH
procedents de ratolins ASMasa”" i ratolins ASMasa™" i es van cultivar en plastic per tal

d’estudiar el seu procés d’activacio al llarg del temps.

Es van escollir tres gens representatius del procés d’activacio de les CEH: a-SMA,
TGFB i Col lagen 1A1 (Col1Al) i es va analitzar Pexpressio relativa del seus ARNm al llarg
del temps d’activacié de les CEH. Es va veure que I'expressio dels tres gens candidats
augmentava al llarg del procés d’activaci6 tant en CEH procedents de ratolins ASMasa™",
com de ratolins ASMasa”. A més, es va veure que a cada temps analitzat, I'expressio

relativa d’aquests gens era sempre superior en les CEH procedents de ratolins ASMasa”~

respecte les CEH procedents de ratolins ASMasa*/* (Figura 42).
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Figura 42: Expressio relativa de PARNm de diferents gens marcadors de fibrosi al llarg del temps
d’activacié de CEH procedents de ratolins salvatges (ASMasa */*) i ratolins deficients en ASMasa
(ASMasa/"). (A) Expressio6 relativa d’a-SMA. (B) Expressio relativa de TGFB. (C) Expressio relativa
de CollAl. Les dades sén mitjanes + D.E., *P< 0.01 vs ASMasat/+, #P< 0.01 vs 3d o 6d en el
cas de Col 1A1.

Aixi doncs i a diferencia del que hauriem esperat en vista dels resultats previs, les CEH
procedents de ratolins ASMasa” tenen un fenotip més profibrogénic que les CEH

procedents de ratolins ASMasa™’".
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Tenint en compte els resultats previs respecte a 'expressio de la CtsB 1 la CtsD en
ratolins salvatges (Figura 11A) i la seva disminucié davant la inhibici6 de PASMasa tant
farmacologica (Figura 35B) com per ARNi (Figura 37B), es va voler analitzar I'expressio

d’aquestes proteines en ratolins ASMasa” respecte ratolins ASMasa ™"

Es van aillar CEH procedents de ratolins ASMasa™* i ASMasa”" i es van cultivar en
plastic al llarg del temps. Es va analitzar Pexpressio de CtsB, CtsD a 2, 4, 7, 11 dies.
L’expressio tant de la CtsB com de la CtsD es va veure augmentada al llarg del temps de
cultiu amb un maxim a dia 11. La CtsB 1 la CtsD van augmentar de forma paral lela a I'a-
SMA, marcador del procés d’activaci6 (Figura 43A). De la mateixa manera que succeia amb
els gens marcadors de fibrosi (Figura 42), es va observar un augment superior a tots els
temps de la CtsB, la CtsD i 'a-SMA en CEH procedents de ratolins ASMasa”’~ respecte
CEH procedents de ratolins ASMasa®" (Figura 43A). També es va analitzar Pactivitat de la
CtsB i es va veure que la CtsB detectada per Western blot era activa i que aquesta activitat

correlacionava amb la senyal detectada a la Figura 43A (Figura 43B).
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Figura 43: (A) Expressioé de la CtsB, la CtsD 1 'a-SMA al llarg del temps d’activacié6 en CEH
procedents de ratolins ASMasa*/* i ratolins ASMasa~/-. (B) Activitat CtsB en les CEH. Les dades
s6n mitjanes D.E., *P=< 0.01 vs ASMasat/+, #P< 0.01 vs 2d.

Per tant, les CEH procedents de ratolins ASMasa”" tenen un potencial més
profibrogenic, ja que mostren marcadors classics de fibrosi com P'a-SMA, el TGFEB, i el
CollAl més augmentats a tots els temps estudiats al llarg del periode d’activacio de les
cel Tules. A més, les CEH procedents de ratolins ASMasa™” expressen més CtsB, CtsD 1 a-

+

SMA en comparacié amb les CEH procedents de ratolins ASMasa™/".
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4.13. La inhibici6é de la CtsB en CEH procedents de ratolins deficients

en ASMasa disminueix el seu potencial fibrogénic

En lapartat anterior es mostra com les CEH procedents de ratolins ASMasa”
presenten un potencial profibrogenic superior en comparacié a les CEH procedents de
ratolins ASMasa™/". Malgrat aixo, caldria haver esperat el contrari, ja que s’ha mostrat com
la inhibici6 de ’ASMasa tant farmacologica (Figura 35B) com a través de ARNi (Figura
37B) disminueix la CtsB, la CtsD, 'a-SMA 1 la proliferacio cel lular possiblement via
PI3BK/AKT (Figura 40 i 41A). Aixi doncs, una absencia total d’ASMasa com la que
mostren aquests ratolins hauria de significar una disminucié del potencial profibrogenic
d’aquestes cel lules. El fet que la CtsB i la CtsD es trobin augmentades de forma tant
significativa, expressant-se ja a dia 2 (Figura 43A), en les CEH procedents de ratolins
ASMasa”™ podria fer pensar en un mecanisme de compensacié entre ’ASMasa i les

catepsines en els animals ASMasa ™",

Per tal de comprovar la hipotesi, CEH de 5 dies procedents de ratolins ASMasa™" i
ASMasa”” van ser tractades durant 48 hores amb Ca074-Me a dosi 10uM i es va analitzar
Iexpressio d’a-SMA com a marcador de fibrosi. El tractament amb I'inhibidor de la CtsB
va provocar una disminucié de I'expressi6 d’a-SMA tant en ratolins ASMasa™" com en
ratolins ASMasa”~ (Figura 44A). Per altra banda, es va voler analitzar la taxa de proliferaci6
de les CEH procedents de ratolins ASMasa”™ respecte la de ratolins ASMasa™" i el seu

comportament davant de la inhibici6 de la CtsB.
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Figura 44: (A) Expressié de 'a-SMA en CEH procedents de ratolins ASMasa*t/* i ratolins ASMasa-
/~amb i sense Ca074-Me. (B) Taxa de proliferacié en CEH a dia 5 vs dia 2. Dades d’un experiment
representatiu + D.E., *P=< 0.01 vs ASMasat/+, #P=< 0.01 vs Cttl.
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Les CEH procedents de ratolins ASMasa”" tenien una taxa de proliferacié 500 vegades
superior a la de ratolins ASMasa'/*, la qual cosa confirmaria el fenotip més profibrogenic.
Tot i aquesta gran capacitat proliferativa, la inhibicié de la CtsB, amb I'inhibidor Ca074-Me,
provocava una disminucid significativa de la proliferacio cel lular tant de les CEH

procedents de ratolins ASMasa™* com de les de ratolins ASMasa”" (Figura 44B).
Els resultats d’aquest apartat mostren com el fenotip més profibrogenic de les CEH

procedents de ratolins ASMasa”" estaria causat en part per la CtsB, ja que la seva inhibicié

reverteix caracteristiques significatives del fenotip.

4.14. Els ratolins deficients en ASMasa presenten més fibrosi davant del

tractament amb CCl,

Per tal de confirmar aquest aparent potencial més profibrogenic de les CEH procedents
de ratolins ASMasa”, es va voler sotmetre a ratolins ASMasa”" al model de fibrosi hepatica
per CCl,. Ratolins ASMasa”" i ASMasa™’" van ser tractats durant 4 setmanes dos cops per
setmana amb CCl, a dosi 0.5pl/g de ratoli. Com a vehicle es va utilitzar 'oli de blat de

moro.

El dany hepatic es va avaluar quantificant els nivells I’ALT en serum. No es va

+

observar un dany hepatic significatiu provocat pel CCl, ni en ratolins ASMasa™™ ni en

ratolins ASMasa”~ (Figura 45A). També es va analitzar activitat de la CtsB en homogenats
de fetge i es va veure un augment significatiu de P'activitat CtsB en els animals tractats amb
CCl, respecte els seus controls. Dins el grup d’animals tractats amb CCl, es va observar un
augment significatiu en els animals ASMasa”" respecte els animals ASMasa®" . Cal destacar

/

que els animals ASMasa”" tractats amb el vehicle ja presentaven un augment significatiu de

Pactivitat CstB respecte els animals ASMasa™" .
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Figura 45: (A) Nivells d’alanina aminotransferasa en serum. Les dades so6n mitjanes = D.E., *P=<
0.01 vs animals tractats amb vehicle. (B) Activitat CtsB en homogenats de fetge. Les dades son

mitjanes  D.E., #P< 0.05 vs animals tractats amb vehicle, *P< 0.01 vs animals ASMasa™’".

Posteriorment, es van voler verificar les dades obtingudes sobre P'activitat de la CtsB i
es va analitzar Pexpressié per Western blot de 1a CtsB, la CtsD i 'a-SMA. Es va veure un

augment de la CtsB i la CtsD davant del tractament amb CCl,, sent aquest augment major

+/+

en els animals ASMasa’ respecte els animals ASMasa®" (Figura 4GA). A més, aquest

augment correlacionava amb Iexpressié de 'a-SMA com a marcador de fibrosi, veient-se

també un augment superior en els animals ASMasa”" respecte els animals ASMasa™"

(Figura 4GA).
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Figura 46: (A) Expressio de CtsB, CtsD i «-SMA en lisat total de fetge. (B) Nivells d’hidroxiprolina
per mg de proteina d’homogenat de fetge. Les dades son mitjanes = D.E., #P< 0.05 vs animals

tractats amb vehicle.
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Al analitzar el contingut d’hidroxiprolina dels fetges es va veure que només els animals
ASMasa”" tractats amb CCl, mostraven uns nivells significativament elevats respecte el seus
controls (Figura 46B). Aquestes observacions es van confirmar histologicament mitjancant
la tincié Sirius red. Tot 1 que es va veure acumulacié de fibra, tenyida en vermell, en
ambdos tipus de ratolins tractats amb CCl,, 'acumulaci6é de fibra va ser superior en els
animals ASMasa”~ (Figura 47B). Es important tenir en compte el fet que tant els animals

ASMasa"’* com ASMasa”" tractats amb el vehicle mostraven un aspecte normal.

Les tincions hematoxilina i eosina van revelar també un aspecte normal dels fetges dels
animals tractats amb el vehicle. Per altra banda, mentre que els animals ASMasa*’* tractats

amb CCl, mostraven un aspecte practicament normal, els ASMasa”"

presentaven un
parenquima amb acumulacidé de cel lules escumoses envoltades de fibra i una dilatacio
major dels sinusoides (Figura 47A). Les cel lules escumoses eren visibles també en la tincio
Sirius red (Figura 47B). L’aparicié d’aquestes estructures només es va observar en els
animals ASMasa ™" tractats amb CCl,, pero no en els tractats amb el vehicle. La generaci6 de
cel lules escumoses en els animals deficients en ASMasa ja s’havia descrit previament. Es

creu que les cel lules de Kupffer degeneren a causa de la gran acumulacié d’esfingomielina

que es dona en el seu interior, generant-se aixi les cel Tules escumoses [195].

Es va analitzar per immunohistoquimica les cel lules positives per a-SMA, marcador de
CEH activades, 1 per mieloperoxidasa (MPO), marcador d’infiltracié de neutrofils. Es va
veure un marcatge de cel lules a-SMA positives en tots els animals sotmesos al tractament
amb CCl,. Malgrat aixo, el marcatge va ser molt més intens en els animals ASMasa”
tractats amb CCl, respecte els animals salvatges (Figura 48). De forma similar, en els
animals ASMasa®" tractats amb CCl, practicament no es va detectar infiltracié de
neutrofils, detectada pel marcatge MPO. Mentre que les immunohistoquimiques dels fetges

dels animals ASMasa”" tractats amb CCl, van revelar una infiltracié molt acusada (Figura

48).
Tenint en compte els resultats d’aquest apartat, podem concloure que els ratolins

deficients en ASMasa son més sensibles a la fibrosi induida per CCl, probablement per un

augment de I'expressio de les catepsines B i D.
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Figura 47: (A) Tinci6 hematoxilina i eosina sobre talls histologics de fetge. (B) Tinci6 Sirius red

sobre talls histologics de fetge.
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Figura 48: Deteccié per immunohistoquimica d’a-SMA i mieloperoxidasa (MPO) en diferents

grups experimentals de ratolins.
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Tot 1 el progrés dels ultims anys en la comprensio de la biologia de les CEH, els
mecanismes d’activacié 1 transdiferenciacio d’aquestes cellules encara no es coneixen
totalment, la qual cosa limita la possibilitat d’'un tractament especific de la fibrosi hepatica.
En aquest sentit, la present tesi contribueix de manera significativa a un major enteniment
d’aquests processos, proposant un nou paper de ’ASMasa en la fibrosi hepatica, al regular

P'activaci6 de les CEH a través de les catepsines.

Les catepsines son proteases lisosomals que s’han vist implicades en processos com el
cancer [190], la metastasi [197] 1 la mort cel lular [64], [198]. En concret al fetge han estat
relacionades amb patologies com el cancer hepatic o hepatocarcinoma [84], [101], [85], [81],
les malalties de fetge gras no alcoholiques [199], [91] 1 la fibrosi hepatica [161], [97], [163].
Tot i la rellevancia que les catepsines poden tenir en el procés d’activacio de les CEH i la
fibrogenesi, el seu paper no s’ha estudiat en profunditat. Per aquesta rad, aquest ha estat un

dels objectius d’aquesta tesi.

Com mostren els resultats, 'expressio de les catepsines B i D augmenta al llarg del
temps d’activacié de les CEH primaries de ratoli cultivades en plastic. Aquest augment
correlaciona amb I'a-SMA, marcador del procés de transdiferenciacié de les CEH. Al
estudiar 7z vitro la inhibicié farmacologica o amb ARNi de la CtsB i/o la CtsD hem
observat una afectacio de la proliferacié cel lular i la migracié en CEH activades. Ambdos
tipus d’inhibici6é disminueixen Pexpressié de marcadors classics de fibrosi com 'a-SMA 1 el
TGFB. A més, es dona una disminuci6 de la taxa de proliferacio cel lular i de la migracié de
les CEH activades. Concretament, la inhibicié farmacologica de la CtsB mitjancant Ca074-
Me resulta en un augment del ARNm de la CtsB observat per PCR a temps real (dades no
mostrades). Aixo suggereix que la manca d’activitat CtsB en les cellules provoca un
augment de la sintesi de 'enzim per tal de compensar la inhibicié. Tot i que hem observat
Ieficacia de I'inhibidor sobre P'activacié de les CEH i el seu impacte antifibrotic, el seu s a
llarg termini podria tenir un caracter temporal degut a la sobreexpressio de les catepsines.
Estudis addicionals necessitarien valorar el tractament perllongat amb inhibidors de la CtsB

en la inhibici6 de la fibrosi hepatica.

Els resultats que hem obtingut amb CEH primaries de ratoli els hem confirmat amb la

linea cel lular de CEH humanes activades 1.X2, obtenint identics resultats, excepte en la
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disminucié de Pexpressio de TGFB. Mentre que en CEH primaries activades de ratoli la
inhibici6 de la CtsB provocava una disminucié de TGFB, en X2 no hem observat el
mateix fenomen. Aixo probablement es pot atribuir al fet que les LX2 estan més
diferenciades que les CEH de 5 dies. S’ha descrit com les CEH canvien la seva resposta a
TGER al llarg del temps d’activacio, tornant-se insensibles al factor de creixement un cop
es transdiferencien totalment [183], [200]. Degut a que Iexpressio de les catepsines
augmenta al llarg del temps d’activacio i la seva inhibicio reverteix en part el fenotip activat
d’aquestes cel lules, pensem que les catepsines B i D podrien modular parcialment la
transdiferenciacio i la perpetuacié de l'activacio de les CEH, caracteristiques fonamentals

pel seu potencial fibrogenic 1 en conseqliencia per a la fibrogenesi hepatica.

On es localitzaven les catepsines en les CEH 1 com son secretades a Iexterior cel Jular
son qliestions que també s’han abordat en aquest treball. Els resultats mostren com les
catepsines B i D col localitzen amb el marcador lisosomal LAMP2b en CEH activades. A
més, hem proposat una possible ruta d’internalitzacio de les catepsines des de 'exterior
cel lular cap als lisosomes ja que hem mostrat com les catepsines col localitzen amb
marcadors d’endosomes primerencs, Rab5A, i tardans, Rab7. Heinrich ¢z @/ ja havien
descrit previament la colocalitzacio de Bid amb CtsD en vesicules Rab5A positives en el
context de 'apoptosi induida per CtsD [114]. En aquest sentit, Lemansky ¢f /. van veure en
fetge de rata com la CtsD era secretada a I'exterior cel lular mitjangant vesicules [201]. Pel
que fa a la CtsB, s’havia vist com canvis en el pH pericel lular podien induir la seva secrecio
al medi extracel lular gracies a vesicules [202]. Aixi doncs, en el nostre model les catepsines
es localitzarien en els lisosomes, des dels quals serien secretades al exterior cel lular, on
podrien desenvolupar un paper clau en la degradaci6 de proteines de la matriu
extracel lular. Concretament, hem observat com la CtsB té la capacitat de degradar
proteines de la matriu extracel lular com el col lagen desnaturalitzat (gelatina). De fet, la
secreci6 de les catepsines s’ha correlacionat positivament amb la capacitat invasiva i
metastatica de certs tumors [203], [173], [204] ja sigui facilitant la invasié al degradar
proteines de la matriu extracel lular o activant altres proteases com Iactivador del
plasminogen tipus urocinasa [205]. El pH en el que actuarien les catepsines en lexterior
cel lular en aquest model requereix un estudi més detallat. S’ha descrit com la CtsB pot ser
secretada tant a pH neutre [200] com a pH acid, amb activitat endopeptidasa en el primer
cas 1 exopeptidasa en el segon. Al seu torn, la CtsD també pot ser secretada a I'exterior

cel ular [112]. El pH en el que actuaria la CtsD en el medi extracel lular és igualment
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controvertit, ja que pot actuar a pH acid [112] pero existeixen evidencies que podria
proteolitzar substrats com la prolactina a pH fisiologic [207]. En models d’inflamacio i
cancer s’ha descrit la disminuci6é del pH extracel lular [208], [209]. En el nostre cas aixo

podria estar afavorint Iactivacio de les catepsines secretades.

Les catepsines B i D, com ja s’ha mencionat anteriorment, sébn proenzims que per
arribar a ser actius han de ser processats. Previament s’ha descrit com les catepsines a més
d’activar-se autocataliticament [184], [106] poden ser activades per altres catepsines. En
aquest sentit, la CtsB és capag de processar la CtsD [105] i a I'inrevés [185]. Malgrat aquests
antecedents, 'activacio reciproca d’aquestes proteases en el model d’activacio en plastic de
les CEH no s’havia analitzat. En el nostre model, la inhibicié tant farmacologica com per
ARNI de la CtsB provoca una disminuci6 de la forma madura de la CtsD 1 un augment de
la proforma. Per altra banda, s’obtenen resultats identics sobre la CtsB al inhibir la CtsD.
Cal destacar que hem comprovat Pespecificitat dels inhibidors, veient-se una especificitat
total del Ca074-Me per la CtsB i de la Pepstatina A per la CtsD (dades no mostrades). Per
altra banda, també hem analitzat per PCR a temps real I'especificitat dels ARNi pels seus
ARN diana, sense veure creuaments (dades no mostrades). Un cop descartats els
creuaments, podem dir que existeix un relacioé entre ambdues catepsines de tal forma que al
inhibir-ne una té lloc paral lelament una disminuci6 de la forma activa de l'altra i un
augment la proforma, cosa que indicaria una manca de processament. Aixi doncs, en aquest
model es donaria un processament mutu entre la CtsB 1 la CstD 1 per tant, en inhibir la

CtsB estem afectant parcialment Pactivitat de la CtsD.

El mecanisme pel qual es dona una disminuci6 de la proliferaci6 cel lular i la migracié
al inhibir les catepsines també va ser un dels objectius d’aquest estudi. El PDGF és un
factor de creixement implicat en la transdiferenciaci6 de les CEH a CEH/MFs.
Concretament, s’ha descrit la seva participacio en processos com la proliferacié cel lular, la
quimiotaxi, la supervivencia [54], [1806] 1 la deposicio de col lagen [187]. Les catepsines B i
D s’han relacionat amb anterioritat amb la ruta de senyalitzacié induida per PDGF. En
aquest sentit, s’ha vist com Pestimulacié amb PDGF provoca una augment de la secrecio
de la CtsB al medi extracel lular de fibroblasts sinovials [210]. Les catepsines s’han implicat
de forma indirectament en la degradacié del receptor de PDGF en CEH i en conseqiiencia
amb una disminuci6 de la sensibilitat a 'estimul [191], [190]. Tot i aix0, aquests estudis no

havien aprofundit en I’analisi de la presencia de catepsines en la CEH, assumint que la CtsB
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[191] o la CtsD [190] eren les responsables de I'absencia del receptor PDGF en CEH
quiescents. Els nostres estudis han demostrat que aixo no ¢és possible ja que les CEH
quiescents no expressen catepsines. A més, el receptor de PDGF s’indueix durant el procés
d’activaci6 de les CEH, sent molt baixa la seva expressio en CEH quiescents [211]. Tenint
en compte aquests antecedents, hem analitzat com es veu alterada la ruta de senyalitzacio
d’AKT en resposta a PDGF BB davant de la inhibicié de les catepsines. En el nostre
model, el receptor PDGFB augmenta al llarg del procés d’activacio de la mateixa manera
que ho fan la resta de marcadors de fibrosi. Per altra banda, es dona una disminucio del
receptor induida per la unié al seu lligand, pero independent de la inhibicié de les
catepsines. Aixi doncs, sembla que les catepsines no provocarien una disminucié de la
sensibilitat al PDGF per la degradacié del seu receptor. A continuacié hem estudiat la
fosforilaci6 d’AKT davant de la inhibicié de les catepsines. La fosforilacio I’AKT davant
de Testimulaci6 amb PDGF es veu reduida al tractar les cellules previament amb
I'inhibidor de la CtsB, pero no el de la CtsD. Aquesta mateixa disminuci6 de la fosforilacio
es reprodueix al administrar un inhibidor de la PI3K. Davant d’aquests resultats semblaria

que la CtsB estaria participant en la ruta de senyalitzacié de PDGF.

Si la CtsB estigués participant directament en la ruta de PDGF, requeriria
probablement una localitzaci6 citosolica. Com la catepsina B es redistribueix en aquest
model des de la seva localitzacio lisosomal fins al citosol, és una qliestié que requereix un
estudi més profund. De forma teorica podem aportar certes aproximacions. S’ha descrit
com lestimulaci6 de les CEH amb PDGF augmenta lactivitat d’un intercanviador de
membrana Na’/H". Aquest intercanviador provoca una lleugera basificacié del pH de
Iinterior cel lular [212], [213], la qual cosa podria generar una redistribuciéd dels lisosomes
en l'interior cel lular [214] i un augment de I'exocitosi [215], [216]. L’esfingosina, producte
resultant de la metabolitzacié de la ceramida, també podria estar jugant un paper en la
desestabilitzacié del lisosoma al unir-se a la CtsB [88]. Aquesta qtiestié6 s’abordara més

endavant en aquesta discussio.

A causa del paper que les catepsines B 1 D juguen en el procés de transdiferenciacio i
perpetuaci6 de I'activacio de les CEH, es va voler analitzar 'impacte de la seva inhibici6 en
un model de fibrogenesi 7z vivo com el del CCl,. Canbay e¢f a/. van descriure amb anterioritat
la implicaci6 de la CtsB en el model de lligadura del conducte biliar en ratolins a nivell de

I’hepatocit, pero no a nivell de la CEH [97]. Per tal d’obtenir una bona estrategia d’inhibicio
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en el fetge a nivell global, hem analitzat la quantitat de CtsB 1 de CtsD que hi ha en les
CEH en comparacié amb la del fetge total. La CtsB es veu augmentada de forma molt
significativa amb el procés de transdiferenciacié de les CEH. En canvi, tant en fetge total
control com tractat amb CCl,, s’observen uns nivells de CtsB per sota del de les CEH
quiescents. Tot 1 que la CtsD també augmenta amb activacié de les CEH, els seus nivells
en fetges control o tractats amb CCl, resulten molt similars als trobats en CEH activades.
Per tal de confirmar aquestes observacions, hem analitzat per immunohistoquimica el patrd
d’expressio de les catepsines B i D en fetges control o tractats amb CCl,. La CtsB
s’expressa exclusivament a les CEH dels fetges tractats amb CCl,, mentre que no s’observa
marcatge en els fetges control i per tant en els hepatocits. La CtsD, en canvi, mostra un
patrd d’expressid més difus i similar entre els animals control i els tractats amb CCl,,
col localitzant parcialment en aquests tltims amb les CEH. Com a resum podem dir que la
CtsB augmenta la seva expressio amb el tractament amb CCl, a nivell de CEH. En canvi, la
CtsD tot i que augmenta amb el tractament amb CCl, a nivell de CEH, ja s’expressa a nivell
d’hepatocit en els animals control. Aixi doncs, a ’hora de plantejar estrategia a seguir en la
inhibici6 de les catepsines en el model 7z vivo, hem escollit la inhibicié de la CtsB enfront la
de la CtsD, degut al seu augment especific en la CEH 1 la seva abséncia en els fetges

control.

El model 7z vivo consisteix finalment en 'administracio del CCl, durant dues setmanes
després de les quals es coadministra el CCl, amb Pinhibidor de la CtsB. Aquestes dues
primeres setmanes permeten la induccio de I'activacié de les CEH i inici de la fibrogenesi.
I’administracio de I'inhibidor de la CtsB resulta en una disminucié del nimero de cel lules
a-SMA positives, la infiltraci6 de neutrofils, la sintesi de col lagen 1 per tant, en una
reduccio de la progressié de la fibrogenesi induida pel CCl,. Canbay ef @/, van veure que al
inhibir la CtsB es veia una disminucié del dany hepatocel lular, el qual contribueix a
'activacio de les CEH [97]. Aixi doncs, st s’eliminava el dany en hepatocit, disminuia en
part 'activacio de les CEH. Contrariament a 'observat per Canbay e/ @/, en el nostre model
la inhibici6 de la CtsB no genera una disminuci6 del dany hepatic causat per CCl,. Aquesta
observaci6 indicaria que la disminucié de la fibrosi hepatica observada es donaria per un
efecte sobre les CEH i no sobre el dany hepatic. Un aspecte que encara resta per clarificar
¢és la total absencia d’infiltracié de neutrofils observada en els animals tractats amb

I'inhibidor de la CtsB i el CCl,. Aquest fet podria indicar un efecte directe de la inhibici6 de
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la CtsB sobre els neutrofils, o bé una disminucio de les quimiocines secretades per les CEH

responsables de la quimioatraccio d’aquests.

Un cop demostrada la implicacio de les catepsines B 1 D en I'activacio de les CEH i en
el model de fibrogenesi hepatica s’ha aprofundit en la relacié existent en aquest model entre
les catepsines i 'esfingomielinasa acida (ASMasa). La relaci6 entre PASMasa i les catepsines
ja havia estat previament descrita en el context de I'apoptosi [88], [114], [107], pero no en el
model d’activaci6 7 vitro de les CEH. A més, ’ASMasa s’havia vist implicada en processos
tant de mort com de proliferacié cel lular [147], [153], processos fonamentals en el
desenvolupament de la fibrosi hepatica. Primerament, ens hem plantejat caracteritzar
Pactivitat ASMasa i NSMasa al llarg del temps d’activacio de les CEH. S’ha observat que
mentre que I’ASMasa augmenta al llarg del procés de transdiferenciaci6 de les CEH,
I’NSMasa es manté constant. La inhibici6 de PASMasa, tant farmacologicament com per
ARN;i, resulta en una disminucié significativa de les catepsines B i D i 'a-SMA, com a
marcador del procés de fibrosi. A més, la inhibicié de P’ASMasa provoca una disminucio de
la taxa de proliferacié de les CEH. Aixi doncs, sembla que existeix una relaci6 entre

I’ASMasa i les catepsines en el nostre model.

Com I’ASMasa modula la capacitat profibrogenica de les CEH ha estat una altra qiiestio
a resoldre en aquest treball. Treballs anteriors havien descrit com I’ASMasa podia intervenir
en rutes de proliferacio cel lular i supervivencia com la del PDGF [153], [154]. A més i com
ja s’ha mostrat en aquesta discussio, la CtsB participa en la proliferacio cel lular de les CEH
dins de la via del PDGF. Aixi doncs, s’ha analitzat 'impacte que la inhibicié de PASMasa
provoca sobre la proliferacié cel lular i quina relacié existeix amb la senyalitzacié per
PDGF. La inhibicié farmacologica de ’ASMasa provoca una disminucié significativa de la
proliferacié de les CEH activades, al igual que succeeix al inhibir la CtsB. I.’administracio
conjunta de I'inhibidor de ’ASMasa i el PDGF resulta en una disminucié de la fosforilacio
d’AKT induida pel factor de creixement. Aquestes observacions ens permeten establir que
la inhibicié de ’ASMasa en CEH activades provoca la disminucio6 de les catepsines B i D, la
qual cosa resulta en un efecte sobre la proliferacio cel lular i la fosforilaci6 ’AKT identic a
I'observat al inhibir especificament la CtsB. Aquest fet reforca la idea d’una relaci6 intima
entre aquestes proteines, apuntant que ’ASMasa podria trobar-se per sobre de les
catepsines en una possible ruta de senyalitzaci6 i regular aixi en part I'actuacid d’aquestes

proteases.
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El mecanisme pel qual PASMasa actua sobre la ruta de senyalitzacié del PDGF a través
de les catepsines requerira un estudi més detallat. Anteriorment en aquesta discussio ja s’ha
comentat una possible implicacio de ’ASMasa en la permeabilitzacié del lisosoma a través
de 'esfingosina [88]. Aquest mecanisme alliberaria la CtsB del lisosoma al citosol on, per un
mecanisme encara desconegut, podria participar en la senyalitzacié per PDGF. De fet, s’ha
descrit com les cellules de ratolins deficients en CtsD i CtsB tenen les rutes de
supervivencia 1 proliferacio cel lular alterades. Concretament s’ha vist com les neurones
procedents de ratolins deficients en CtsD, tenen una disminucié en la senyalitzacié de la
ruta de supervivencia PI3K/AKT, sent més sensibles a 'apoptosi [217]. Per altra banda, la
deficiencia de la CtsB, estudiada en el context del cancer, s’ha vist implicada en una

disminuci6 de la proliferacié de les cel lules tumorals [218].

Segons hem vist en el nostre model, PASMasa podria ésser profibrogenica, ja que la
seva inhibicid 7z vitro resulta en una menor expressié de marcador d’activacio de les CEH i
en una inferior taxa de proliferacio. Per altra banda, s’ha descrit que els ratolins deficients
en ASMasa (ASMasa”) posseeixen resisténcia a estimuls apoptotics [219], [220] i [141].
Tenint en compte aix0, el segiient objectiu que ens hem proposat és analitzar el fenotip
d’activacié de les CEH dels ratolins ASMasa”. Hem vist com les CEH procedents de
ratolins ASMasa”" tenen un fenotip més profibrogenic. A més, aquesta absencia d’ASMasa
s’acompanya d’un augment de I'expressio de la CtsB ila CtsD i de forma més primerenca.
Segons les observacions realitzades al inhibir P’ASMasa en ratolins salvatges, s’hagués
esperat que I'abséncia total ’ASMasa que presenten els ratolins ASMasa”™ hagués resultat
en una menor capacitat profibrogenica. Contrariament a I'esperat, les CEH procedents de
ratolins ASMasa”~ posseeixen un fenotip més profibrogénic. Aquesta contradiccié pot ser
explicada gracies a algun tipus de mecanisme de compensacié existent en els ratolins
ASMasa”. De fet, shan descrit amb anterioritat lexisténcia de mecanismes de

compensaci6 en altres models de ratolins deficients en certes proteines [221], [222].

La seglient qliestié que ens hem plantejat és quin pot ser el mecanisme responsable de
I'augment del potencial profibrogenic d’aquestes cel Tules. Degut a Paugment de catepsines
observat en el model d’activacié de les CEH procedents dels ratolins ASMasa” i a la
implicacié d’aquestes en la progressié de la fibrosi hepatica tant 7z vivo com in vitro, hem
escollit aquestes proteases com a possibles candidates responsables del fenotip. La inhibici6

farmacologica de la CtsB en CEH procedents de ratolins ASMasa”" resulta en una
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disminucié de l'a-SMA. A més, aquesta inhibicié provoca també una disminucié de la
capacitat proliferativa d’aquestes cellules. Aixi doncs, l'augment de la capacitat
profibrogenica observat en les CEH procedents de ratolins ASMasa” seria causat en part
per un augment de expressio de la CtsB en aquests animals. Aixo es donaria probablement

per un mecanisme de compensacio encara per determinar.

Finalment, 1 per tal de confirmar aquesta major capacitat profibrogenica de les CEH
dels animals ASMasa’~ hem analitzat el comportament de la fibrosi 4z o induida per CCl,
Animals ASMasa®* i ASMasa”" s’han sotmeés a tractament amb CCl, durant 4 setmanes.
Tot i que ambdos tipus d’animals tenen uns nivells de dany hepatocel lular similars, els
animals ASMasa’~ mostren una acumulacié de col lagen major causada pel CCl,. Aquests
animals també mostren un augment de les catepsines B i D i de 'a-SMA. Al analitzar a
nivell histologic els fetges d’aquests animals, es veu que els animals ASMasa”” mostren una
degeneracié dels macrofags residents cap a cellules escumoses [195], una major
acumulaci6 de fibra 1 una major infiltracid de neutrofils. Aquests resultats confirmen que
els animals ASMasa’" pateixen una fibrosi hepatica major davant de la induccié amb CCl,

probablement causada per un augment de les catepsines.

Com a resum d’aquesta discussié6 podem esquematitzar la participacié de la CtsB, la
CtsD i1 ’ASMasa en Iactivacié de les CEH segons s’il lustra en la Figura 49. En aquest
model les catepsines B i D es localitzarien en els lisosomes des dels quals podrien ser
secretades a Iexterior cel lular i internalitzades via endosomes. Es en la seva localitzacié
extracel lular on podrien jugar un paper important en la degradacid de la matriu
extracel 1ular i la progressié de la fibrosi. A més, probablement al lisosoma tindria lloc una
activacio reciproca entre la CtsB ila CtsD. Per altra banda, ’ASMasa podria estar implicada
en lactivaci6 de les catepsines i1 en la transdiferenciacié de les CEH. Catepsines 1 ASMasa
confluitien en aquestes céllules en la ruta de senyalitzaci6 PI3K/AKT, estimulada per
PDGF de tal manera que la seva inhibici6 evitaria I'activacio d’aquesta via i per tant, la
transcripcioé de gens implicats en la migracio, la quimiotaxi i la proliferacié cel lular (Figura

49).

148



6v1

HHAD ¥ 2P 01oeAnde,p $9003d [0 U2 BSENSY, [T (I T  soursdared sof op opedpnie  :gp eindry

Je|n|-|92 o1deJIay1j04d Sp

suab ap ondudsuel] < _

epJiel ewosopuy

JuaJawid ewosopul

ewososI

— eulwelidiw|
@)
° SN-t£0eD

&

Je|n|-|9se4Ixe new
e| 9p sauR10.d ap opepelbag

O1SSNISI(] @O°






.00 6. Conclusions







.00 Conclusions

A partir dels resultats obtinguts en aquest treball experimental es poden extreure les

segiient conclusions:

1.

Les catepsines B 1 D augmenten durant el procés de transdiferenciacié de les CEH

localitzant-se predominantment a lisosomes 1 endosomes.

Ambdues catepsines es secreten a exterior cel lular, on concretament la catepsina B

té capacitat de degradar proteines de la matriu extracel lular.

Existeix un processament mutu entre les catepsines B 1 D.

La inhibicio de les catepsines B i D provoca una disminucié del fenotip profibrogenic

de les CEH.

I’ASMasa augmenta selectivament al llarg del temps d’activacié de les CEH,
precedint la seva transdiferenciacié fet que no s’observa amb ’'NSMasa. La inhibici6

de ’ASMasa resulta en una disminucio de 'activacio de les CEH.

Existeix una jerarquia entre I'activacié de ’ASMasa i les catepsines B i D, on sembla

que ’ASMasa es situaria per sobre d’aquestes tltimes.

I’ASMasa 1 la catepsina B conflueixen en la ruta de senyalitzaci6 de PDGF. La
inhibicio farmacologica de qualsevol de les dues resulta en una disminucioé del fenotip

activat i la taxa de proliferaci6 de les CEH.

Les CEH procedents de ratolins ASMasa” presenten un fenotip més profibrogenic
degut a un mecanisme de compensacid6 del model transgenic, que provoca un
augment de la catepsina B. La inhibici6 en aquestes ccllules de la catepsina B

reverteix en part activacio.

Les catepsines i PASMasa podrien ser possibles dianes terapeutiques per revertir

P'activacio de les CEH i frenar la progressio de la fibrosi hepatica.
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Cathepsins B and D Drive Hepatic Stellate Cell

Proliferation and Promote Their Fibrogenic Potential

Anna Moles, Nuria Tarrats, José C. Fernandez-Checa,* and Montserrat Mari*

Cathepsins have been best characterized in tumorigenesis and cell death and implicated in
liver fibrosis; however, whether cathepsins directly regulate hepatic stellate cell (HSC) acti-
vation and proliferation, hence modulating their fibrogenic potential, is largely unknown.
Here, we show that expression of cathepsin B (CtsB) and cathepsin D (CtsD) is negligible in
quiescent HSCs but parallels the increase of a-smooth muscle actin and transforming
growth factor-f3 during in vitro mouse HSC activation. Both cathepsins are necessary for
HSC transdifferentiation into myofibroblasts, because their silencing or inhibition de-
creased HSC proliferation and the expression of phenotypic markers of HSC activation, with
similar results observed with the human HSC cell line LX2. CtsB inhibition blunted AKT
phosphorylation in activated HSCs in response to platelet-derived growth factor. Moreover,
during #n vivoe liver fibrogenesis caused by CCl; administration, CtsB expression increased in
HSCs but not in hepatocytes, and its inactivation mitigated CCls-induced inflammation,
HSC activation, and collagen deposition. Conclusion: These findings support a critical role
for cathepsins in HSC activation, suggesting that the antagonism of cathepsins in HSCs may

be of relevance for the treatment of liver fibrosis. (HEPATOLOGY 2009;49:1297-1307.)

iver fibrosis represents the final common patholog-

ical outcome of many chronic liver insults, and is a

major medical problem.!? Despite recent advances
in the understanding of the activation of hepatic stellate
cells (HSCs) and their role in liver fibrogenesis, relatively
little is known about the molecular mechanisms that reg-
ulate these processes.

Abbreviations: BDL, bile duct ligation; CtsB, cathepsin B; CtsD, cathepsin D;
ECM, extracellular matrix; GFAP, glial fibrillary acidic protein; HSC, hepatic
stellate cell; PDGF, platelet-derived growth factor; PDGFBR, PDGF-p3 receptor.
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As in other tissues, the fibrotic component of the liver’s
wound-healing response is mediated by myofibroblasts.
In the injured liver, myofibroblasts are potentially derived
from a number of cellular sources, including activated
HSC, which constitute a predominant reservoir for myo-
fibroblasts.!* HSCs are responsible for extensive synthesis
and deposition of extracellular matrix (ECM) during liver
fibrosis. Upon liver injury, HSCs undergo a phenotypic
transformation from nonproliferating, retinoid-storing
cells, to a proliferating, matrix-producing phenotype.!-®
HSC activation occurs in a two-step process: the initia-
tion phase is characterized by loss of retinoids and up-
regulation of cytoskeletal protein expression such as
a-smooth muscle actin (@-SMA) and desmin, and the
perpetuation phase is where the ensuing myofibroblasts
not only produce almost all of the ECM but also a broad
array of cytokines and chemokines that amplify HSC ac-
tivation via autocrine stimulation.® To date, treatment
for advanced liver fibrosis and cirrhosis is inefficient, and
the development of successful antifibrotic therapies is im-
perative.

The cathepsin family comprises the catalytic serine (ca-
thepsin G), aspartate (cathepsins D and E), and cysteine
(cathepsins B, C, H, F, K, L, O, S, V, and W) peptidases
that exhibit endopeptidase or exopeptidase activities.”
Apart from their known role in protein turnover, recent
data have revealed that cathepsins can also regulate mul-
tiple processes including neovascularization of endothe-
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lial progenitor cells,” antigen presentation,!? cell growth,
and tissue homeostasis.!'"!3 Moreover, cathepsins also
have important functions outside lysosomes. For exam-
ple, execution of programmed cell death, degradation of
ECM components, or induction of invasive cell growth
have been described when cathepsins are released into the
cytosol or secreted in the extracellular space.'*!'® Consis-
tent with these functions, and because ECM degradation
is a hallmark of tumorigenesis, aspartic protease cathepsin
D (CtsD) and the cysteine cathepsin B (CtsB) have been
implicated in cancer progression, invasion, and metasta-
sis.714,19-21

In addition, cathepsins have also been involved in liver
injury and fibrogenesis. For instance, cathepsin T and
CtsD activation has been observed in experimental fibro-

22 and previous studies reported high levels of

genesis,
CtsB, CtsD, and CtsL in serum of patients with cirrhosis
and hepatocellular carcinoma.???> Moreover, using two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, Kris-
tensen et al. reported the up-regulation of a number of
proteins, including CtsD, during the activation of rat
HSCs and liver fibrogenesis,”® whose expression corre-
lated with platelet-derived growth factor (PDGF) recep-
tor 3 levels during HSC activation.?’ Finally, Canbay et
al. described a lysosomal pathway of hepatocellular apo-
ptosis and liver injury following bile duct ligation (BDL)
in mice, in which CtsB played a key role, suggesting that
CtsB-mediated hepatocellular apoptosis contributed to
inflammation and fibrogenesis.?® However, despite these
investigations whether cathepsins (CtsB or CtsD) directly
regulate HSC activation and proliferation, or if modula-
tion of cathepsins expression in HSCs affects their fibro-
genic potential has not been specifically addressed.

Thus, our aim was to examine the contribution of CtsB
and CtsD in the activation of mouse HSCs 77 vitro and in
the development of fibrosis iz vive following CCly treat-
ment. We show that the levels of CtsB and CtsD are
negligible in quiescent HSCs but increase in parallel with
the up-regulation of @-SMA and transforming growth
factor- (TGF-B) during HSC transdifferentiation into
myofibroblasts. Genetic silencing or pharmacological in-
hibition of cathepsins mitigate HSC activation and hence
progression of liver fibrogenesis.

Materials and Methods

Isolation and Culture of Hepatic Stellate Cells.
C57BL/6 mice (8-12 weeks old) were from Charles River
Laboratories. All animals received humane care according
to the criteria outlined in the “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals”. HSCs were isolated from
C57BL/6 mice by perfusion with collagenase-pronase as
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described? with small modifications. HSCs were sepa-
rated from parenchymal cells by 60g centrifugation, and
the supernatant was collected for centrifugation at 450g
for 10 minutes. Pellet or nonparenchymal cells were re-
suspended and purified over a 17.2% Hystodenz density
gradient by centrifugation. The cloudy strip was collected
and the HSCs were cleaned with Krebs-Henseleit buffer
by centrifugation of 450¢ for 10 minutes. Cells were cul-
tured in Dulbecco’s modified Eagle medium comple-
mented with 10% fetal bovine serum, and antibiotics at
37°C in a humidified atmosphere of 95% air and 5%
CO,;. Culture purity was assessed by retinoid autofluores-
cence. Mouse HSCs were not passaged and were used
from day 2 to day 10.

In Vivo Liver Fibrogenesis. C57BL/6 mice were
treated with CCly at a dose of 5 uL (10% CCly in corn
oil)/g body weight, by intraperitoneal injection for 6
weeks twice a week. One hour before treatment with
CCly, and during the last 4 weeks, mice received either
CtsB inhibitor (Ca074Me) or vehicle. Stock solutions of
Ca074Me were made at a concentration of 10 mg/mL in
dimethyl sulfoxide. The stock was diluted 1:10 in saline
and administered at 10 mg/kg body weight by intraperi-
toneal injection. Control animals received vehicle alone.

CtsB and CtsD Activities. CtsB activity was assayed
fluorimetrically with Z-Arg-Arg-7-amido-4-methylcou-
marin hydrochloride (60 wmol/L) at pH 7.4 and 37°C as
previously described.? Briefly, the assay buffer employed
contained 20 mmol/L 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine
ethanesulfonic acid (HEPES; pH 7.4), 5% sucrose, 0.1%
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propane-
sulfonate, 2 mmol/L ethylene diamine tetraacetic acid
(EDTA), 5 mmol/L dithiothreitol, and 2 mmol/L cys-
teine. The fluorimetric assay (excitation wavelength: 360
nm; emission wavelength: 460 nm) was performed in 96-
well plates using 20 g of protein per sample. Similarly,
CtsD activity was determined fluorimetrically (Aex: 400
nm; Aem: 505 nm) using the specific substrate N-acetyl-
Arg-Gly-Phe-Phe-Pro-7-amido-4-trifluoromethylcou-
marin (60 umol/L) at pH 7.4 and 37°C. The assay buffer
contained 20 mM HEPES (pH 7.4), 5% sucrose, 0.1%
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propane-
sulfonate, 2 mM EDTA, and 5 mM dithiothreitol. Re-
sults were expressed as cathepsin activity (slope of
fluorescence emission after 40 minutes) per milligram of
protein.

In Vitro Small Interfering RNA Transfection. To
silence CtsB and CesD expression, specific predesigned
small interfering RNAs (siRNAs) for mouse were used for
transfection using Lipofectamine LTX and PLUS follow-
ing the manufacturer instructions. Briefly, 100 nmol/L

siRNA, 5 uL of PLUS, and 200 pL of Optimem were
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mixed for 15 minutes at room temperature. Lipo-
fectamine LTX (6 L) was added afterward, and the mix-
ture was transferred to a six-well plate after 25 minutes. In
some cases, cells were transfected with both siRNA
against CtsB and CtsD, evaluating the expression of
a-SMA, TGF-B, and 2',5"-oligoadenylate synthetase 1
(OASI). Cells were assayed usually 48 hours after siRNA
transfection.

[3H] Thymidine Incorporation. Proliferation was es-
timated as the amount of [*H]thymidine incorporated
into trichloroacetic acid (TCA)-precipitable material.
HSCs were cultured in a six-well plate, and transfected at
day 5. [°H]Thymidine (1 wCi/mL) was added at 12, 24,
and 48 hours after transfection and incubated for 24
hours. The reaction was stopped by addition of 2 mL cold
TCA (5%). After two rinses with cold TCA (5%), the
radioactivity incorporated into TCA-insoluble material
was recovered with 2.5 mL of 0.5 N NaOH and counted
by liquid scintillation counting.

Statistical Analyses. All images display representative
data from at least three independent observations. Statis-
tical analyses were performed using Microsoft Excel soft-
ware. The experiments were repeated at least three times.
The statistical significance of differences was performed
using the unpaired, nonparametric Student # test.

Reagents, Antibodies, and Methods. See Supporting
Methods.

Results

CtsB and CtsD Expression During Mouse HSC
Activation. Because the culture of HSCs is known to
induce its transdifferentiation into a myofibroblast-like
phenotype, fresh mouse primary HSCs were isolated to
analyze CtsB and CtsD expression at different time points
during culture. As shown in Fig. 1A, the expression of
CtsB and CisD was almost negligible in quiescent HSCs
(day 2); however, their levels markedly increased during
the time of culture with a maximum expression of both
cathepsins seen at days 7-10; moreover, its increase over
time paralleled the appearance of a-SMA (Fig. 1A), an
indicator of the phenotypic transformation of HSCs into
myofibroblasts. The higher protein expression observed
in Fig. 1A was accompanied by increased functional ac-
tivity of both cathepsins (Fig. 1B). More important, con-
ditioned media from overnight cultures of 7-day-old
HSCs revealed the presence of CtsB and CtsD in the
extracellular media (Fig. 1C). This is consistent with the
study by Kristensen et al., which reported the presence of
CtsD in the extracellular media from activated rat HSC
cultures.?® There is a molecular weight shift in the extra-
cellular media for both cathepsins compared to the form
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present in cellular lysates (Fig. 1C). In the case of the
secreted form of CtsB, the molecular weight is 25 kDa,
derived from the processing of the 30 kDa intracellular
active form.3! Unexpectedly, the molecular weight of the
secreted form of CtsD is approximately 28 kDa, smaller
than the intracellular 32 kDa double-chain of mature
CtsD form, which has not been described previously to
the best of our knowledge. Moreover, both CtsB and
CtsD were localized in lysosomes, as shown by confocal
imaging of 7-day-old HSCs double-stained with a lysoso-
mal marker, and anti-CtsB or anti-CtsD antibodies (Fig.
1D). In addition, both cathepsins colocalized with each
other in a punctate pattern (Fig. 1E), and colocalized also
with Rab5A and Rab7, early and late endosome markers,
respectively, indicating that these enzymes follow the se-
cretory pathway for its secretion to the extracellular media
(Fig. 1F).

CtsB and CtsD Silencing Down-Regulates Mouse
HSC Proliferation and Expression of Fibrogenic
Genes. We next examined the contribution of CtsB and
CtsD on HSC activation following CtsB/CtsD silencing
via siRNAs. To this end, 5-day-old HSCs were trans-
fected with control, CtsB, and/or CtsD siRNA. The tar-
geting of CtsB and CisD by siRNAs reduced their protein
levels by more than 80% in both cell lysates and extracel-
lular media (Fig. 2A). Silencing of either CtsB or CtsD
resulted in decreased cell proliferation (Fig. 2B), com-
pared to HSCs transfected with control siRNA, with a
more prominent effect observed for CtsD than CtsB. Si-
multaneous blocking of both cathepsins resulted in a syn-
ergic potentiation of the inhibitory effect on proliferation
(Fig. 2B). Moreover, down-regulation of CtsB and/or
CtsD also affected the levels of phenotypic markers of
HSC activation, such as -SMA and TGF-f3, as soon as
24 hours after transfection, without affecting the interfer-
on-responsive gene OAS1,% indicating that siRNA trans-
fection did not induce interferon response (Fig. 2C). As a
positive control of interferon-response, we used lipopoly-
saccharide (1 pug/mL, 24 hours) resulting in a six-fold to
seven-fold increase in OAS1 messenger RNA (mRNA)
(not shown). In addition, we observed a dramatic loss of
HSC migration, examined by a wound-healing assay, in
cells depleted of CtsB but not of CtsD, indicating a pos-
sible role of CtsB in the regulation of migration (Fig. 2D).
We also examined the effect of pharmacological inhibi-
tion of CtsB on HSC activation. Parallel to the effect
observed after silencing CtsB, its inhibition by Ca074Me,
a potent and specific CtsB inhibitor (Fig. 2E),* resulted
in the down-regulation of a-SMA and TGF- mRNA
both at the level of mRNA and protein (Fig. 2F).

Role of CtsB and CtsD in the Human HSC Cell
Line LX2. To examine the relevance of the preceding
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findings in human fibrogenesis, we next examined the
expression of CtsB and CtsD in LX2 cells, an immortal-
ized human HSC cell line similar to human activated
HSCs.34 As seen, LX2 exhibited the presence of both
CtsB and CtsD, not only in the cellular lysates, but also in
the extracellular media (Fig. 3A,B). In addition, CtsB
activity in LX2 cells was similar to that of 10-day-old
mouse HSC cultures (Fig. 3C). Silencing of CtsB by
siRNA transfection or its inhibition using Ca074Me was
observed to down-regulate -SMA mRNA and protein
levels in LX2 cells (Fig. 3D,E), whereas this effect was not
observed upon CtsD silencing (not shown). However,
reduction of CtsB and/or CtsD levels by siRNA decreased
cell proliferation, compared to control siRNA-transfected

7d 10d

10um

Fig. 1. Mouse HSCs express CtsB
and CtsD. (A) Time-course of CtsB,
CtsD, and «-SMA protein expression
by western blot. (B) CtsB and CtsD
activity. (C) CtsB and CtsD present
in the extracellular media (EM) differ
from the intracellular form (CL).
Western blot displaying two repre-
sentative experiments (experiment
#1: lane 1-2; experiment #2: lane
3-4). (D-F) Confocal imaging of
7-day-old HSCs displaying (D) CtsB,
CtsD, with a lysosomal marker
(LAMP2b), (E) among themselves,
and (F) with early (Rab5A) or late
(Rab11) endosome markers. Data
are means * standard deviation
(SD), n = 4 and *P = 0.05 versus
day 2 HSCs. Scale bar 10 um (D-F).

overlay

overlay

LX2 cells (Fig. 3F). In contrast, CtsB inhibition by
Ca074Me did not affect the expression of TGF-8 mRNA
in LX2 cells, nor their migration in a wound-healing assay
(not shown), probably reflecting the fact that TGF-f3 reg-
ulation and migration in fully activated LX2 cells may be
different compared to primary HSCs, which models the
initial phase of the transdifferentiation process.?>3¢
Processing of CtsB and CtsD in Mouse HSCs.
Cathepsins are synthesized as inactive precursors, which
are then processed either autocatalytically or by other en-
zymes to remove an N-terminal propeptide.’” For in-
stance, in mouse fibroblasts, CtsD processing has been
shown to require the function of cysteine cathepsins, such
as CtsB, to generate a mature CtsD form.?® Conversely,



HEPATOLOGY, Vol. 49, No. 4, 2009

MOLES ET AL. 1301

- - + siRNA CtsB i i
CIsB [wwm s | 20Dz E -m-EhAT.  -ASANACHD ¢ 12 S 2:332 312.3 = 3?2%’3 gggm
cL 200 - SIRNACIsB -0 GiNA CtsB+D <
=——== U
[ E 0.8
CtsB [~ ~~  |oskpaEM gp'® -
6 c 4
g5 Fog°f
‘5 £100 T — =4
. s 5 0.4
-+ -+ sANACSD 5% i -
S e B e | 52, 48 kDa E< = 'S ¥ o502
CtsD E 50 T 3 D
32 kDa q
B-actin I — c— __i 42 kDa > CL & ! . — - % OAS1 o-SMA TGF-8
CtsD [ww ~= wmw = |28kDa EM Time, hours
D E F - + - + Ca074-Me
0-SMA | s —_— 42 kDa
5 800
Z9o
' S5 600 1
! g E’ @ [ vehicle
1 o 400 S Ca074Me
2 i Lo
migration migration 3] @ ..?." “5 0,51
Vehicle Ca074-Me % ¢
E
0 g

o-SMA

TGF-p

Fig. 2. CtsB or CtsD silencing weakens HSC activation. (A) CtsB and CtsD expression, (B) proliferation, (C) OAS1, a-SMA and TGF-8 mRNA
expression, and (D) migration after CtsB and/or CtsD silencing for 48 hours in 5-day-old HSCs. CtsB activity (E) and «-SMA protein, and a-SMA
and TGF-B mRNA expression (F) after Ca074Me challenge (10 wmol/L) for 48 hours in 5-day-old HSCs. Data are mean % SD, in (B) and (C), n =
3 and *P = 0.05 versus siRNA Ctrl transfected HSCs; in (E) and (F), n = 3 and *P < 0.001 versus vehicle-treated HSCs.

CtsD has been shown to process CtsB precursor by the
cleavage of the procathepsin polypeptide.?® Thus, we ex-
amined the effect of CtsB/CtsD inhibition or silencing on
their reciprocal processing in primary mouse HSCs. As
seen, CtsB inhibition by Ca074Me increased the CesD
precursor proform (52 and 48 kDa), while decreasing the
mature form (32 kDa) (Fig. 4A). Similarly, after CtsD
inhibition by pepstatin A, an aspartyl protease inhibitor
that blocks CtsD activity among other proteases,“’ we
observed the down-regulation of the CtsB mature form
(30 kDa) (Fig. 4B). Comparable results were obtained
after silencing CtsB (Fig. 4C) and CusD (Fig. 4D) by
siRNAs. Altogether, these results imply that CtsB and
CtsD contribute to their mutual proteolytic processing in
primary mouse HSCs.

CtsB Modulates the Phosphoinositide 3-Kinase/
AKT Pathway in Activated Mouse HSCs. PDGF-£3
receptor (PDGFBR) plays a key role in the transforma-
tion of HSCs into myofibroblasts and has been suggested
as a putative target of cathepsins in activated HSCs.?74!
Thus, to investigate if CtsB and CtsD modulate the ex-
pression of PDGFBR, we first examined their levels as a
function of the activation of HSCs from day 2 to day 10 in
culture, and the effect of CtsB or CtsD inhibition on

PDGEPBR degradation after PDGF challenge. As ob-
served (Fig. 5A), PDGFfR increased its expression dur-
ing the activation of mouse HSCs, in parallel to the
expression observed for CtsB and CtsD (Fig. 1A). Phar-
macological inhibition of CtsB or CtsD did not affect the
degradation of PDGFR induced by its ligand PDGF
(Fig. 5B). However, although PDGEF elicited a rapid
phosphorylation of AKT, observed 15 minutes after
PDGF challenge in activated HSCs, this process was
markedly reduced in HSC cultures supplemented with
the CtsB inhibitor Ca074Me (Fig. 5C). Moreover, CtsD
inhibition by pepstatin A did not affect the phosphoryla-
tion of AKT induced by PDGF (Fig. 5C). Similar effects
were observed after inhibition of the phosphoinositide
3-kinase (PI3K)/AKT pathway by LY294002, which
blocked AKT phosphorylation by PDGF (Fig. 5D) and
decreased HSC proliferation following PDGF challenge
(Fig. 5E). Overall, these findings suggest that CtsB regu-
lates the mitogenic potential of HSCs via modulation of
AKT in response to PDGF.

CtsB Overexpression in CCly-Treated Mice. Be-
cause the preceding findings suggested a critical role of
CtsB and CisD in the activation of mouse primary HSCs,
we next examined their expression during in vivo liver
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Fig. 3. CtsB and CtsD in LX2 cells. (A) CtsB and CtsD expression by western blot in LX2 cells, and (B) its presence in the extracellular media.
In (B), the western blot displays two representative experiments (experiment #1: lane 1-2; experiment #2: lane 3-4). (C) CtsB activity in LX2 cells
and 10-day-old HSCs. (D) a-SMA protein and (E) mRNA expression after CtsB silencing for 48 hours. (F) Proliferation after CtsB and/or CtsD silencing.
Data are mean = SD, in (D), n = 3 and *P = 0.001 versus control HSC; in (E), n = 3 and *P = 0.05 versus siRNA control-transfected LX2 cells.

fibrogenesis induced by CCly, a well-established model of
liver injury. Immunohistochemical staining of liver sec-
tions displayed an intense staining of CtsB only in CCly-
treated mice that colocalized with glial fibrillary acidic
protein (GFAP), an HSC marker? (Fig. 6A). In contrast,
CisD staining of liver sections exhibited a more diffuse
pattern similar in control and CCly-treated livers that
partially colocalized with GFAP (Fig. 6B). Because these
findings suggested that the increased expression of CtsB
during liver fibrogenesis is restricted to HSCs and because
this particular cathepsin has been involved in tumor ne-
crosis factor—mediated and cholestasis-mediated hepato-
cellular injury, and free fatty acid-induced hepatic
lipotoxicity in HepG2 cells,?®#34% we examined the activ-
ity of CtsB and CisD in CCly-treated liver in comparison
with that of 2-day-old and 10-day-old mouse HSC cul-

tures. Whereas CtsD activity was similar in the liver of
control or CCly-treated mice, and in 10-day-old HSC
cultures, the activity of CtsB was very low in mouse liver,
regardless of CCly treatment, compared to the activity
observed in 10-day-old HSCs (Fig. 6C). Similar results
were observed when analyzing CtsB and CtsD protein
levels (Fig. 6D), confirming the immunohistochemical
findings (Fig. 6A,B). Thus, these results indicate that
CtsB and CusD are differentially expressed in HSCs and
hepatocytes during CCly-induced liver fibrogenesis, and
that CtsB up-regulation is limited to HSCs in CCly-
treated mice.

CtsB Inhibition Mitigates CCli-Mediated Liver Fi-
brogenesis. Given the above findings, we next asked
whether CtsB inhibition could be of relevance in revers-
ing liver fibrogenesis in vivo following CCly administra-
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Fig. 4. CtsB and CtsD processing in HSCs. (A) Inhibition of CtsB in 5-day-old HSCs with Ca074Me (10 umol/L) for 24 hours affects CtsD
processing. (B) Similarly, CtsD inhibition, with pepstatin A (10 ug/mL) for 24 hours, resulted in less CtsB active form. (C,D) Parallel results were
observed after CtsB or CtsD silencing. Data are mean *= SD, *P = 0.05 versus untreated HSCs.
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tion. In order to stimulate HSC activation before
inhibiting CtsB, CCly was administered twice a week for
2 weeks, followed by CCl; and Ca074Me administration
for 4 additional weeks (Fig. 7A). CtsB inhibition by itself
did not alter any of the parameters studied in control
animals (Fig. 7). The CCly challenge for 6 weeks in-
creased serum alanine aminotransferase compared to con-
trol or vehicle levels, which was not significantly altered
after CtsB inhibition by Ca074Me (Fig. 7B). Hematoxy-
lin & eosin staining of liver sections (Fig. 7C) displayed
ECM accumulation and sinusoidal dilatation in CCly-
treated mice, which were decreased after treatment with
Ca074Me. These therapeutic effects were not due to im-
paired metabolism of CCly in Ca074Me-treated animals
because microsomal cytochrome P450 2E1 activity was
comparable in both CCly-treated groups irrespectively of
the presence of the inhibitor (not shown). However, CtsB
inhibition in CCly-treated mice resulted in a more pre-
served architecture of liver parenchyma with less fibrosis.
Moreover, as shown in Fig. 7D, determination of the
hydroxyproline content in the liver revealed a significant
decrease in collagen accumulation in CCly-treated mice
that received Ca074Me, compared to mice challenged
with CCly alone. This result was further confirmed by the
increased detection of collagen fibers by Sirius Red stain-
ing (Fig. 7E) in CCly-treated animals compared to those
treated with CtsB inhibitor. In addition, CtsB inhibition in

CCly-treated animals decreased o-SMA—positive staining of
liver sections, accompanied by almost negligible neutrophilic
infiltration as determined by myeloperoxidase staining (Fig.
7F). Thus, these findings indicate that whereas the function
of CisB in CCly-induced hepatocellular damage is negligi-
ble, CtsB plays a critical role in 772 vivo liver fibrogenesis.

Discussion

Cathepsins are lysosomal proteases that have been
mainly involved and best characterized in tumorigenesis
and metastasis due to extensive ECM remodeling and in
the regulation of cell death pathways.!821454¢ Although
cathepsins have been implicated in liver fibrogenesis as
well,22% their role in the regulation of HSC biology and
their fibrogenic potential is largely unknown. This report
provides evidence for a critical role of cathepsins, partic-
ularly CtsB and CtsD, in HSC activation and prolifera-
tion, modulating their transdifferentiation into a
myofibroblast-like phenotype that ultimately controls
liver fibrogenesis.

We show that CtsB and CtsD expression increase dur-
ing in vitro mouse HSC activation and that this up-regu-
lation occurs largely in lysosomes, although a significant
fraction is secreted in the extracellular media. The colo-
calization of cathepsins with markers of early and late
endosomes indicates that the release of lysosomal cathep-
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sins follows the secretory pathway to potentially modulate
ECM components and plasma membrane HSC recep-
tors.

Previous studies reported that secreted CtsB contrib-
uted to the degradation of PDGFBR,#! suggesting that
the inability of PDGF to induce HSC proliferation in
quiescent HSCs was due to the degradation of PDGFSR.
However, our findings portray a different scenario ac-
cording to which CtsB would directly modulate HSC
proliferation by a novel mechanism. Genetic and pharma-
cological antagonism of CtsB prevents the proliferation of
either activated murine HSCs or the immortalized human
LX2 cells. However, rather than regulating the degrada-
tion of PDGEFPR in response to its ligand PDGF, we

observed that the inhibition of CtsB impairs the phos-
phorylation of AKT by PDGEF. Thus, these findings sug-
gest that CtsB positively regulates the PI3K/AKT
pathway in response to PDGF. The exact mechanism or
intermediate proteins responsible for the decreased acti-
vation of AKT observed in the absence of CtsB activity 77
vitro after PDGF challenge is of utmost importance and
merits further investigation.

In addition to preventing HSC proliferation, down-
regulation of CtsB and CtsD negatively regulates the ex-
pression of phenotypic markers of HSC activation such as
a-SMA and TGF-f. These findings indicate that cysteine
and aspartyl cathepsins directly modulate the early trans-
differentiation and perpetuation phase of HSC activa-
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tion, critical steps for the regulation of their fibrogenic
potential and hence liver fibrogenesis. However, whereas
we also observed a decrease in TGF-f3 expression in pri-
mary mouse HSCs, TGF-B8 mRNA levels did not change
in LX2 cells, probably reflecting that these cells are more
differentiated than 5-day-old mouse HSCs and that the
regulation of TGF-f3 at this stage of differentiation may
be different, as suggested by others.3>3¢

An important finding of this study is the description of
active CtsB and CtsD in the extracellular media of HSCs,
both in primary mouse HSCs and in human LX2 cells.
This observation is significant because decreased pH may
occur at local sites of tissue injury during inflammation,

favoring the activation of secreted cathepsins. In fact, se-
cretion of cathepsins correlates positively with invasive-
ness tumor
entities, implying that CtsB facilitates invasion by
degrading ECM components or by activating other ma-

trix-degrading proteases like the urokinase-type plasmin-
47

and metastatic
7,17,31

properties of many

ogen activator.

Given the role of CtsB/CtsD in orchestrating the
proliferating and fibrogenic potential of activated
HSCs, we next addressed their impact on liver fibro-
genesis 772 vivo. Extending the previous observations of
Canbay et al. in the BDL model of liver fibrogenesis,?®
we analyzed the role of CtsB in CCly-mediated liver
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fibrosis. In agreement, we observed that pharmacolog-
ical inhibition of CtsB prevented the increase in
a-SMA up-regulation, collagen synthesis, and neutro-
phil infiltration induced by CCly. In contrast, although
CtsB inhibition in BDL-induced liver fibrosis reduced
hepatocellular damage, which was shown to contribute
to HSC activation,?® we observed that CtsB inhibition
did not ameliorate the liver damage caused by CCly,
probably reflecting that the involvement of CtsB in
hepatocellular damage may well be stimuli-depen-
dent.2843.44 Besides, the up-regulation of CtsB during
CCl4 administration was confined to HSCs, with al-
most undetectable levels found in hepatocytes, as evi-
denced by its colocalization with GFAP, and by
biochemical analyses of CtsB activity. In this regard
and given the nature of GFAP staining, we cannot rule
out the participation of CtsB in other myofibroblastic
populations in the liver.4>48 Similarly, and given the
complex posttranslational regulation of cathepsins,?”-38
we cannot discard the involvement of other related
family members in the activation of HSCs and modu-
lation of their fibrogenic potential.

Finally, a relevant aspect of our findings is that the
CtsB inhibitor Ca074Me, administered 2 weeks after
CCly treatment to allow the initial activation of HSCs,
was able to reduce fibrosis progression. Although further
research in this area is needed, our results position HSC
cathepsins as potential therapeutic targets for the treat-
ment of liver fibrosis.
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