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RESUMEN

El envejecimiento es el principal factor de riesgo para el desarrollo de la fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI), un patologia pulmonar progresiva y generalmente letal. Aunque los
mecanismos patogénicos de esta enfermedad aun no estan claros, el estrés del reticulo
endoplasmatico (RE) y los defectos en la proteostasis que, también se han relacionado con el
envejecimiento, estan fuertemente asociados con la patogénesis de la FPI. Utilizando como
modelo los ratones deficientes en la proteasa Afg4b, que reproduce parcialmente las
condiciones de disminucion de la autofagia reportadas en el envejecimiento y en pulmones de
FPI, mostramos por primera vez in vivo como los defectos en la autofagia y la induccién del
estrés de reticulo endoplasmico (RE), contribuyen simultaneamente al desarrollo de fibrosis
pulmonar. Observamos que cuando ratones deficientes de Atfg4b son tratados con
tunicamicina, un inductor del estrés de RE, tienen una expresion incrementada de marcadores
de estrés de RE, inflamacion y apoptosis de células epiteliales alveolares en comparacion con
ratones WT. Después del tratamiento con tunicamicina, los pulmones deficientes de Atg4b
muestran acumulacion LC3-l, lo que demuestra que estos ratones a pesar de las condiciones
de estrés de RE, no inducen la autofagia. También demostramos que la deficiencia de la
autofagia en los pulmones de ratones Atg4b-/-, esta asociado con un dafo pulmonar
exacerbado, apoptosis del epitelio alveolar y desarrollo de fibrosis pulmonar a los 21 dias
después del tratamiento con tunicamicina. Estos hallazgos indican que la proteina ATG4B y la
autofagia son esenciales para atenuar el estrés de RE inducido por la tunicamicina y prevenir

la apoptosis de las células epiteliales y el desarrollo de fibrosis pulmonar.
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ABSTRACT

Aging is the main risk factor for the development of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), a
progressive and usually lethal lung disorder. Although the pathogenic mechanisms are
uncertain, endoplasmic reticulum (ER) stress and impaired proteostasis that have been linked
with aging are strongly associated with the pathogenesis of IPF. Using the Atg4b-deficient
mice as a model, that partially reproduces the autophagy deficient conditions reported in aging
and IPF lungs, we show for the first time how autophagy impairment and ER stress induction,
contribute simultaneously to development of lung fibrosis in vivo. Increased expression of ER
stress markers, inflammation and apoptosis of alveolar epithelial cells were observed in Atg4b-
deficient mice compared to WT mice, when treated with the ER stress inducer tunicamycin.
After tunicamycin treatment, Atg4b null lungs showed accumulation of its substrate LC3-I,
demonstrating that these mice failed to induce autophagy despite the ER stress conditions.
We also showed that compromised autophagy in lungs from Atg4b null mice is associated with
exacerbated lung damage, epithelial apoptosis and the development of lung fibrosis at 21 days
after tunicamycin treatment. Our findings indicate that ATG4B protein and autophagy are
essential to mitigate ER stress and to prevent tunicamycin-induced epithelial apoptosis and

lung fibrosis.
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ANTECEDENTES

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una de las patologia pulmonares mas agresivas
(Selman et al.,, 2010). El origen de esta enfermedad es aun desconocido, sin embargo,
diversos estudios han mostrado que la muerte de las células epiteliales alveolares debido a
dafos cronicos, es un evento clave que desencadena una respuesta de cicatrizacion o
reparacion aberrante, lo que resulta en un depédsito excesivo de matriz extracelular que
obstruye los espacios alveolares e impide el intercambio gaseoso. Como consecuencia de
esto, los pacientes que padecen esta enfermedad presentan dificultades para respirar
(Selman & Pardo, 2006; Pardo & Selman, 2016).

La FPI afecta principalmente a personas mayores de 65 afos, por lo que se ha propuesto
que es una enfermedad asociada al envejecimiento (Selman & Pardo, 2014). Actualmente,
esta enfermedad no tiene cura, y el unico tratamiento efectivo es el trasplante pulmonar. Los
mecanismos moleculares que estan asociados al desarrollo de esta enfermedad, aun no son
claros, sin embargo, se ha propuesto que el desarrollo de FPl esta asociado con un
envejecimiento acelerado del pulmén, el cual esta caracterizado por un incremento en la
senescencia celular y una pérdida en la capacidad de reparacion del epitelio alveolar, lo que
lo hace mas susceptible al dafio (Minagawa et al., 2011; Chilosi et al., 2013; Selman et al.,
2016).

Durante el envejecimiento, diversos procesos celulares se deterioran y afectan la
capacidad de las células para responder ante algun dafio. Entre las funciones celulares
afectadas, se encuentran los mecanismos de proteostasis, 1o que conlleva a alteraciones en el
plegamiento y degradacion de las proteinas. Se ha propuesto que una caracteristica del
envejecimiento es la pérdida de la proteostasis la cual se ha observado también en diversas
enfermedades asociadas a la edad (Lépez-Otin et al., 2013). Las proteinas mal plegadas
pueden llegar a acumularse en el citoplasma o en organelos como el RE, en este ultimo
induciendo estrés de RE, un mecanismo que si no se resuelve adecuadamente, puede
conducir a la muerte celular. La eliminacion de estos agregados toxicos en el reticulo
endoplasmico, se da principalmente por la autofagia (Varadarajan et al., 2012; Olzmann et al.,
2013). Este proceso de degradacion intracelular contribuye al mantenimiento y supervivencia
de las células, al remover proteinas dafiadas o de larga vida, asi como organelos que pueden
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ser potencialmente dafinos para las células. Diversas investigaciones por separado, han
mostrado que en el pulmdn de pacientes con FPI, hay una acumulacion de proteinas dafadas
y un incremento en los niveles de estrés de reticulo endoplasmico asociado con una severa
disminucién de la autofagia (Lawson et al., 2008; Korfei et al., 2008; Patel et al., 2012; Araya
et al., 2013). En este trabajo, evaluamos el papel del estrés de reticulo endoplasmico y la
autofagia en el desarrollo de fibrosis pulmonar. Usando como modelo un raton genéticamente
modificado, deficiente de la proteasa ATG4B, que imita las condiciones de disminucion de la
autofagia en el pulmén observada en pacientes con FPI, mostramos cémo la inhibicion de la
autofagia exacerba el estrés de reticulo endoplasmico y esto promueve una mayor
inflamacion en el pulmon y el desarrollo de fibrosis. Los resultados que se muestran en este
trabajo, amplian el panorama acerca de los mecanismos involucrados con alteraciones en la
proteostasis y su asociacion con el desarrollo de FPI. Asi mismo, en este trabajo proponemos

que la modulacién de la autofagia puede ser una estrategia terapéutica en el desarrollo de
FPI.
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INTRODUCCION

ENVEJECIMIENTO

Aspectos moleculares del envejecimiento.

En afnos recientes, ha incrementado el interés y el numero de investigaciones para
entender los mecanismos moleculares que conllevan al envejecimiento. En 2013, Lopez-Otin,
et al., definieron al envejecimiento como “el resultado en la disminucién o alteracion
progresiva de distinfos procesos celulares, lo cual conlleva a la pérdida de la integridad
fisiolégica incrementando la vulnerabilidad a la muerte”. Asi mismo, se propusieron nueve
caracteristicas moleculares que se han observado durante el envejecimiento de distintos
organismos: senescencia celular, inestabilidad gendmica, alteraciones en la comunicacion
intercelular y en la deteccion de nutrientes, cambios epigenéticos, acortamiento de teldmeros,
agotamiento en las poblaciones de células madre, alteraciones en las funciones
mitocondriales y pérdida de la proteostasis (Figura 1). Estas nueve caracteristicas han sido
definidas como primarias, antagonistas e integrativas. Las caracteristicas primarias son
aquellos procesos que conllevan al daino molecular durante el envejecimiento, tales como la
inestabilidad gendmica, el acortamiendo de teldbmeros, las alteraciones epigenéticas y la
pérdida de la proteostasis (Lopez-Otin et al., 2013). Alteraciones en la deteccion de nutrientes
y en las funciones mitocondriales, asi como la senescencia celular, han sido agrupadas dentro
de las caracteristicas antagonistas, ya que, la estimulacidon en bajos niveles de estos
procesos, resulta en efectos benéficos al proteger a los organismos del dafio y de la
deficiencia de nutrientes, sin embargo, una mayor estimulacién puede resultar en efectos
deletéreos para las células. Por ultimo, dentro de las caracteristicas integrativas se
encuentran el agotamiento en las poblaciones de células madre y alteraciones en la
comunicacion intercelular, las cuales se ha sugerido que ocurren como respuesta a la
acumulacion de un dafo constante que no puede ser resuelto por mecanismos
homeostaticos. Diversos estudios han mostrado que regular la actividad de cada uno de estos
procesos, puede retrasar o disminuir los efectos asociados al envejecimiento (Lopez-Otin et
al., 2016).
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FIGURA 1. Caracteristicas moleculares del envejecimiento. Durante el envejecimiento se han descrito nueve
procesos celulares que se encuentran alterados: inestabilidad gendmica, acortamiento de telémeros,
alteraciones epigenéticas, pérdida de la proteostasis, alteraciones en la comunicacion intercelular y en la
deteccion de nutrientes, disfuncién mitocondrial, senescencia celular y agotamiento en las poblaciones de células
madre (Tomada de L6pez-Otin et al., 2013)

Il. Proteostasis en el envejecimiento

La proteostasis se refiere a los mecanismos celulares que controlan la sintesis,
plegamiento, localizacién y degradacion de las proteinas. Diversos tipos de estrés dentro de
las células, asi como propiedades intrinsecas de las cadenas polipeptidicas, pueden afectar el
plegamiento de las proteinas y alterar la proteostasis. La maquinaria de traduccion,
chaperonas y co-chaperonas, asi como el sistema ubiquitina-proteosoma y la autofagia,
conforman una red de proteostasis encargada de mantener la integridad del proteoma (Hetz,
et al., 2015). Diferentes estudios han demostrado que durante el envejecimiento hay un
deterioro de la proteostasis. Cuando ocurren alteraciones en el plegamiento de las proteinas,
estas pueden llegar a acumularse y formar agregados toxicos dentro de las células. Esto se
ha visto principalmente en enfermedades neurodegenerativas, tales como el Alzheimer,
Parkinson y Huntington, asi como en otras patologias asociadas al envejecimiento como las

cardiomiopatias, o la FPI.
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En cerebro se ha visto que durante el envejecimiento, mas de 100 genes que codifican
para chaperonas, se encuentran reprimidos, de los cuales 58 pertenecen a distintas familias
de este tipo de proteinas, por ejemplo, las HSP (Heat Shock Proteins, por sus siglas en
inglés) HSP90, HSP70, HSP60 y HSP40, las cuales evitan la formacion de agregados
proteotoxicos dentro de las células. De forma interesante, genes que codifican para estas
familias de chaperonas, también se encuentran reprimidos en Alzheimer. Esto ha sugerido
que el incorrecto plegamiento de las proteinas y el subsecuente colapso de la proteostasis, se
debe en parte a alteraciones en la expresion de las chaperonas y esto podria estar asociado
con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento (Brehme
et al., 2014).

Por otro lado, en piel y en linfocitos humanos, se ha visto que el contenido de proteosomas
no cambia con la edad, sin embargo, su actividad disminuye en personas de edad avanzada,
y esto podria estar asociado con la presencia de modificaciones post-traduccionales en
ciertas subunidades del proteosoma que estarian afectando su funcién (Bulteau et al., 2000;
Carrard G et al., 2003). Asi mismo, diversos estudios in vitro e in vivo en diferentes
organismos, han demostrado que la inhibicion del proteosoma o de la autofagia, induce
senescencia y alteraciones metabdlicas, disminuye la supervivencia celular e incrementa la
acumulacién de proteinas danadas y la formacion de agregados téxicos (Figura 2). Estos
resultados sugieren que defectos en la actividad del proteosoma y la autofagia, favorecen el
desarrollo de fenotipos asociados al envejecimiento (Torres et al., 2006; Chondrogianni et al.,
2003; Kang et al., 2011; Tomaru et al., 2012).

Por otro lado, se ha propuesto que la proteostasis contribuye en la estabilidad del material
genético. El ratdn deficiente en los genes que codifican para las chaperonas Hsp70.1 y
Hsp70.3, desarrolla espontdneamente inestabilidad gendémica y de telobmeros, y muestra
defectos en la reparacion del DNA después del dano inducido por calor o radiacion ionizante
(Hunt et al., 2004). Asi mismo, la actividad del proteosoma y la autofagia también estan
involucradas en el mantenimiento de la integridad gendmica. La ubiquitinacion y degradacién
via proteasoma de proteinas como las ciclinas o las CDKs (cyclin-dependent kinases, por sus
siglas en inglés) es importante para mantener la regulacién del ciclo celular y también para

evitar la propagacion de células que podrian estar acumulando dafios en su genoma.
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En el caso de la autofagia, se ha visto que este proceso celular es esencial para preservar
la integridad del material gendmico. La inhibicion de la actividad autofagica, altera la
reparacion del DNA por medio de los mecanismos de recombinacién homologa y NHEJ (non-
homologous
end joining, por sus siglas en inglés) lo que conlleva a la acumulacion de dafio e inestabilidad
genomica (Liu et al., 2015). Aunque estos resultados no han sido estudiados durante el
envejecimiento, es importante mencionar que una de las caracteristicas del envejecimiento y
de enfermedades asociadas a la edad, es la inestabilidad gendémica, por lo que no se debe
descartar que las alteraciones en la proteostasis no solo afectan el control de calidad de las
proteinas, sino también podrian estar contribuyendo a la pérdida de la integridad del genoma
durante el envejecimiento. Es probable que el colapso en la red de proteostasis conlleve a la
alteracion de diversos procesos celulares y viceversa, asi mismo, se ha sugerido, que la
pérdida de la proteostasis contribuye al desarrollo de enfermedades denominadas como
patologias asociadas a la conformacién de las proteinas, tales como, enfermedades
neurodegenerativas y cancer, en las cuales se considera que el envejecimiento es uno de los
principales factores de riesgo en la incidencia de estas enfermedades (Labbadia & Morimoto,
2015).

FIGURA 2. El envejecimiento se caracteriza por un colapso en la proteostasis. En este modelo se muestra
que cuando los organismos son jévenes, se mantiene la integridad de las proteinas (esferas verdes) en distintos
tejidos (linea roja, verde y azul) lo que previene alteraciones en la funcion tisular. Durante el envejecimiento, hay
una pérdida de la proteostasis lo que afecta el plegamiento de las proteinas (esferas rojas), favoreciendo la
formacién de agregados citotoxicos que pueden contribuir al desarrollo de diversas enfermedades (Tomada y
modificada de Labbadia & Morimoto, 2015)
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AUTOFAGIA

La autofagia comprende uno de los sistemas proteoliticos de la célula a través del cual,
diversos componentes citoplasmaticos como proteinas y otras biomoléculas, son degradados
a través de esta via para mantener niveles 6ptimos de aminoacidos y energia que pueden ser
posteriormente utilizados por las células. Una de las principales caracteristicas de la
autofagia, es la formacién de vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas, las
cuales secuestran todos aquellos componentes citoplasmaticos que podrian estar
comprometiendo la supervivencia de las células, desde agregados de proteinas, hasta
organelos completos como mitocondrias, peroxisomas, reticulo endoplasmico e incluso
organismos patdégenos como bacterias, para posteriormente degradarlos por medio de
enzimas lisosomales (Figura 3). La autofagia se considera un mecanismo que promueve la
supervivencia celular, ya que este proceso se activa ante diversos estimulos que ejercen un
estrés, como por ejemplo, la deficiencia de nutrientes, el estrés de reticulo endoplasmico, las
especies reactivas de oxigeno, ROS (Reactive Oxygen Species, por sus siglas en inglés),
entre otros, contribuyendo de esta manera, al mantenimiento de la homeostasis celular
(Mizushima & Komatsu, 2011).

Existen tres tipos de autofagia: 1) La macroautofagia, en la cual el material citoplasmico es
secuestrado en vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas, posteriormente
éstas se fusionan con los lisosomas formando los autolisosomas, en donde se llevara a cabo
la degradacién. 2) La microautofagia, en donde el material a degradar es invaginado
directamente por el lisosoma y su degradacién ocurre al interior de éste organelo, 3) La
autofagia mediada por chaperonas, que se caracteriza por la degradacion de proteinas que
contienen la secuencia de aminoacidos KFERQ y son reconocidas por la proteina HSC70,
que junto con la proteina de membrana lisosomal LAMP-2A, introducen a las proteinas al

lumen del lisosoma para su degradacion (Galluzzi et al., 2017) .
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FIGURA 3. La autofagia se caracteriza por la formacién de vesiculas de doble membrana denominados
autofagosomas. Fotografia de microscopia electrénica en fibroblastos de ratén, los cuales muestran
mitocondrias y fragmentos de reticulo endoplasmico internalizados en vesiculas autofagicas (Tomada de
http://square.umin.ac.jp/molbiol/english/RESEARCH/index.htm| tomada por Dr. Chieko Kishi-Iltakura).

l. Biogénesis de los autofagosomas
La via de la autofagia, puede dividirse en 5 grandes etapas: inicio, nucleacién, elongacion,
fusién y degradacion (Figura 4). Cada una de las cuales, requiere la presencia de las

proteinas ATG (Autophagy-related, por sus siglas en ingles).
Inicio y nucleacion.

En mamiferos, durante el inicio o activacion de la autofagia ocurre la formacion del fagéforo
o membrana de aislamiento. El origen de la membrana del fagéforo puede provenir de
distintas fuentes, ya que se ha sugerido que en subdominios del reticulo endoplasmico, o en
sitios de contacto entre el reticulo endoplasmico y la mitocondria, se lleva a cabo el
reclutamiento de diversas proteinas que participaran en la formacion de los autofagosomas
(Yla-Anttila et al., 2009; Hamasaki et al., 2013). Durante la nucleacion, las primeras proteinas
en ser reclutadas en estos sitios son ULK1, FIP200, ATG13, ATG101 y ATGS9, estas proteinas
conforman el complejo ULK, el cual, durante la induccién de la autofagia debido a condiciones
de estrés o deficiencia de nutrientes, se disocia de la cinasa mTOR (considerado como el
principal regulador negativo de la autofagia) (Koyama-Honda et al., 2013). La disociacién de
ULK de la cinasa mTOR, también es importante para que ocurra el reclutamiento del complejo
PI3K de clase I, el cual incluye a Beclin 1, ATG14L, VPS34, p150, AMBRA1 y ATG1 (ltakura
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& Mizushima, 2010). En el sitio de formacion de la membrana de aislamiento, también son
reclutadas las proteinas p62 y NBR1. Ambas proteinas, funcionan como adaptadores o
receptores del material citoplasmico que sera degradado via autofagia. Tanto p62 como
NBR1, poseen dominios de interacciéon con LC3, lo que les permite ser reconocidos e
internalizados en los autofagosomas (ltakura & Mizushima, 2011). Un evento critico para la
generacion de la membrana del fagéforo o membrana de aislamiento, es la generacién del
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) a través de la cinasa PI3K. La sintesis de PI3P es llevada a
cabo a través de la fosforilacion del fosfatidilinositol (Pl) en la posicion 3’ del anillo de inositol.
Durante la formacion del fagéforo, se ha observado que la produccion de PI3P ocurre en
ciertos dominios del reticulo endoplasmico denominados omegasomas, los cuales son los
sitios primarios de nucleacion del autofagosoma (Axe et al., 2008), donde ademas también se
ha visto que se localiza la proteina ATG14L, la cual recluta a la cinasa PI3K hacia el reticulo
endoplasmico y es ahi donde ocurre la generacién de PI3P, de esta forma contribuyendo
también a la determinacion del sitio especifico de biogénesis de los autofagosomas
(Matsunaga et al., 2010). La generacion de PI3P es importante para la estabilizacién fagoforo,
pero interesantemente se ha visto que ATG14L, a través de su dominio carboxilo terminal,
censa la curvatura de la membrana de los autofagosomas, lo que contribuye a la elongacién y
posterior ensamblaje de demas proteinas en las membranas de los autofagosomas (Fan et
al., 2011).

FIGURA 4. Representacion esquematica de las distintas etapas de la autofagia en mamiferos. (A) En
respuesta a un estimulo de estrés, se induce la formaciéon y nucleacién de una estructura pre-autofagosomal
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conocida como membrana de aislamiento o fagéforo. (B) El fagéforo se va elongando y se empieza a formar
una estructura de doble membrana, conocida como autofagosoma, que al mismo tiempo empieza a secuestrar e
internalizar distinto material citoplasmico. (C) Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas, y la membrana
interna de las vesiculas autofagicas asi como el material secuestrado, se empiezan a degradar por medio de
distintas enzimas lisosomales. El material degradado, es regresado hacia el citoplasma para su posterior
reciclaje. (D) Fotografia de microscopia electrénica en las que se muestra la formacion de un autofagosoma y (E)
su posterior fusidon con un lisosoma en la que se observa mitocondrias degradadas (Tomada y modificada de
Meléndez & Neufeld, 2008)

Elongacion y maduracion de los autofagosomas.

La elongacion de los autofagosomas, requiere de dos sistemas de conjugacion tipo
ubiquitina denominados sistema ATG12 y sistema LC3. En el sistema ATG12, el grupo
carboxilo localizado en el dominio C-terminal de la proteina ATG12 es activado por medio de
la enzima de activacion E1, ATG7. Posteriormente, ATG7 por medio de su residuo de cisteina
cataliticamente activo, se unira a través de un enlace tioéster a ATG12 y transferira al residuo
de cisteina de ATG10, una enzima de conjugacion tipo E2, la cual unird covalentemente a
ATG12 a ATGS a través de un enlace isopeptidico (Figura 5). En el sistema de LC3, ésta
proteina se encuentra en una forma precursora o inmadura denominada pro-LC3, la cual es
procesada por la enzima ATG4 para exponer un residuo de glicina en su extremo carboxilo
terminal (Nakatogawa, 2013). El corte de LC3, da lugar a la forma citosolica denominada LC3-
|. ATG7 activa a LC3-l, y la transfiere a ATG3, que funciona como una enzima E2 y que a su
vez se unira al complejo ATG12-ATG5-ATG16L1, para catalizar el enlace amida entre LC3 y
el lipido fosfatidiletanolamina (PE, phosphatidylethanolamine, por sus siglas en inglés),
generando la forma LC3-ll la cual se anclara en la membrana externa e interna del
autofagosoma (Hanada et al., 2007). La participacién de estos sistemas de conjugacioén, asi
como la formacion de LC3-Il, permite la elongacién y cierre de las vesiculas autofagicas
(Figura 5). Sin embargo, también se ha visto que durante la maduracion de los
autofagosomas los sistemas de conjugacion son esenciales para la fision de las membranas
asi como para la posterior degradacion de la membrana interna dentro de los
autofagolisosomas (Tsuboyama et al., 2016).
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FIGURA 5. Participacion de los sistemas de conjugaciéon durante la formaciéon de los autofagosomas.
Distintos organelos como el reticulo endoplasmico, aparato de golgi, mitocondria o la membrana plasmatica,
pueden contribuir a la formacion de las membranas del autofagosoma (azul). Para la elongacion y maduracion de
los autofagosomas, son esenciales dos reacciones de conjugacion tipo ubiquitina. En la primera reaccion, ATG12
es activado por ATG7 y posteriormente por medio de ATG10, es transferido para unirse con ATG5 y ATG16,
formando un complejo proteico que se encontrara unido a la membrana exterior del autofagosoma (verde). En la
segunda reaccion, ATG4B cataliza el procesamiento de LC3 (rojo) para exponer un residuo de glicina en el cual,
por medio de ATG7 y ATG3, se le unira el lipido PE, lo que le permitira integrarse a ambas membranas del
autofagosoma. Ambas reacciones son necesarias para la maduracion de las vesiculas autofagicas (Tomada y
modificada de Jimenez-Sanchez et al, 2008).

Formacién de los autolisosomas, degradacion y reciclaje.

La siguiente etapa es la fusion de los autofagosomas con los lisosomas para llevar a cabo
la degradacion del cargo secuestrado. Se ha visto que en condiciones ricas en nutrientes, los
lisosomas co-localizan con el complejo mTOR (mammalian Target of Rapamycin, por sus
siglas en inglés); cuando ocurre la induccion de autofagia los lisosomas se disocian de mTOR
y se posicionan en las regiones perinucleares (Korolchuk et al., 2011). En células de
mamifero, los autofagosomas se forman en la periferia de las células, sin embargo, existen
estructuras pre-autofagosomales que se encuentran en todo el citoplasma. Los
autofagosomas maduros, se transportan a través de los microtubulos por medio del complejo
motor de dineina hacia las regiones perinucleares en donde se encuentran los lisosomas
(Jahreiss et al., 2008; Kimura et al., 2008). Aun no se ha elucidado cémo es que este

complejo reconoce e interactua con los autofagosomas, o a través de qué proteinas lo hace.
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En hepatocitos de rata, se ha visto que durante condiciones basales la desestabilizacion de
los

microtubulos por el tratamiento con nocodazol o vinblastina, no afecta la formacion de
vesiculas autofagicas y se ha observado que las estructuras pre-autofagosomales no
interactuan con los microtubulos, probablemente para evitar su fusion prematura con los
lisosomas. Por el contrario, cuando se induce la autofagia por déficit de nutrientes y se inhibe
la polimerizacién de los microtubulos, la formacion de los autofagolisosomas disminuye
significativamente. Estos resultados indican que los microtubulos son esenciales para
posicionar a los autofagosomas hacia la regiéon perinuclear y facilitar su fusién con los
lisosomas (Kochl et al., 2006). Otras proteinas como las kinesinas KIFC2 y KIFC3 participan
en el transporte de vesiculas por los microtubulos hacia el area perinuclear, y se ha propuesto
que interactuan con proteinas de la via de la autofagia tales como ATG1/ULK1 (Hirokawa et
al., 2009). Proteinas como la GTPasa Rab7, la miosina VI, la kinesina 5B (KIF5B), la histona
desacetilasa 6 (HDACG6), asi como la sintaxina 17 (STX17, perteneciente a la familia de las
SNARESs), ATG14, entre otras, también son esenciales para el transporte y fusién de los
autofagosomas con los lisosomas (Cardoso et al., 2009; Tumbarello et al., 2012; Nakamura et
al., 2017; Lee et al., 2010). Por otra parte, experimentos in vitro han demostrado que la fusién
de los autofagosomas con los lisosomas, involucra dos mecanismos: la fusion completa que
conlleva a la formacion de un organelo hibrido, el autofagolisosoma, o la fusion parcial y
transitoria (también conocida como “kiss-and-run), en la que se distinguen dos vesiculas
independientes, y a través del cual se ha especulado que es posible que por medio de
multiples eventos se libere el contenido de los autofagosomas hacia los lisosomas (Jahreiss et
al., 2008).

Una vez que se han formado los autofagolisosomas, la membrana interna de los
autofagosomas, los receptores p62 y NBR1, asi como el material citoplasmico secuestrado,
seran degradados por diversas enzimas lisosomales, tales como las catepsinas B, D y L. Las
macromoléculas degradadas por esta via, son devueltas hacia el citoplasma en forma de
unidades monomeéricas para que sean re-utilizadas en la sintesis de nuevos componentes

celulares (Mizushima, 2007) (Figura 6).
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FIGURA 6. La autofagia contribuye a la eliminaciéon y reciclaje de material intracelular. Cuando se induce la
autofagia y la formacién del fagéforo, el material que sera degradado via autofagia es reconocido por la proteina
p62 el cual funciona como un receptor que reconoce Yy recluta al material dafino, y al mismo tiempo interactua
con LC3 para internalizar los componentes citosolicos en los autofagosomas. Cuando los autofagosomas se
fusionan con los lisosomas (autolisosomas), la membrana interna de los autolisosomas, p62 y el material
secuestrado son degradados y posteriormente devueltos al citoplasma en forma de unidades monomeéricas que
seran recicladas y con ello contribuirdn a la formacion de nuevas moléculas de acuerdo a las necesidades
celulares (Tomada de Wang et al., 2017).

PROTEASAS ATG4 Y SU RELEVANCIA EN LA AUTOFAGIA.

El descubrimiento de la autofagia, ha permitido establecer el desarrollo de diversos
enfoques genéticos con el objetivo de identificar y caracterizar todos aquellos componentes
que participan en esta via, como por ejemplo, los sistemas de conjugacion, los cuales son
esenciales para la formacién de los autofagosomas. Como ya se mencioné anteriormente, se
requieren 2 sistemas de conjugacion para la elongacién del fagéforo y la maduracién de un
autofagosoma, en el primer sistema participan las proteinas ATG12 y ATG5 (también
conocido como sistema de conjugaciéon ATG12), y el segundo sistema de conjugacion
llamado sistema LC3 o sistema de lipidacién ATGS8, en el cual participa la cistein proteasa

ATG4. En este proyecto, se utilizé un modelo deficiente en el sistema ATG4B/LC3.
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En 1998, el gen de ATG4, fue identificado en Saccharomyces cerevisae, y se sugirido que
esta proteina podia estar interactuando con ATG8 (el ortélogo de LC3 en levaduras) y los
microtubulos para dirigir a los autofagosomas hacia las vacuolas (Lang et al., 1998).
Posteriormente, diversos estudios describieron la funcion de ATG4, clasificandola como una
cistein proteasa con funciones similiares a las enzimas de ubiquitinacion y desubiquitinacion,
que ademas es esencial en la maquinaria autofagica. Estos estudios, revelaron que ATG4
interactua con ATGS8 en el citosol y procesa su extremo COOH terminal a través de un corte
proteolitico, el cual es necesario para la asociacion de ATGS8 con el lipido PE y su posterior
anclaje a las membranas de los autofagosmas (Kirisako et al., 2000; Kim et al., 2001). Esta
reaccion de conjugacion es reversible y se demostré6 que en S. Cerevisae, ATG4 libera a
ATG8 de la membrana externa de los autofagosomas, actuando como una enzima des-
lipidante o de des-conjugacion. De forma interesante, afectando la funcion deslipidante de
ATG4, la formacion de nuevos autofagosomas se ve alterada (Nakatogawa et al., 2012; Nair
et al., 2012). Por tanto, ATG4 es esencial en la autofagia no sélo para permitir la conjugacion
de ATGS8 con PE y facilitar la formacion y maduracion de los autofagosomas, sino para
mantener un equilibrio entre las formas lipidadas y no lipidadas de ATGS8, ya que contribuye al
reciclaje de ATG8 cuando el flujo de autofagia y la formacién de autofagosomas se

incrementan ante algun estimulo (Yu et al., 2012; Nakatogawa et al., 2007).

La familia de las cistein proteasas ATG4 en mamiferos

Después del descubrimiento de la proteina ATG4 en levaduras, Marifo et al., reportaron la
identificacion y caracterizacion de cuatro proteinas ortdlogas ATG4 en humanos
denominadas: ATG4A (autofagina-2), ATG4B (autofagina-1), ATG4C (autofagina-3) y ATG4D
(autofagina-4). Los analisis de la secuencia de aminoacidos de las cuatro autofaginas,
revelaron que tienen ciertas similitudes con la secuencia de ATG4 en levaduras (Marifio et al.,
2003). Sin embargo, las principales diferencias de ATG4 entre ambos organismos, radican en
los extremos amino y carboxilo terminal. Por otra parte, el residuo de cisteina que se
encuentra en el sitio activo de estas proteasas y los aminoacidos que la rodean, son
caracteristicas que se encuentran conservadas en humano, raton y levaduras (Marifio et al.,
2003; Wu et al., 2012). La maquinaria central de la autofagia se encuentra conservada desde
levaduras hasta mamiferos; sin embargo, a lo largo de la evolucion este proceso ha adquirido
complejidad, especialmente en los mamiferos (Abounit et al., 2012; King, 2012). La presencia

de solo una proteina ATG4 en levadura, mientras que en mamiferos existen 4 homdlogos
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(ATG4A, B,C y D), podria ser explicada por el hecho de que las levaduras expresan un solo
sustrato ATG8, mientras que en mamiferos hay 6 homologos distintos de ATGS8: cuatro
proteinas MAP1LC3 (Microtubule, Associated Protein 1 Ligth-chain 3, por sus siglas en
inglés); MAP1LC3A, MAP1LC3B, MAP1LC3B2, MAP1LC3C, también conocidas como LC3,
dos proteinas GABARAP (Gamma y-aminobutyric acid-receptor-associated protein-like 1;
GABARAP and GABARAPL1) y la proteina GATE-16 (Golgi-associated ATPase enhancer of
16 kDa), todas ellas constituyen la familia ATG8 en mamiferos (Slobodkin et al., 2013) (Figura
7).

FIGURA 7. Los sustratos de la familia Atg8 son esenciales para la formacién y maduraciéon de los
autofagosomas. En S.cerevisae, Atg8 es la unica proteina requerida para la formacién de los autofagosomas.
En mamiferos hay 6 homoélogos (LC3A, LC3B, LC3B2, LC3C, GABARAP, GABARAPL1, GATE-16), los
cuales son procesados a través de un corte proteolitico por medio de las proteasas ATG4, para posteriormente
conjugarlos con PE. El principal sustrato es LC3, el cual se encuentra en una forma precursora (proLC3) y es
activado por medio de un corte proteolitico el cual es catalizado esencialmente por ATG4B (LC3-l), aunque
ATG4A también tiene afinidad por este sustrato y puede participar en su procesamiento. Una vez que LC3 es
activado, es transferido a ATG7 y posteriormente a ATG3 para ser unido covalentemente con PE (LC3-Il)
(tomada de https://www.mblintl.com/products/Ic3-at8/).

ATGA4B: La principal enzima en la via de la autofagia en mamiferos.

Los homodlogos de Atg8 parecen desempenar diferentes papeles en la biogénesis del
autofagosoma, y estudios previos han indicado que podrian ser procesados diferencialmente
por los homologos de Atg4. En un estudio bioquimico donde se midié la actividad enzimatica y
la eficiencia cinética con la que las cuatro proteasas ATG4 pueden procesar los diversos

homodlogos de ATGS8, se concluyd que las distintas proteasas tienen diferente especificidad
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por cada uno de los sustratos. ATG4A procesa preferencialmente a GATE-16, GABARAP y
ATGS8L pero no procesa a LC3B, mientras que, ATG4B puede procesar a todos los sustratos.
Por el contrario, ATG4C y ATG4D son las enzimas que tienen la menor afinidad para procesar
los diferentes sustratos (Li et al., 2011). Esto puede deberse a que, aunque las enzimas
tienen una afinidad similar para unirse a los diferentes homologos de ATG8, hay importantes
diferencias estructurales entre cada una de las cistein proteasas lo que cambia la eficiencia

para procesar a los sustratos.

Ademas de ciertas diferencias en la secuencia de aminoacidos y la posicion espacial del
sitio catalitico, es importante mencionar que las cuatro ATG4 asi como los diversos sustratos
ATGS, tienen diferentes patrones de expresion en distintos tejidos, por ejemplo, GABARAP y
GATE-16 predominan principalmente en bazo y corazon, respectivamente, comparados con
LC3B quien muestra una expresién homogénea en diferentes tejidos (Tanida, et al., 2004), y
se ha propuesto que cada uno de estos sustratos participa en diferentes etapas durante la
formacion de los autofagosomas asi como en distintos tipos de autofagia. Tal es el caso de la
proteina GABARAP, la cual se ha visto que su participacion es esencial durante la fusion de
los autofagosomas con los lisosomas, y junto con GATE-16, sensan la curvatura de las
membranas de los autofagosomas (Schaaf et al., 2016; Landajuela et al., 2016). Al igual que
las proteinas de la familia ATG8, se ha demostrado que cada una de las autofaginas tiene una
expresion diferencial en varios tejidos: ATG4A se ha detectado casi exclusivamente en
musculo esquelético, mientras que ATG4B se expresa principalmente, en cerebro, corazon,
musculo esquelético, higado, pulmoén y pancreas. Por el contrario, ATG4C tiene mayores
niveles de expresion en testiculos, ovarios, bazo, corazén, musculo esquelético e higado y
finalmente la expresién de ATG4D ha sido detectada esencialmente en testiculos y musculo
esquelético (Marifio et al., 2003). Por medio de estudios cristalograficos, se ha observado que
los residuos que se encuentran en la triada catalitica tipica de las cistein proteasas, estan
conservados en las cuatro proteasas ATG4, sin embargo, también se ha visto que hay ciertos
cambios estructurales que probablemente estén teniendo un impacto en el reconocimiento de
los sustratos (Sugawara et al., 2005). Es probable hipotetizar que, durante la evolucion de la
autofagia en mamiferos, la maquinaria que participa en este proceso comenzd a requerir
diferentes sustratos con funciones especificas durante la biogénesis de los autofagosomas y
quiza, como resultado de esta complejidad, la divergencia de las cuatro proteasas ATG4,
conllevé a una especializacion para el reconocimiento y la especificidad de los diferentes
sustratos.
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Como ya se ha mencionado previamente, ATG4B/autofagina-1, es la proteasa ATG4 que
tiene la mayor afinidad por cada uno de los sustratos homodlogos de ATG8. En humanos, el
gen de Atg4b se localiza en el cromosoma 2, mientras que en raton se encuentra en el
cromosoma 1 (Figura 8 A y B). A través de la generacion de redes de interaccion que
incluyen datos experimentales asi como modelos predictivos, se ha visto que ATG4B ademas
de interactuar con la maquinaria autofagica, como los diversos sustratos de la famila Atg8,
ATG7, ATG10, p62, ULK1, también tiene interacciones con proteinas como annexina 1
(ANXA1), la proteina proaptotica con actividad de cinasa serina/treonina STK3, la proteina
MLSTS8, la cual interactta con mTOR entre otras (Figura 8 C). Estos analisis indican que
ademas de sus funciones como enzima de conjugacion y des-conjugacion, ATG4B también

podria estar interactuando con otras proteinas para regular la actividad autofagica.
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FIGURA 8. Localizacion de ATG4B en el cromosoma de ratéon y humano y la interaccion de esta proteasa
con otras proteinas. (A) El gen de Atg4b en ratén se localiza en el cromosoma 1 (B) en humano Atg4b se
encuentra en el cromosoma 2. Tomadas de https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=ATG4B&keywords=atg4b,mus,musculus y
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/Location/View?db=core;g=ENSMUSG00000026280;r=1:93751500-
93790610, respectivamente. (C) Red de interaccion establecida a partir de bases de datos y modelos
computacionales los cuales predicen las distintas asociaciones que ATG4B puede tener con otras proteinas.
Tomada de https://string-db.org/cgi/network.pl?taskld=QzNYAOGDQru2%C3%A7

Se ha demostrado que LC3B es el principal sustrato involucrado en la elongacion del
fagoéforo y cierre de los autofagosomas (Satoo et al., 2009). La estructura cristalografica de
ATG4B ha revelado caracteristicas Unicas que son esenciales para el procesamiento de los
sustratos, especialmente LC3. El residuo Leu232 presente en ATG4B, interactua con LC3, sin
embargo, en ATG4A esta posicidn esta ocupada por una lle, y como se mencioné en parrafos
anteriores, LC3 es el sustrato por el que ATG4A tiene menor afinidad (Satoo et al., 2009;
Hemelaar et al, 2003). Esto sugiere que la presencia de ciertos residuos de aminoacidos o
sitios regulatorios, podrian ser también responsables de la especificidad de ATG4B por los
sustratos. Asi mismo, se ha visto que la secuencia de aminoacidos de ATG4C y ATG4D es
mas grande que la de ATG4A y ATG4B. Esto podria resultar en cambios en el
posicionamiento espacial del sustrato y su interaccion con el sitio catalitico, lo cual podria
explicar no solo las diferentes afinidades cinéticas con las que las proteasas se unen y
procesan a los sustratos, sino quiza también funciones adicionales no relacionadas con el
proceso de autofagia. Adicionalmente, LC3 también posee diferencias estructurales con
GABARAP y GATE-16 lo que también podria favorecer un mejor posicionamiento estérico
dentro del sitio catalitico de ATG4B lo que le confiere mayor afinidad comparado con los

demas sustratos (Sugawara et al., 2004) (Figura 9).

FIGURA 9. Las distintas proteasas ATG4 procesan a los diferentes sustratos esenciales para la
formacién y maduracién de los autofagosomas. (A) Atgdb es la principal proteasa que tiene mayor afinidad
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por los distintos sustratos de la familia Atg8. LC3, GATE-16, GABARAP y ATG8L son procesados por las
proteasas ATG4 lo que resulta en la exposicidn de una glicina en una posicidon especifica en el carboxilo
terminal la cual, por medio de las proteinas ATG7, ATG3 y el complejo ATG5-ATG12, es conjugada con el lipido
PE, lo que les permitira a los sustratos anclarse a las membranas del autofagosoma. Posteriormente, ATG4B
también libera a LC3 de la membrana externa de los autofagosomas para que pueda reciclarse. (B) Orgenelos
dafados como los peroxisomas, mitocondrias, u otro material citotoxico como bacterias o agregados de
proteinas, son identificados y seleccionados por p62 para reclutarlos al interior de los autofagosomas. La
conjugacion de LC3 (rectangulos azules), permite la elongacién de los autofagosomas y su fusiéon con los
lisosomas (esferas rojas). Una vez que esto ocurre, ATG4 libera a LC3 de la cara citosolica de los
autofagosomas, mientras que la membrana interna del autofagosoma que también contiene a LC3, es degradada
dentro de los autolisosomas al igual que todos los componentes citosoélicos (tomada de Till & Subramani, 2010).

Mecanismo de accion y regulacion de la actividad de ATG4B.

Para que ocurra el anclaje de LC3 en las membranas de los autofagosomas, es necesario
que su carboxilo terminal sea procesado por ATG4B y de esta manera pueda ser conjugado
covalentemente con el lipido PE. La estructura cristalografica de LC3 y ATG4B ha revelado
ciertas caracteristicas esenciales en ambas proteinas para que ocurra el mecanismo de
conjugacion y des-conjugacion. Se ha visto, que la regién catalitica de ATG4B comparte
similitudes estructurales con las papainas, (una famila de cistein proteasas que incluyen
diversas catepsinas lisosomales) y con enzimas de des-ubiquitinaciéon (Figura 10 B). Sin
embargo, ATG4B posee un dominio auxiliar que no se encuentra en otras enzimas y se ha

propuesto que podria participar en el reconocimiento del sustrato (Kumanomidou et al., 2005).

En el amino terminal de ATG4B se encuentra la triada catalitica compuesta por los
aminoacidos cisteina, aspartato e histidina localizados en las posiciones 74, 278 y 280
respectivamente, que a su vez se encuentran conservados entre las cuatro autofaginas
(Figura10 Ay B).
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FIGURA 10. La estructura de ATG4B muestra similitudes con otras cistein proteasas. (A) Representacion
superficial de Atg4b. El sitio activo y el sustrato propuesto que reconocen los residuos se etiquetan
individualmente. Debajo se muestra una ampliaciéon del del sitio activo, que incluye a los aminoacidos Y54, C74,
W142, D278 y H280, los cuales se muestran en representacion de bola y palo. La esfera roja es una molécula de
agua. El bucle de la tapa (residuos 258-263) cubren el sitio activo (B) La estructura de ATG4B muestra que es
similar a enzimas como las papainas, las cuales también son cistein proteasas, sin embargo, sus principales
diferencias radican en el posicionamiento del sitio activo. Tomada y modificada de Kumanomidou et al, 2006.

ATG4B esta constituida por diversas estructuras secundarias como lamina 3 plegadas, y a-
hélice, las cuales forman dominios auxiliares que la distinguen de otras enzimas. Ademas la
formacion de distintas estructuras secundarias favorecen que ATG4B reconozca de manera
especifica a los sustratos (Figura 11) ATG4B posee un loop regulatorio que previene la
exposicion de la cisteina del sitio activo, manteniéndola en un estado de autoinhibicion.
ATG4B reconoce a LC3 a través de su motivo LIR (LC3-interacting region, por sus siglas en
inglés) localizado en su carboxilo terminal, el cual interesantemente no se encuentra en
ATG4C ni ATG4D (Skytte et al.,, 2017). Sin embargo, en su extremo amino terminal, se
encuentra una secuencia conocida como motivo AIM (ATG8-familiy interacting motif, por sus
siglas en inglés) que también participa durante el reconocimiento e interaccién con LC3
(Noda et al., 2010).
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FIGURA 11. Diagrama topolégico de ATG4B. La cistein proteasa ATG4B posee a-hélices que se muestran de
color purpura. Las hojas B plegadas aparecen como flechas de color morado claro. La estructura de ATG4B
posee en total 3 beta plegadas, 2 loops beta, 13 cadenas con 12 alfa hélices, 3 horquillas beta, 7 interacciones
entre hélices, 29 giros beta y 4 giros gamma.

Una vez que el sustrato ha sido reconocido y se ha unido, ocurren cambios
conformacionales en ATG4B que permiten la entrada de LC3 al sitio catalitico. ATG4B, corta
en una arginina especifica (Arg68) que se encuentra en el carboxilo terminal de LC3 para
exponer una glicina generando la forma LC3-I (no conjugada) (Liu et al., 2013; Tanida et al.,
2004). Posteriormente, el complejo ATG3-ATG12-ATG5-ATG16L1, catalizara el enlace amida
que permitira la conjugacion entre LC3 y el lipido PE, generando la forma LC3-Il. Una vez que
la forma conjugada de LC3 (LC3-Il) se ha anclado a los autofagosomas y éstos ultimos se han
fusionado con los lisosomas, ATG4B funciona como una enzima de desconjugacioén y libera a
LC3 de la membrana externa de los autofagolisosomas (Sugawara et al., 2004; Sugawara et
al., 2005). Se ha propuesto que el complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 funciona como un
andamio e interactua con LC3-Il en las vesiculas autofagicas. ATG4B rompe esta interaccion
y nuevamente a través de los motivos LIR y AIM, se une a LC3 para catalizar el proceso de
desconjugacion (Skytte et al., 2017; Satoo et al.,, 2009) manteniendo de esta manera, un
balance entre las formas no lipidadas y lipidadas de LC3. La sobreexpresion de una forma
inactiva de ATG4B, con una mutacién especifica en su sitio catalitico (ATG4B®"**) afecta de
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manera negativa la autofagia ya que no ocurre el procesamiento y lipidacion de LC3 y por
tanto, la formacion de autofagosomas se ve severamente disminuida (Fujita et al., 2008)
(Figura 12).

A @0

AMP
Atg4s\l atp PP % %
Atg4B
G A, S R S =)
PE

Excess Atg4B mutant

Excess Atg4B mutant

FIGURA 12. ATG4B procesa a LC3 y posteriormente lo libera de la membrana de los autofagosomas. (A)
Atg8 (LC3 en mamiferos), se encuentra como una forma precursora en el citosol (proLC3). En la ARG117,
ATG4B corta a LC3, para que se exponga la GLY116 en donde se unira PE (LC3-PE), para después poder
integrarse a la membrana del fagéforo. Una vez que los autofagosomas han madurado y se fusionan con los
lisosomas, ATG4B libera a LC3 para que pueda ser re-utilizado en la formacién de nuevos autofagosomas (B)
Mutaciones en el sito catalitico de Atg4B impiden que se lipide a LC3 y como consecuencia no hay formacién de
autofagosomas Fernandez & Lépez-Otin, 2015).

Por otra parte, las modificaciones post-traduccionales como la fosforilacién, ubiquitinacion,
acetilacién, O-GlcNacilacion y modificaciones redox, funcionan como un mecanismo para
regular la actividad de distintas proteinas de la maquinaria autofagica (McEwan et al., 2011).
Por ejemplo, LC3 puede ser fosforilado o desacetilado, lo cual tiene efectos al inhibir o
estimular la autofagia, respectivamente (Cherra et al., 2010; Lee et al., 2009). Por su parte, las
funciones de ATG4B pueden ser reguladas a través fosforilacion, ubiquitinacion y
modificaciones redox. Se ha visto que el estrés por deficiencia de nutrientes, ademas de
inducir la autofagia, también contribuye en la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), especialmente H,0, (perdoxido de hidrégeno), las cuales, se sugiere que actuan como
moléculas de sefializacién en la via autofagica y son esenciales durante este proceso, ya que

en ausencia de ROS, no hay formacion de autofagosomas (Scherz-Shouval et al., 2007).EI
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mecanismo por el cual las ROS participan en la via de la autofagia, es a través de
modificaciones en el sitio catalitico de las cistein proteasas ATG4, lo que afecta su actividad.
Quiao et al (2015), han demostrado que uno de los inhibidores de mTOR, denominado
REDD1 (Regulated in Development and DNA Damage responses 1, por sus siglas en inglés),
participa en la regulacion de la autofagia a través de mecanismos redox. Cuando hay un
estrés que induce la generacién de ROS y la activacion de la autofagia, REDD1 interactua con
la proteina pro-oxidante TXNIP (en inglés, thioredoxin-interacting protein), formando un
complejo proteico estable que contribuye a la produccion de H,O, y al mantenimiento de un
ambiente pro-oxidativo en las células. Una vez que ATG4B procesa a LC3 para que pueda ser
lipidado con PE, e integrado a la membrana de los autofagosomas, las ROS oxidan a las
cisteinas del sitio catalitico de ATG4B, inactivando a la enzima lo que inhibe la deslipidacion
de LC3, promoviendo de esta manera que los autofagosomas maduren correctamente. En
ausencia de REDD1, los niveles de ROS estan disminuidos, lo que da como resultado una
hiperactividad en la funcion de ATG4B, que conlleva a un exceso en la deslipidacion de LC3,
alteraciones en las funciones mitocondriales y defectos en la formacién de autofagosomas.
Estos resultados sugieren, que las ROS participan en la sefalizacion de la autofagia

regulando la actividad de ATG4B y con ello la formacién de autofagosomas.

La fosforilacién, es otra modificacion post-traduccional que se ha visto también regula la
actividad de ATG4B. Recientemente, se demostrd que la induccion de la autofagia conlleva a
la fosforilacion de ATG4B en dos sitios especificos: Ser-383 y Ser-392, localizados en el
extremo C-terminal de la enzima. La fosforilacion de estos aminoacidos, es necesaria para la
optima actividad de ATG4B ya que se ha visto que incrementa su funcién de proteasa. La

expresion de una doble mutante en estos sitios de fosforilacion (ATG4BS383/S3924)

, resulta en
la acumulacion de LC3-II. Esto sugiere que conversion proteolitica de pro-LC3 a LC3-l no se
ve afectada por la fosforilacion, por lo que la principal funcion de esta modificacion, es regular
la actividad de deslipidacion de ATG4B (Yang et al., 2015). Sin embargo, también se ha visto
que la fosforilacién, incrementa la interaccion entre ATG4B y LC3, esto puede deberse a que
se podria estar induciendo un cambio conformacional en el extremo C-terminal de ATG4B,
por lo que la union entre ambas proteinas seria mas eficiente (Yang et al.,, 2015). La
regulacion en la tasa de lipidacion/deslipidacion de LC3 a través de la fosforilacion de ATG4B,
es un mecanismo adicional para mantener un equilibrio entre las formas LC3-l y LC3-Il y

controlar la formacion y maduracion de los autofagosomas.
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Otro mecanismo adicional para modular la actividad de ATG4B, es por medio de la
ubiquitinacién. Se ha visto que la proteina RNF5 (ring finger protein 5, por sus siglas en
inglés), una ubiquitin ligasa tipo E3, en condiciones basales se encuentra interactuando con
ATG4B vy la ubiquitina, promoviendo su degradacién via proteosoma. Cuando se induce la
autofagia, RNF5 se disocia de ATG4B lo que permite la union de esta ultima con su sustrato,
permitiendo que los niveles de LC3-1 y la formacién de autofagosomas, incrementen
significativamente. Interesantemente, la presencia de agentes oxido-reductores como el DTT,
o el tratamiento con H,O,, modifica diversos residuos de cisteina presentes en ambas
proteinas, lo que desestabiliza su interaccién. Esto es consistente con lo mencionado en
parrafos anteriores acerca del papel de las ROS en la modulacion de ATG4B. RNF5 también
podria estar influyendo en la localizacion de ATG4B, ya que se ha visto que ambas proteinas
se encuentran en ciertos dominios membranales cercanos a LC3. Estos resultados sugieren
que RNF5, actua como un regulador negativo de la autofagia a través de la asociacion con
ATG4B y probablemente controla su localizacién para que al inducirse la autofagia, ocurra

rapidamente el procesamiento de LC3 (Kuang et al., 2012).

No se ha estudiado si las demas proteasas ATG4 estan sujetas a este tipo de
modificaciones post-traduccionales, sin embargo, estos estudios son interesantes ya que
ATG4B, al ser una proteasa esencial en la maquinaria autofagica que procesa al principal
sustrato para la formacién de los autofagosomas, también es una proteina importante que
actua como un switch molecular, a través del cual por medio de distintas modificaciones

postraduccionales, los niveles de autofagia pueden ser regulados.

AUTOFAGIA Y ENVEJECIMIENTO

La evidencia publicada en los ultimos afios, sugiere que la autofagia tiene un papel
protector durante el envejecimiento. A través de enfoques genéticos, diversos estudios han
mostrado que la autofagia esta directamente relacionada con este proceso, ya que se ha visto
que la ausencia de genes de la autofagia disminuyen la sobrevivencia de distintos
organismos, los hacen mas susceptibles a la induccién de diferentes dafios (Alvers et al.,
2009; Meléndez et al.,, 2003) e interesantemente, en diversos modelos experimentales, la
ausencia de genes esenciales en la via de la autofagia, resulta en fenotipos que han sido
observados en enfermedades asociadas al envejecimiento tales como Alzheimer, Parkinson,

enfermedades cardiovasculares, arterosclerosis, osteoporosis, enfermedades fibrosantes,
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entre otras (Kroemer, 2015). Por ejemplo, el silenciamiento de los genes Afgb o Atg7 en el
sistema nervioso central de raton, resulta en un retraso en el crecimiento, alteraciones
motoras, muerte celular en cerebelo y corteza cerebral, mayor tasa de mortalidad,
neurodegeneracion y acumulacion de proteinas ubiquitinadas en las neuronas (Hara, et al,
2006; Komatsu et al., 2006). Pickford y colaboradores, han reportado que la disminucion en la
expresion del gen Beclin1 (Becn1) en cerebro de ratones transgénicos que sobreexpresan la
proteina APP (en inglés, amyloid precursor protein), resulta en neurodegeneracion,
acumulacion de vesiculas autofagicas y una expansion de los compartimentos endosomales y
lisosomales, lo que podria favorecer un incremento en la produccion y depdsito de las placas
B-amiloides (Pickford et al., 2008).

Por otra parte, se ha visto que los receptores que reconocen a los agregados proteicos que
seran degradados via autofagia, también se encuentran alterados en Alzheimmer. Por
ejemplo, la deficiencia de p62 en raton, resulta en neurodegeneracion y acumulacion de la
proteina tau hiperfosforilada (Ramesh et al., 2008). Estos resultados sugieren que en el
Alzheimer, las alteraciones en la autofagia ocurren a diferentes niveles, lo cual no sélo afecta
la degradacion de los agregados intracelulares sino también podria estar contribuyendo en la
generacion y acumulacion de las placas p-amiloides. Por otro lado, la alteracion de
componentes de la matriz extracelular, también tiene un efecto sobre la actividad autofagica.
En neuronas del raton deficiente de la colagena VI (Col6a1-/-), hay una disminucién en la
autofagia a nivel basal, mayor muerte celular y susceptibilidad al dafio oxidativo inducido por
H.O,. A nivel basal en el cerebro de ratones viejos Col6a1”, se observa neurodegeneracion y
un incremento en la produccion de ROS comparado con el cerebro de ratones Col6a1”
joévenes y wild type viejos (Cescon et al.,2016). De igual forma, en el musculo esquelético de
este ratén también se observan defectos en la autofagia y la induccion de ésta con rapamicina
o ciclosporina A, atenua los defectos musculares (Grumati et al., 2010). Vale la pena resaltar
que la mayoria de los estudios que analizan la autofagia durante el envejecimiento, solo se
enfocan en evaluar las alteraciones de componentes intracelulares y sus efectos en la
actividad autofagica, sin embargo, seria interesante que se realizaran mas estudios que
demuestren como los cambios del medio extracelular durante el envejecimiento, pueden

tener influencia sobre la autofagia.

En el envejecimiento también se ha descrito un fenotipo pro-inflamatorio caracterizado por

el incremento en la secrecion de citocinas como IL-1B, entre otras (Salminen et al., 2012). Se
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ha visto, que esta citocina es degradada a través de la autofagia, disminuyendo asi su
secrecion; por el contrario, la inhibicion de la autofagia conlleva a la activacion del
“‘inflamasoma”, un complejo de sefializacién que reconoce sefales de dafio dentro y fuera de
la célula e induce la activacion de proteinas pro-inflamatorias como NFkB, y un aumento en la
secrecion de IL-1B (Harris et al., 2011; Shi et al., 2012). En macréfagos de ratones viejos hay
una disminucion de la autofagia que se ha asociadado con la hipermetilacion en los
promotores de genes autofagicos como Lc3b y Afgd (Khalil el tal., 2016). Esto indica que el
incremento en la inflamacion durante el envejecimiento, podria estar asociado en parte a una
alteracion en la autofagia a nivel citoplasmico y nuclear lo que a su vez conlleva a la
desregulacion de las funciones celulares, exacerbando Ila inflamacién durante el

envejecimiento.

La actividad de la autofagia mediada por chaperonas, también disminuye durante el
envejecimiento. Esto se debe principalmente a la disminucion en los niveles del receptor
LAMP2A, lo cual afecta la unidn y la internalizacion de los sustratos que seran degradados
dentro del lisosoma (Cuervo & Dice, 2000). Dependiendo del estimulo, se ha visto que los
niveles de LAMP2A pueden ser regulados via transcripcional o por cambios dinamicos que re-
distribuyen a esta proteina en la superficie de la membrana lisosomal, evitando su
mobilizacién hacia microdominios lipidicos en donde se encuentra la enzima catepsina A, la
cual regula la degradacioén selectiva de LAMP2A dentro del lisosoma (Cuervo et al., 2003).
Los niveles de LAMP2A se correlacionan con la actividad de la autofagia mediada por
chaperonas (CMA, Chaperone-mediated autophagy, por sus siglas en inglés). Cuando se
induce este tipo de autofagia, la union de los sustratos con LAMP2A conlleva a la
translocacidon de este receptor hacia el lumen de los lisosomas, sin embargo, para mantener
niveles 6ptimos de degradacion, otra fraccion de LAMP2A es reinsertada hacia la membrana
lisosomal. Esta dinamica en la membrana lisosomal, es responsable también de regular los
niveles de LAMP2A (Cuervo & Dice, 2000). Se ha demostrado que en ratones viejos, la
transcripcion de LAMP2A se mantiene en niveles similares a los observados en ratones
jévenes. En lisosomas aislados de ratones viejos (12 a 22 meses de edad), se observo que la
internalizacion de LAMP2A esta reducida comparada con ratones jovenes lo cual se
correlaciona con una reduccién en la union y degradacion de los sustratos por esta via. Asi
mismo, la translocacion de LAMP2A hacia el lumen del lisosoma ocurre a una tasa menor y el
numero de moléculas de LAMP2A que son regresadas hacia la membrana lisosomal, es
significativamente menor. Por lo tanto, la disminucion en los niveles de LAMP2A no se deben
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a una disminucion en la internalizacién de esta proteina, sino a defectos en el lisosoma que
afectan, el procesamiento, degradacion y distribucion de LAMP2A para su posterior
mobilizacion y translocacion del lumen hacia la membrana lisosomal (Kiffin et al., 2007). En
higado, la deficiencia de este tipo de autofagia, conlleva a una hiperactivacion de la
macroautofagia que parece estar compensando la pérdida de la CMA, sin embargo, durante el
envejecimiento, éste efecto se ve atenuado. El higado de ratones KO viejos, muestra un
fenotipo con caracteristicas similares a las que ocurren durante el envejecimiento, tales como,
alto contenido de lipidos (hepatoestosis), incremento en la apoptosis de los hepatocitos,
acumulacion de proteinas oxidadas y defectos en el metabolismo de la glucosa y en la
eliminacion de drogas. Estos resultados indican que la reduccion en la actividad de la
autofagia mediada por chaperonas, exacerba los efectos de la disfuncion hepatica en el

envejecimiento (Schneider et al., 2015).

Las alteraciones en el trafico vesicular, son otros de los mecanismos moleculares que se
han sugerido participan en la disminucion de la autofagia durante el envejecimiento. En
fibroblastos de ratones viejos se ha visto que en condiciones basales hay un menor numero
de vesiculas autofagicas comparado con fibroblastos provenientes de ratones jovenes. La
induccion de la autofagia, da como resultado un incremento en la formacion de
autofagosomas, sin embargo, el numero de autofagosomas y el flujo autofagico se encuentra
reducido comparado con fibroblastos de ratones jovenes. Para explicar esta reduccion,
Bejarano et al (2018) demostraron que el envejecimiento afecta a la autofagia basal e
inducida de diferentes maneras. Por una parte, en condiciones basales hay defectos en la
biogénesis y maduraciéon de los autofagosomas, mientras que en condiciones de estrés
aunque hay autofagosomas que se llegan a formar, estos no se fusionan con los lisosomas.
Paraddéjicamente, los autofagosomas de ratones viejos, tienen una alta capacidad de fusion
con los lisosomas incluso mayor que la observada en ratones jovenes, por lo que esta
caracteristica no se encuentra afectada durante el envejecimiento. Tras la induccion de la
autofagia, en los fibroblastos de ratones viejos, no hay una mobilizacion de los lisosomas y
autofagosomas hacia la regién perinuclear ya que hay una reduccion en los niveles de
proteinas motoras como las kinesinas, las cuales se encargan de transportar diversas
vesiculas por el citoesqueleto. Interesantemente, en autofagosomas y lisosomas aislados de
fibroblastos de ratones viejos, hay una reduccion en la asociacion de estas proteinas como la
dineina y la kinesina KIFC3. Esta asociacién es parcialmente incrementada cuando se induce
la autofagia por déficit de nutrientes. Estos resultados indican que en este tipo celular, el
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principal mecanismo asociado a la reduccion en el flujo autofagico, es la disminucion en la
asociacion de motores moleculares lo que afecta el trafico vesicular, lo cual puede ser
parcialmente rescatado tras la induccién de la autofagia (Bejarano et al., 2018). En humano,
se ha visto que fibroblastos de pulmén derivados de personas sanas de edad avanzada
(mayores de 66 afos) o con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), una patologia asociada al
envejecimiento, hay una reduccion significativa del flujo autofagico ya que la conversién de
LC3-I hacia LC3-1l se encuentra significativamente disminuida y hay una mayor acumulacion
de p62, lo que también esta asociado a una reduccion en la formacion de autofagosomas,
comparados con fibroblastos provenientes de personas jovenes. Por medio de analisis de
expresion de genes, se reportd que los fibroblastos de personas de edad avanzada
mostraban un incremento en genes como AKT1 y BCL2L1, los cuales tienen un efecto
inhibitorio en la via de la autofagia. Sin embargo, de manera interesante también hay un
incremento en la expresion de ATG4B, lo que probablemente podria estar representando un
mecanismo compensatorio para estimular la autofagia. Asi mismo, los fibroblastos de
personas ancianas o con FPI muestran una activacion constante de mTOR, la cual no se
revierte a pesar de la induccion de la autofagia por medio del déficit de nutrientes. Estos
resultados indican que, durante el envejecimiento y la fibrosis pulmonar idiopatica, los
defectos en la activacién de la autofagia en fibroblastos pulmonares estan asociados a la
activacion persistente de mTOR, sin embargo, es probable que otros mecanismos como los
mencionados en parrafos anteriores, también puedan estar influyendo en la disminucién de la

autofagia en este tipo celular (Romero et al., 2016).

La evidencia acerca del papel de la autofagia en el envejecimiento es numerosa. Las
investigaciones indican que los defectos en la actividad autofagica se deben a distintos
mecanismos, ha sido ampliamente aceptado que la disminucion de la autofagia es una
caracteristica del envejecimiento que también contribuye con el desarrollo de distintas

patologias.

ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMICO

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo que se encuentra en las células eucariontes y
esta formado por un sistema continuo de membranas llamadas cisternas o tubulos, las cuales
tienen distintos dominios en los que se llevan a cabo diferentes funciones. Estos dominios

incluyen los sitios de contacto con otros organelos como las mitocondrias, la envoltura
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nuclear, el reticulo endoplasmico rugoso, en donde se encuentran los ribosomas y ocurre la
sintesis y modificacion de las proteinas, asi como el reticulo endoplasmico liso en donde se
lleva a cabo el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Voeltz et al., 2002). El reticulo
endoplasmico también participa en la biogénesis de los peroxisomas, en el transporte de las
proteinas que seran secretadas al medio extracelular y es el principal reservorio de calcio
intracelular (Xu et al., 2005). Asi mismo, se ha propuesto que es uno de los sitios de origen de
las membranas autofagosomales (Tooze & Yoshimori, 2010). En el lumen de este organelo,
hay un ambiente oxidativo que es necesario para la formacion de los puentes disulfuro entre

las cadenas polipeptidicas, asi como para el plegamiento de las proteinas.

Debido a sus diversas funciones, en este organelo se encuentran chaperonas,
oxidoreductasas, enzimas de glicosilacion, entre otras proteinas, las cuales contribuyen a
mantener la proteostasis a través del estricto control en el plegamiento de las proteinas.
Diversos tipos de estimulos o dafios a la célula pueden alterar las funciones del reticulo
endoplasmico ocasionando la acumulacién de proteinas mal plegadas y dando como
resultado el estrés de reticulo endoplasmico. Las perturbaciones en este organelo, conllevan
a la activacion de una respuesta adaptativa y conservada evolutivamente, llamada UPR
(Unfolded Protein Response, por sus siglas en inglés); los componentes moleculares de este
mecanismo fueron identificados primero en la levadura S. cerevisae, posteriormente en
mamiferos se han descubierto tres diferentes elementos los cuales son los principales
responsables de sensar el correcto plegamiento de las proteinas (Hwang et al., 2018). Los
tres elementos esenciales de la respuesta UPR en mamiferos son la endoribonucleasa IRE1a
(en inglés, inositol-requiring enzyme 1-a), la cinasa PERK (en inglés, protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase) y el factor de transcripcion ATF6a (activating transcription
factor 6, por sus siglas en inglés). Cuando hay estrés de reticulo endoplasmico, estos tres
sensores, IRE1a, PERK y ATF6q, integran las senales e intensidad del estrés y transducen
del lumen del reticulo hacia el nucleo la informacidn acerca del estado de la proteostasis (Hetz
et al.,, 2015) (Figura 13). A su vez, estas sefales activan a otras proteinas y vias de
sefalizacion que detendran temporalmente la sintesis de proteinas para atenuar el estrés a
través de la reorganizacion y expansion de las membranas del reticulo para aumentar su
capacidad, incrementar la asistencia en el plegamiento de las proteinas mal plegadas o
activando procesos de degradacion asociados al reticulo endoplasmico, también conocido

como mecanismo ERAD (ER-associated degradation, por sus siglas en inglés), a través del
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cual las proteinas son llevadas a la degradacion via el sistema ubiquitina proteosoma o
autofagia (Varadarajan et al., 2012; Olzmann et al., 2013). La activacion de todos estos
mecanismos, tiene como objetivo recuperar la homeostasis del reticulo endoplasmico, sin
embargo, si el estrés es cronico o agudo y este no se resuelve adecuadamente, la respuesta

UPR y los diferentes sensores, inician la activacion de la apoptosis (Tabas et al., 2011).

Principales componentes y marcadores de la respuesta UPR

IRE1a (inositol-requiring enzyme 1-a)

La endoribonucleasa IRE1a, fue el primer componente descrito de la repuesta UPR, y es el
unico sensor que se encuentra en todos los eucariontes, por lo tanto es el mas conservado
evolutivamente dentro de la via UPR. IRE1a es una proteina transmembranal tipo I, y consta
de un dominio aminoterminal el cual se encuentra en el lumen del RE y sensa el estado de
plegamiento de las proteinas. El dominio carboxiloterminal se encuentra en la region
citoplasmatica y tiene actividad de cinasa y RNAsa. Ante el estrés de reticulo endoplasmico,
IRE1a tiene cambios conformacionales que le permiten oligomerizarse en el plano lateral de
la membrana del RE, para posteriormente autotransfosforilarse y activar los dominios de
RNAsa. Una vez que IRE1a esta activo, por medio de su actividad de RNAsa, lleva a cabo el
splicing no convencional del mMRNA del factor de transcripcion XBP1 (X-box binding protein 1)
(Figura 13). El dominio de RNAsa de IRE1a, también regula la estabilidad de diversos
mRNAs, ya que por medio de su actividad de endoribonucleasa corta en secuencias o
estructuras secundarias especificas y con ello modula la degradacion de distintos mRNAs,
RNAs ribosomales y microRNAs a través de un mecanismo conocido como RIDD (en inglés,
regulated |RE1-dependent decay) (Chen & Brandizzi, 2013).Se ha propuesto que
dependiendo del estado de oligomerizacion de IRE1, ocurrira la activacion de XBP1 y RIDD,
sin embargo, estos mecanismos son opuestos, ya que el primero activa vias de supervivencia,
mientras que el segundo controla vias de inflamacion y apoptosis (Maurel et al., 2014; Tam et
al., 2014). Aunque no ha sido descrito, es probable que IRE1a sense la intensidad y duracion

del estrés y dependiendo de esto se activara a XBP1 o el mecanismo RIDD.

XBP1(X-box binding protein 1)
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Como ya se menciono anteriormente, la respuesta a UPR conlleva a la activacion de
distintas proteinas que transduciran la informacion del estrés hacia el nucleo. Una de estas
proteinas, es el factor de transcripcion XBP1. El splicing de XBP1 se ha definido como un
proceso no convencional ya que no ocurre en el nucleo y no es llevado a cabo por el
spliceosoma. Por el contrario, el splicing es catalizado por IRE1a en el citoplasma. En
condiciones basales el mMRNA de XBP1 se encuentra en su forma no procesada (XBP1-U) en
el citoplasma y asociado a las membranas del RE (Uemura et al., 2009). Ante el estrés de RE,
el splicing de XBP1 no ocurre por la transcripcién de novo del gen de esta proteina, mas bien,
el pool citoplasmatico de XBP1-U es el sustrato de IRE1a; esta enzima remueve un intrén de
26 nucledtidos localizados en una estructura secundaria (loop) del mRNA, lo que modifica el
marco de lectura eliminandose los nucledtidos que codifican para 97 aminoacidos del
carboxilo terminal y afadiéndose los nucledtidos para 212 aminoacidos al extremo N-
terminal, que contienen el dominio bZIP (basic leucine zipper) el cual se une a secuencias
especificas denominadas como elementos de respuesta al estrés. El splicing del mRNA de
XBP1 (XBP1-S), genera una proteina con una secuencia de translocacion al nucleo para
transcribir diversos genes asociados con la respuesta UPR y de esta manera amplificar la
sefial (Figura 13). La activacion de XBP1, ha sido asociada con un incremento en la sintesis
de diversos fosfolipidos para favorecer la biogénesis y la expansion de las membranas del
RE lo cual aumentara la capacidad secretoria del RE y también contribuira en la atenuacion
del estrés (Bommiasamy et al., 2009; Sriburi et al., 2004). (Yoshida et al., 2001). Se ha visto
que en las etapas tardias del estrés de RE, incrementan los niveles del mRNA de XBP1-U,
mientras que disminuyen los de XBP1-S. Esto se debe a que XBP1-U contiene secuencias de
localizacion nuclear y citoplasmica, las cuales le permiten translocarse al nucleo o viceversa
para localizar y unirse a XBP1-S. Interesantemente, el mMRNA de XBP17-U contiene un dominio
de degradacion del cual carece XBP1-S, y se ha postulado que XBP17-U al formar un complejo
con XBP1-S, lo hace menos estable y lo lleva a su degradacién via proteosoma para de esta
manera, apagar la sefializacion de la via UPR (Yoshida et al., 2006).

ATF6 (activating transcription factor 6)

ATF6 es una familia de factores de transcripcién, de la cual destacan las dos principales
ATF6a y ATF6B, las cuales se expresan en niveles similares en el RE. ATF6 se encuentra
como una proteina transmembranal con un dominio citosoélico que al igual que IRE1a, sensa

el estado de plegamiento de las proteinas (Chen et al.,, 2002). En su dominio citosdlico
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contiene una region bZIP, y tras la acumulacion de proteinas mal plegadas y la activacion de
la respuesta UPR, las dos isoformas de ATF6 son empaquetadas en vesiculas que seran
transportadas desde el RE hasta el aparato de Golgi y posteriormente seran procesadas por
las enzimas S1P y S2P las cuales removeran el dominio luminal y liberaran un fragmento
citosélico de aprox 50-60kDa (ATF6f) que les permitira translocarse al nucleo y transcribir
genes como XBP1, genes que codifican para chaperonas que asistiran en el plegamiento de
proteinas, como por ejemplo BiP y genes asociados a la degradacion tipo ERAD (Ye et al.,
2000) (Figura 13).

BiP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein/78kDa glucose-requlated protein)

Las chaperonas del reticulo endoplasmico, también asisten en el plegamiento de las
proteinas y son necesarias para identificar proteinas inmaduras o mal plegadas. Las
chaperona BiP (también denominada GRP78 o HSPAS5) es un miembro de la familia de las
chaperonas Hsp70, y es una de las mas abundantes en el RE. BiP es fundamental para la
activacion de los tres sensores durante la respuesta UPR. En condiciones basales, BiP se
encuentra en el lumen del RE unida a PERK, IRE1a y ATF6. Se ha postulado que la unién de
BiP con estas proteinas, evita por una parte su unién a las proteinas inmaduras (que apenas
se estan plegando y translocando), y por otro lado, también previene la oligomerizacién y
activacion de IRE1a, ATF6 y PERK (Braakman et al., 2013; Pincus et al., 2010; Shen et al.,
2005). Durante el estrés del RE, BiP es liberada de cada uno de los transductores, y con ello
también se permite su union a proteinas mal plegadas. BiP consta de dos dominios: un
dominio de ATPasa y otro de union al sustrato, el cual contiene regiones hidrofébicas que le
permite reconocer y unirse a proteinas con un plegamiento incorrecto; la afinidad de la union
entre BiP y sus sustratos, también es esencial para evitar la agregacion de los mismos (Wang
et al., 2009). BiP también es un regulador de la respuesta UPR, ya que se ha visto que la

sobreexpresion de esta proteina, inhibe la activacion de esta via (Bertolotti et al., 2000).

PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase)

Similar a IRE1a, PERK es una proteina transmembranal tipo | que tiene un dominio luminal
que sensa las senales de estrés, y un dominio citopldsmico con actividad de cinasa.
Recientemente, se publicé que PERK, a través de su primer dominio, también reconoce y se

une a proteinas mal plegadas y evita su agregaciéon. Esta union es importante, ya que
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promueve la oligomerizacion de PERK ante el estrés del RE (Wang et al.,, 2018). Ante la
activacion de la respuesta UPR, PERK ademas de oligomerizarse, se autotransfosforila, sin
embargo, contrario a IRE1a que solo puede fosforilarse a si mismo, PERK reconoce y
fosforila a la proteina elF2a. (eukaryotic translation initiation factor-2, por sus siglas en inglés)
lo que disminuye la sintesis y la traduccién de proteinas . PERK también fosforila y activa al
factor de transcripcion NRF2, el cual esta involucrado en la expresién de genes asociados con
mecanismos antioxidantes (Cullinan & Diehl, 2004) (Figura 13). La fosforilacion de elF2a,
conlleva a la traduccion selectiva del factor de transcripcion ATF4 que transcribe genes que
codifican para proteinas relacionadas con el plegamiento de proteinas, autofagia y el
metabolismo de aminoacidos. Asi mismo, cuando el estrés del RE es irreversible, ATF4
promueve la transcripcion de CHOP, un factor de transcripcion que induce la activacion de la

apoptosis (Hetz, 2015).

CHOP (C/EBP Homologous Protein)

Como ya se menciond, CHOP es activado a través de la via PERK/elF2a/ATF4. CHOP
pertenece a la familia de los factores de transcripcion C/EBP (CCAT/enhancer binding
proteins) que regulan una variedad de procesos fisiolégicos. Esta proteina se compone de dos
dominios funcionales: un dominio N-terminal de activacion transcripcional y un dominio C-
terminal bZIP. En condiciones basales, CHOP se expresa en bajos niveles y se localiza en el
citosol, sin embargo, su expresion se induce por diversos tipos de estrés, como la hipoxia,
estrés oxidativo, deprivacion de nutrientes y el estrés de RE (Oyadomari & Mori, 2004). Al
incrementar la expresion de CHOP, este se transloca al nucleo e induce la transcripcion de
genes blanco, principalmente genes involucrados en la apoptosis, ya que reprime la expresion
de genes anti-apoptéticos como BCL2 para permitir la liberacion de proteinas pro-apoptoticas
como BIM, PUMA y BAX-BAK. CHOP es fosforilado en la Ser78 y Ser81 por parte de p38
(proteina de la familia de las MAP cinasas), esto es necesario para favorecer su actividad
transcripcional. Por otra parte, CHOP puede formar heterodimeros con ATF4 para transcribir
genes como GADD34, el cual también desencadena la apoptosis, y de esta manera amplificar
la senal de muerte celular (Tabas et al., 2011). Adicionalmente, CHOP puede incrementar el
ambiente oxidativo en el reticulo endoplasmico al activar a la oxireductina ERO1aq,
favoreciendo con ello la apoptosis. Por otro lado, se ha visto que incluso en condiciones de
estrés, CHOP se puede localizar en el citoplasma e impide la translocacion al nucleo de

distintos factores de transcripcion que pueden promover la activacion de vias de
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supervivencia. Cuando el estrés del RE es atenuado es necesario bajar los niveles de
expresion de CHOP. Se ha visto que esta proteina se degrada por medio del proteosoma.
Una lisina en el extremo N-terminal es necesaria para que CHOP se ubiquitine y

posteriormente se degrade (Kim et al., 2008).

FIGURA 13. ATF6, PERK e IRE1, son los tres sensores del RE que controlan la activacion de la
respuesta UPR. Las proteinas ATF6, PERK e IRE1, estan encargadas de sensar el estado de plegamiento de
las proteinas que estan siendo recién sintetizadas. Cuando hay proteinas mal plegadas, los distintos sensores se
activan y lo que también resulta en la activacion de factores de transcripcién, que transmitiran la informacion del
lumen de reticulo endoplasmico hacia el nucleo para promover la transcripciéon de diferentes genes que
contribuiran a reestablecer el plegamiento de las proteinas. ATF6, es activado por protedlisis para después
poderse translocar al nucleo. PERK se autofosforila y después fosforila a elF2a para disminuir la traduccion de
proteinas nuevas. IRE1, controla el splicing de XBP1, la cual se translocara al ndcleo y junto con ATF6
promoveran la transcripicion de genes involucrados en la respuesta al estrés. La activacion de estas proteinas,
tiene como objetivo atenuar el mal plegamiento de las proteinas y restaurar la homeostasis del reticulo
endoplasmico (Tomada de Walter & Ron, 2011).

Estrés de reticulo endoplasmico y autofagia
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El principal objetivo de la activacion de la respuesta UPR, es atenuar el estrés y restablecer
la homeostasis del reticulo endoplasmico. Las proteinas que no puedan volver a plegarse
seran enviadas a degradacion via ERAD, este mecanismo como ya se menciono, solo se
activa ante el estrés del RE e involucra la activacién de la autofagia y del proteosoma. En el
caso de este ultimo, se ha visto que degrada principalmente proteinas residentes del RE,
mientras que la autofagia degrada agregados de proteinas o cadenas de polipéptidos que
son dificilmente degradadas por el proteosoma (Hwang et al., 2018; Houck et al., 2014), un
ejemplo de proteinas que se acumulan, generando estrés del RE y que son degradadas via
autofagia, son la procolagena y la antitripsina-a1 mutante (Ishida et al., 2009; Teckman &
Perlmutter, 2000). Ademas de la degradacion de agregados proteicos, la activacién de la
autofagia, también constituye un mecanismo de supervivencia para evitar la muerte celular.
En células de mamifero, se ha visto, que tras la induccién del estrés de RE con diversas
drogas como la tunicamicina (inhibidor de la N-glicosilacién), el DTT (agente reductor que
afecta la formacion de puentes disulfuro) o la tapsigargina (inhibidor de la ATPasa de Calcio
del RE), se induce la formaciéon de autofagosomas y se incrementa la conversién de LC3-l a
LC3-ll. En células deficientes de IRE1a, la activaciéon de la autofagia esta severamente
disminuida a pesar de la induccién del estrés de RE, pero interesantemente, la deficiencia de
IRE1a no afecta el flujo autofagico inducido por la deprivacién de nutrientes, lo que indica,
que la autofagia se induce por diversas sefiales y depende del tipo de estrés celular. Por otra
parte, cuando se inhibe la expresién de genes esenciales de la autofagia, como Atfg5, las
células son mas susceptibles al tratamiento con tunicamicina o la tapsigargina e inducen la
apoptosis (Ogata et al., 2006), lo que indica que la activacion de la autofagia durante el estrés
de RE, tiene un papel citoprotector ante el estrés de RE. En otro estudio se demostrd que los
agregados de la proteina polyQ (caracteristica que presentan los pacientes con enfermedad
de Huntington), inducen estrés de reticulo endoplasmico y un incremento en los niveles de
Atg12 y en la conversion de LC3, esto es dependiente de la activacion de PERK y elF2a. Lo
que confirma que los distintos sensores del estrés de RE, participan en la activacion de la
autofagia. Asi mismo, la autofagia favorece la degradacién de los agregados de polyQ, sin
embargo, cuando la autofagia no es suficiente para degradarlos, se induce la muerte celular
(Kouroku et al., 2007). La induccion del estrés del RE, da como resultado la inhibicion de
mTOR lo que también esta correlacionado con un aumento en los niveles de LC3-Il. A
tiempos cortos, la activacion de la autofagia parece tener un papel principalmente protector

ante el estrés de RE, mientras que una larga duracion del estrés y altos niveles de autofagia,
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parecen ser perjudiciales para las células y se favorece la muerte celular via autofagia y
apoptosis (Qin et al., 2010). Se ha visto que la induccion de la autofagia, no solo esta
asociada con la eliminacion de agregados proteicos sino también con la degradacion de la
membrana del reticulo endoplasmico. En levadura, se ha descrito que este tipo de
degradacion es selectiva y se ha denominado “reticulofagia”. La degradacion del RE por esta
via, no requiere de la maquinaria canonica de la autofagia, sin embargo, se han descrito dos
nuevos componentes: Atg39 y Atg40, los cuales se encuentran en el RE, y cuya presencia es
esencial para llevar a cabo la reticulofagia. Estan proteinas, funcionan como receptores y
estan encargados de degradar distintas regiones del RE (Schuck et al., 2014; Mochida et al.,
2015). En células de mamifero, las proteinas FAM134A, FAM134B y FAM134C, que se
encuentran en el reticulo endoplasmico, interacttan con LC3 y GABARAPL2.
Especificamente, FAM134B actua como receptor para la degradacion selectiva del RE, y
probablemente participa en la fragmentacion de este organelo y, a través de la interaccién con
LC3 favorece su internalizacion en los autofagosomas. Contrario a lo que sucede en S.
cerevisae, la reticulofagia en mamiferos si requiere de la maquinaria canénica de la autofagia
ya que cuando se elimina la expresion de genes como Afg5 y Beclin1, se abate la
degradacion del RE. La inhibicion de la expresion de FAM134B en células y en raton, conlleva
a una alteracion en la morfologia del RE, caracterizada por una hiperexpansion en las
membranas de este organelo. Aunque otros tipos de autofagia parecen no estar afectados
debido a la ausencia de esta proteina, in vitro la viabilidad de las células disminuye
significativamente cuando son sometidas a estrés como la deprivacion de nutrientes. In vivo,
la deficiencia de FAM134B es evidente solo en ratones viejos, los cuales aunque no muestran
alteraciones en las neuronas, tienen una disminucion en la transmisién de impulsos sensitivos
debido a la pérdida de los axones sensoriales y a la disminucion en la mielinizacién de los
mismos. Aunque no se evaluaron los niveles de autofagia en estos animales, es probable que
la alteracion en la homeostasis del RE y su degradacién, aunado a la disminucién de la
autofagia en el envejecimiento, exacerbe la acumulacion de proteinas mal plegadas o
dafiadas lo que podria favorecer el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
(Khaminets et al., 2015). Serian interesantes, mas estudios que evaluen el papel de esta
proteina y la reticulofagia durante el estrés de RE en diversos tejidos, tipos celulares y el

envejecimiento.

El papel de la autofagia como respuesta protectora ante el estrés de RE, ha ganado cierto
interés en los ultimos anos y numerosos estudios han surgido para entender como es que
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estos procesos estan relacionados. Diversas publicaciones han mostrado que la alteracién en
ambos mecanismos esta asociada con el desarrollo de distintas patologias, como por
ejemplo, obesidad, Alzheimer, Parkinson, cancer, diabetes, entre otras. Aunque aun se siguen
describiendo los mecanismos y componentes necesarios para regular la actividad autofagica
ante el estrés de RE, ha sido ampliamente aceptado que la respuesta autofagica contribuye
con la atenuacion del estrés de RE a través de la degradacion de material citotdxico y con ello

promueve la supervivencia celular.
Estrés de reticulo endopldsmico y envejecimiento

Como se ha mencionado previamente, una de las caracteristicas del envejecimiento es la
alteracion en la red de proteostasis. Diversos estudios han analizado la activacién de la
respuesta UPR en diferentes tejidos durante el envejecimiento. En el hipocampo de ratas
viejas, la inhibicion del proteosoma induce estrés del RE y la activaciéon de XBP1 y ATF6 esta
disminuida en estos animales; por el contrario, muestran altos niveles de las proteina pro-
apoptéticas CHOP, BAX y BAK (Gavilan et al., 2009). De forma similar, en corteza cerebral,
cerebelo, pulmon, higado, rifidn, corazén y bazo de ratas viejas, en condiciones basales, hay
una disminucion en los niveles de proteina de elF2a fosforilada, ATF4 y BiP, y un incremento
en los niveles de PERK, CHOP y GADD34 (Hussain et al., 2007).

La edad avanzada también se ha asociado con el desarrollo de diversas patologias 6seas
como la osteoporosis y la osteoartritis. Esta ultima, se caracteriza por la degeneracion del
cartilago e inflamacion de las articulaciones. La apoptosis de los condrocitos es el principal
mecanismo que conlleva a la degradacion del cartilago y se asocia con la severidad de la
enfermedad. En pacientes con osteoartritis, se ha visto que tienen una elevada expresion de
BiP, ATF6, IRE1a y XBP1-S. De forma interesante, la inhibicion de XBP1-S, favorece la
translocacién de CHOP al nucleo y la activacion de la apoptosis. Asi mismo, el silenciamiento
de XBP1-S, conlleva a un incremento en la expresion de moléculas asociadas a la
degradacion de la matriz extracelular, tales como MMP3, MMP13 y ADAMTSS5, y una
disminuciéon en la produccién de agrecan y colagena (Guo et al.,, 2014). En huesos
provenientes de ratones viejos, se ha visto que hay un incremento en los niveles del mRNA de
CHOP, ATF4 y XBP1 y esto esta asociado aparentemente con la pérdida de masa 6sea
(osteopenia) y defectos en los estimulos mecéanicos (Chalil et al., 2014). En retina, se ha visto
que la activacion crénica de la respuesta UPR, conlleva a la sobreexpresion de citocinas pro-
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inflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-a y NF-kB. La persistente activaciéon de la respuesta UPR
esta asociado a la pérdida de las células fotorreceptoras y degeneracién de la retina. Aunque
este estudio se realizo en retinas de ratones jovenes, se ha propuesto que la atenuacion de
esta respuesta podria ser una estrategia terapeutica para el tratamiento de enfermedades
oculares (Rana et al., 2014). En retinas de ratones viejos, se ha visto que hay una disminucién
en la expresién de XBP1 y un incremento en CHOP. La eliminacion condicional de XBP1 en
este tejido, acelera la pérdida de la funcion y estructura retinal y exacerba las alteraciones
metabdlicas, como la disminucion de la glicdlisis (McLaughlin et al., 2018). De forma opuesta,
en macrofagos peritoneales aislados de ratones viejos, se ha demostrado que la inhibicion de
XBP1 protege a estas células de la apoptosis inducida por el tratamiento con tunicamicina
(Song et al., 2013). Estos estudios demuestran que la funcion de XBP1 tiene distintos efectos
dependiendo el tipo y microambiente celular y, aunque no se ha evaluado, es probable que
tenga otras funciones ademas de la atenuacion del estrés del RE. Li y Holbrook (2004) han
mostrado que los hepatocitos derivados de ratas viejas, son mas sensibles a la induccion de
estrés de RE con tunicamicina y muestran una hiperactivacion de la via PERK/elF2a asi como
una elevada expresiéon de CHOP. En modelos de mamiferos longevos, como por ejemplo la
rata topo desnuda, interesantemente se ha visto que fibroblastos de piel derivados de este
animal son resistentes a diversos tipos de estrés, sin embargo, son susceptibles a la
induccion de estrés del RE con tapsigargina y tunicamicina comparados con fibroblastos de
ratones no longevos (Salmon et al., 2008). En el ratén enano Snell, que también es un modelo
de longevidad, se ha visto que los fibroblastos expuestos al tratamiento con tapsigargina,
muestran una activacion normal de la respuesta UPR, pero también tienen mayores niveles
de CHOP y Caspasa12. De forma interesante, los fibroblastos de estos ratones muestran una
disminucion en la expresion de IRE1 y menor splicing de XBP1. Los autores proponen que
una rapida activacion de la apoptosis tras la induccion del estrés de RE, favorece que las
células danadas sean eliminadas mas rapido lo que promueve que la homeostasis se
recupere mas rapidamente y esto les confiere una ventaja de supervivencia y una mayor
adaptacion al estrés, comparado con los ratones no longevos (Sadighi et al., 2011).
Adicionalmente, también se ha publicado que la activacion de la respuesta UPR favorece la
senescencia celular, sin embargo, dependiendo del estimulo los diferentes sensores y los
componentes rio abajo, se activan de manera distinta, por lo que se ha propuesto que la UPR
es un componente del fenotipo senescente que podria también estar favoreciendo un

microambiente pro-inflamatorio. Aunque aun no se sabe si la activacién de la UPR podria
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favorecer la entrada a senescencia o si como consecuencia de la senescencia se activa esta
via (Pluquet et al., 2015).

En conclusion, la mayoria de los estudios muestra que el envejecimiento esta asociado a
alteraciones en la homeostasis del reticulo endoplasmico que alteran el la sintesis,
plegamiento y transporte de proteinas. Por un lado, diferentes estudios muestran una
activacion cronica de la respuesta UPR, y por otro lado, se ha publicado que tras la induccidn
de estimulos que generan estrés, hay deficiencias en la activaciéon de la via UPR lo que
podria estar contribuyendo a que se presenten altos niveles de estrés de RE que no se estan
resolviendo adecuadamente lo que favorece la inflamacion y la alteracion en las funciones
celulares vy tisulares. Cabe mencionar, que la respuesta UPR es un mecanismo adaptativo
que, a través de los distintos sensores activa diversas vias para atenuar el daio citotoxico,
por lo cual, las alteraciones en la respuesta UPR, podrian estar teniendo efectos pleiotrépicos
en otras vias. Como ya se ha enunciado en parrafos anteriores, la pérdida de la proteostasis
también esta asociada con la disminucién en la autofagia. Aunque es claro que la respuesta al
estrés de RE, es tejido y célula especifico, aun son necesarios mas estudios que evaluan cual
es la relacion entre los componentes de la via UPR, la deficiencia en la autofagia y su papel
en el envejecimiento, para poder sugerir estrategias terapeuticas contra el desarrollo de

enfermedades asociadas a la edad.

ENVEJECIMIENTO Y ENFERMEDADES FIBROSANTES

La fibrosis, es una condicién patolégica que ocurre en diveros tejidos como piel, corazon,
pancreas, rindn, higado y pulmén y se debe a la acumulacion excesiva de distintas moléculas
de la matriz extracelular, tales como la fibronectina, laminina y en especial las colagenas
fibrilares. Las causas que originan la fibrosis pueden diferir de acuerdo al 6rgano en donde
ocurra. Por ejemplo, en el caso de la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), se ha propuesto que
es el resultado de una respuesta exacerbada de las células que producen matriz extracelular
como un mecanismo de reparacion ante un dafio cronico o severo a las células epiteliales
alveolares del pulmén, y se ha demostrado que la inflamacién no participa en la patogénesis
de esta enfermedad (Selman & Pardo, 2006; Selman & Pardo, 2014) . En el caso de la fibrosis
cardiaca, la apoptosis de los cardiomiocitos o la inflamacién del miocardio, pueden
desencadenar la activacién de senales profibréticas (Kong et al., 2013). Por el contrario, en
escleroderma se ha demostrado que el dano a las células endoteliales asi como las
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alteraciones autoinmunes, inducen un reclutamiento de leucocitos y células mesenquimales,
los cuales se acumulan y en conjunto favorecen que se desencadene una respuesta
inflamatoria exacerbada y prolongada la cual no se resuelve adecuadamente y dafia la
microvasculatura promoviendo con ello una constante remodelacién del tejido y conllevando a
la fibrosis (Abraham & Varga, 2005).

Como consecuencia, este proceso conlleva a la formacién de una cicatriz aberrante que
conlleva a alteraciones morfolégicas y fallas en las funciones tisulares. Distintos tipos
celulares como las células epiteliales, macrofagos, fibroblastos y miofibroblastos, estan
involucrados en el desarrollo y la progresion de la fibrosis. Las causas, mecanismos y factores
que conllevan a la fibrosis en los diferentes tejidos son distintas entre si, sin embargo, ha sido
ampliamente aceptado que los procesos relacionados con la biosintesis, depodsito y
degradacion de matriz extracelular, se encuentran alterados (Urban et al., 2015). Se ha
propuesto que en la mayoria de los tejidos, el envejecimiento es uno de los principales
factores de riesgo para el desarrollo de fibrosis (Yang et al., 2014; Delire et al., 2017; Horn et
al.,, 2016; Selman et al., 2016). En este trabajo, nos enfocaremos unicamente en los

mecanismos moleculares asociados al desarrollo de fibrosis pulmonar idiopatica.

Fibrosis pulmonar idiopética (FPI)

La FPI, es una las formas mas comunes y agresivas de las neumonias intersticiales difusas
idiopaticas y se caracteriza por ser una patologia crénica, progresiva y usualmente letal. La
etiologia de la FPI es desconocida, sin embargo, la evidencia sugiere que dafios cronicos a
las células epiteliales alveolares provocan la muerte celular de las mismas y la activacion del
epitelio pulmonar lo que induce la activacidon de mecanismos de reepitelizacion aberrante, asi
como el reclutamiento de células mesenquimales y fibroblastos que participan en la
acumulacion excesiva de matriz extracelular y la consecuente destruccién del parénquima
pulmonar (Selman & Pardo, 2006; Martinez et al., 2017). La incidencia y la prevalencia de la
FPI incrementan en personas mayores de 60 anos, por lo cual se ha denominado que esta
patologia es una enfermedad asociada al envejecimiento (Ley & Collard, 2013; Nalysnyk et al,
2012). Aun no esta claro cudles son los mecanismos moleculares que determinan la
susceptibilidad al desarrollo de la FPI en el envejecimiento, sin embargo, se ha propuesto que
esta enfermedad también podria ser el resultado de un envejecimiento acelerado del pulmén
(Selman et al., 2016). De hecho, varias de las caracteristicas que se presentan en el
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envejecimiento han sido identificadas en pulmones de pacientes con FPIl y se han replicado
en modelos murinos, por ejemplo, el acortamiento de telobmeros (Snetselaar et al., 2017;
Povedano et al., 2015), la senescencia celular de las células epiteliales alveolares (Chilosi et
al., 2013), alteraciones en las funciones mitocondriales, dano oxidativo (Mora et al., 2017),

cambios epigenéticos (Yang et al., 2014) y pérdida de la proteostasis (Meiners et al., 2015).

La proteostasis en la FPIl: el papel de la autofagia y el estrés de reticulo

endoplasmico en el desarrollo de fibrosis pulmonar.

Ademas de los mecanismos antes mencionados, se ha demostrado que una forma de
fibrosis pulmonar familiar estd asociada con mutaciones en el gen que codifica para la
proteina surfactante C (SFTPC). Esta mutacion, altera el procesamiento y plegamiento del
precursor de la proteina surfactante (proSP-C) reteniéndola en el reticulo endoplasmico e
inhibiendo su secrecion (Thomas et al., 2002). In vitro, se ha publicado que en células
epiteliales A549, la mutacion en el dominio BRICHOS, esencial para el procesamiento y
transporte de proSP-C, induce la formacién de agresomas, estrés de RE, incremento en los
niveles de XBP1 y BiP y apoptosis (Mulugeta et al., 2005). Asi mismo, se demostréo que
especificamente en el epitelio alveolar de pacientes con fibrosis pulmonar familiar no asociada
a la mutacion del gen SFTPC y en pacientes con fibrosis pulmonar esporadica, se detectd
acumulacién de proSP-C asociado con la activacion de BiP, XBP1 y ATF6 asi como un
elevada expresion de CHOP y caspasa-3 activa. (Lawson et al., 2008; Korfei et al., 2008).
Estos estudios, propusieron que las alteraciones en el plegamiento y la formacion de
agregados toxicos de proSP-C, son la principal causa de estrés de RE y activaciéon de la
respuesta UPR lo que favorece la apoptosis de las células epiteliales alveolares. Por otro
lado, cdmo ya se ha mencionado previamente, el estrés de RE es un inductor de la via de la
autofagia, pero otros tipos de estrés como el dafio oxidativo y las alteraciones mitocondriales
que también estan presentes en la FPI, pueden activar este proceso. En 2012, Patel y
colaboradores reportaron que en extracto de pulmones de pacientes con FPI, hay un
incremento en los niveles de XBP1, comparado con extractos de pulmones sanos, un hallazgo
que confirmé los resultados previamente mencionados. A pesar de este resultado, se observé
que habia una disminucién significativa en los niveles de LC3-Il, lo que indica que a pesar de
la activacion de vias de estrés que inducen la autofagia, ésta ultima no se esta activando en el

pulmon de pacientes con FPI. Asociado a esto, se observd que en comparacion con el tejido
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de pacientes sanos, en el epitelio alveolar de pulmones con FPI no hay formacién de
autofagosomas y existe una clara acumulacion de p62 que colocaliza con agresomas de
proteinas. En este mismo estudio, se demostrd que en fibroblastos humanos, el tratamiento
con la citocina profibrosante TGF-B1, activa a mTOR y a pesar de la induccion de la autofagia
con rapamicina o por medio de la deficiencia de nutrientes, no hay activacion de este proceso.
Interesantemente, la inhibicién de la autofagia, favorece la activacion de los fibroblastos y un
incremento en la expresién de fibronectina. Aunque en este articulo no se evaluaron la
acumulacioén de proteinas u otros marcadores de activacion de la via UPR, o el efecto de la
deficiencia de la autofagia en células epiteliales, este estudio postulé por primera vez que en
la FPI a pesar de haber estrés de RE, no hay activacion de la autofagia (Patel et al., 2012).
Posteriormente, Araya et al. publicaron que en células bronquiolares humanas, la inhibicién de
la autofagia y la induccion del estrés de RE por medio del tratamiento con tunicamicina,
induce senescencia celular y dafno al DNA. Adicionalmente, en biopsias de pulmones con FPI,
por medio de inmunohistoquimica los autores mostraron que en el epitelio alveolar y en
lesiones que demostraban destruccion del tejido y fibrosis, no se detectd la presencia de
Beclin1 y LC3 y por el contrario, habia una alta expresion de p62 y los marcadores de
senescencia p21 y B-galactosidasa (Araya et al., 2013). En este estudio, se propuso que en la
FPI la insuficiencia de la autofagia y el incremento en el estrés de RE, podrian estar
induciendo la senescencia de las células epiteliales alveolares y favorecer la diferenciacion de
los fibroblastos hacia un fenotipo profibrosante. Por otro lado, en fibroblastos derivados de
pacientes con FPI, se ha visto que a nivel basal hay una disminucion del flujo autofagico, una
reduccion en el numero de autofagosomas y una activaciéon de mTOR, la cual se mantiene
aun cuando se estimula la induccion de la autofagia por medio del ayuno o déficit de
nutrientes. De forma interesante, a pesar del estrés inducido y los defectos en la activacion de
la autofagia, los fibroblastos de FPI son resistentes a la apoptosis (Romero et al., 2016). Una
de las caracteristicas de la FPI, es la formacion de focos de fibroblastos los cuales son sitios
en donde hay una gran acumulacion de colagena, lo que contribuye a la rigidez de la matriz
extracelular (Pardo & Selman, 2016). Se ha visto que los fibroblastos derivados de pulmones
con FPI, cuando son cultivados en una matriz rigida de colagena polimerizada, activan la via
de PTEN/AkKt, lo que disminuye la autofagia y los desensibiliza al estrés favoreciendo la
resistencia a la apoptosis (Nho, & Hergert, 2014). Estos estudios sugieren que contrario a lo

que sucede en las células epiteliales alveolares, la deficiencia de la autofagia en los
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fibroblastos, esta asociada con la persistencia de este tipo celular lo que favorece la secrecion
exacerbada de matriz extracelular.

La publicacién de estos estudios, fue determinante para comprender que el estrés de RE y
las alteraciones en la autofagia estaban teniendo un papel importante en la patogénesis de la
FPI, sin embargo, aun no es claro como ambos procesos podrian estar relacionados en el

desarrollo esta enfermedad.

RATON MODIFICADO GENETICAMENTE CON DEFICIENCIA EN LA PROTEASA
ATG4B (AUTOFAGINA 1)

Como se menciond en parrafos previos, ATG4B es una proteasa esencial en la via de la
autofagia ya que procesa a la proteina LC3, el principal sustrato necesario para la formacion y
maduracion de los autofagosomas. En 2010, Marifio y colaboradores, generaron al ratdon
deficiente en el gen que codifica para esta proteasa. Este ratén tiene un desarrollo
embrionario normal, es fértil y puede llegar a vivir el mismo tiempo que los ratones wild type.
En ratones Atg4b"‘ se ha visto que debido a la deficiencia de esta proteasa, en diversos
tejidos no hay procesamiento de los sustratos LC3, GABARAP y GATE-16 y hay una
acumulacioén significativa de p62. Estos ratones muestran a nivel sistémico una severa
disminucién en la formacion de autofagosomas en condiciones basales y durante la induccion
de la autofagia. A nivel morfolégico, se observd que los ratones deficientes de ATG4B, tienen
defectos en el desarrollo de las otoconias y la secrecion de las proteinas que forman la matriz
organica de las otoconias, lo que afecta la movilidad y equilibrio de estos animales (Marifio et
al, 2010). Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos demostrado que en el pulmén de
ratones Atg4b"‘, no hay procesamiento de LC3 y tienen una acumulacién signficativa de p62,
lo que resulta en una disminucién de la actividad autofagica. Para investigar el papel de esta
proteasa y la autofagia durante el desarrollo de fibrosis, utilizamos como modelo la induccion
de fibrosis pulmonar con bleomicina. En ratones silvestres a los 7 dias (etapa inflamatoria) y
28 dias (etapa fibrosante) después de la exposicién al dafio con bleomicina, observamos un
incremento en la expresion de Atg4b y Atghs. De forma interesante, por medio de
inmunohistoquimica observamos que durante la etapa inflamatoria, ATG4B se expresa
principalmente en el epitelio alveolar y bronquiolar asi como en los macréfagos alveolares, sin

embargo, en la etapa fibrosante el porcentaje de células positivas para esta proteina
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disminuye significativamente. De igual manera, el tratamiento con tunicamicina da como
resultado un incremento en la forma lipidada de LC3, asi como una disminucion en la
acumulacion de p62, lo que indica que ante el dafo provocado por la bleomicina se esta
induciendo la autofagia en el pulmoén. De forma opuesta, los pulmones de ratones Atg4b~~
son mas susceptibles al desarrollo de fibrosis ya que a pesar del estrés citotoxico y el dafo
pulmonar inducido, no muestran activacién de la autofagia y esto estd asociado con una
mayor acumulacién de colagena, un incremento significativo en la apoptosis de las células del
epitelio alveolar y bronquiolar, mayor dafio y destruccion del parénquima pulmonar y un
aumento en la produccién de citocinas pro-inflamatorias. En pulmones de pacientes con FPI,
mostramos que en células epiteliales alveolares cercanas a los focos de fibroblastos o
adyacentes a areas con fibrosis, muestran tincion positiva para ATG4B mientras que en los
fibroblastos no se observé sefal positiva para esta proteina. En este estudio demostramos
que la autofagia y la proteasa ATG4B tienen un papel protector en el pulmén ya que protegen
a las células epiteliales alveolares de la apoptosis y el estrés inducido por la bleomicina,
regulando con ello las respuestas inflamatorias y el desarrollo de fibrosis (Cabrera et al.,
2015).

La disminucion de la autofagia en este ratdn, imita las condiciones que ocurren en el
envejecimiento y en el pulmén de pacientes con FPI. En este contexto, nosotros proponemos
que este raton mutante es un modelo ideal que nos permite estudiar in vivo como la alteracién
de la autofagia, los mecanismos de envejecimiento y el estrés de reticulo endoplasmico
podrian estar relacionados entre si y cual es el papel que estan teniendo en el desarrollo de

fibrosis pulmonar.
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HIPOTESIS

La deficiencia de la proteasa Atg4b en el pulmon, asociada con una reduccion en el flujo
autofagico, conducira a un aumento en el estrés del reticulo endoplasmico, y acumulacién de
organelos y proteinas dafiadas, que son procesos caracteristicos del envejecimiento. Los
ratones deficientes de la proteasa Atg4b seran mas susceptibles al desarrollo de fibrosis
pulmonar experimental inducida por tunicamicina, en comparacidn con sus respectivos

controles silvestres.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desarrollo de fibrosis pulmonar experimental inducida por tunicamicina, utilizando
como modelo al raton modificado genéticamente deficiente de la proteasa Atgdb y su

asociacién con marcadores de envejecimiento en el pulmon.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el flujo de autofagia y el estrés de RE en condiciones basales en el pulmén de
ratones WT y ATG4B KO.

e Evaluar la susceptibilidad de los ratones WT y ATG4B KO al dafio pulmonar inducido
por tunicamicina.

e Evaluar la induccion de autofagia y la activacién de la respuesta UPR después del
tratamiento con tunicamicina.

e Evaluar la inflamacién, apoptosis, acumulacién de colagena, asi como los cambios

morfoldégicos en el pulmon después del estrés de RE inducido con tunicamicina.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo y tratamiento de células MLE-12.

La linea de células epiteliales de pulmon de raton MLE-12 se adquiri6 de American Type
Culture Collection (ATCC, CRL2110). Las células MLE-12 se cultivaron y se mantuvieron en
una incubadora de CO2 (5% de CO2-95% de aire) a 37 °C con medio HITES (F-12 / DMEM,
Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD), enriquecido con 0,01% de hidrocortisona, 1 % de
insulina-transferrina-selenito de sodio (Sigma-Aldrich), 0.01% de B-estradiol, 100 unidades /
ml de penicilina, 100 ug /ml de estreptomicina, 1% de L-glutamina, 1% de HEPES, 0.01% de
B-estradiol (Sigma-Aldrich E2257), 0.01% de hidrocortisona y 2% de suero bovino fetal. Las
células MLE-12 fueron tratadas con 0.5 o0 1 yg / ml de tunicamicina (Sigma-Aldrich, T7765)
con o sin cloroquina 10 uM (Sigma-Aldrich, C6628) durante 24 h.

Citometria de flujo.

Las células se cultivaron y se mantuvieron hasta llegar al 75% de confluencia en placas de 12
pozos. Después de la estimulacion con tunicamicina y cloroquina, las células se despegaron
con tripsina y se transfirieron a tubos de ensaye de 5ml y se tifieron con anexina-V y Pl. Se
utilizé el kit de deteccion de apoptosis FITC Annexin V con Pl (BioLegend, San Diego, CA)
para cuantificar la apoptosis temprana y tardia. Las células MLE-12 se trataron con los
productos quimicos indicados durante 24 h, posteriormente se tripsinizaron y se lavaron dos
veces con el buffer de tincidon BioLegend. La suspension de células se transfirié a un tubo de
ensaye de 1 ml para citometria de flujo, y luego se afadieron 5 ul de FITC Annexin V y 5 ul de
loduro de Propidio (PI). Las células se agitaron suavemente en vértex y se incubaron durante
15 min a temperatura ambiente (25 °C) en la oscuridad. A cada tubo se le afadieron 400 ul de
buffer de union a anexina V y finalmente se analizaron usando un citémetro de flujo BD FACS
Calibur (BD Biosciences). El analisis y la visualizacién de los datos de citometria de flujo se
realizaron usando el software FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, OR). Se llevaron a cabo tres
experimentos independientes.

Caracterizacion del genotipo y establecimiento de grupos experimentales.

Se trabajé con ratones de la cepa C57BL6, silvestres (WT) y modificados genéticamente,
deficientes de la enzima Atg4B (atg4b"'), obtenidos por medio de una colaboracion con el Dr.
Carlos Lépez-Otin, de la Universidad de Oviedo, Espafa. Para este trabajo se utilizaron
ratones hembras y machos de 8 a 10 semanas de edad. Los ratones fueron mantenidos en el
Bioterio de Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y todos los
procedimientos realizados con los animales fueron desarrollados de acuerdo al comité de
ética de dicha institucion. Para generar al raton deficiente de Atg4b, se investigd en la base de
datos del consorcio internacional de ratones knockout (International Mouse Consortium
database) células totipotenciales embrionarias (ES) que tuvieran mutaciones que
interrumpieran la expresion del gen Afg4b en el ratdn. La linea celular de ES AO9EQ6 se
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obtuvo del GGTC (German Genetrap Consortium), la cual contenia el cassette pT1betageo
que fue insertado en el primer intrén del gen Afg4b (Figura 14). Las células que contenia el
vector posteriormente fueron implantadas en los blastocistos de hembras C57BL/6 para
generar ratones quimeras. Los machos quiméricos fueron utilizados para aparearse con
hembras C57BL/6, la descendencia heterocigota se utilizé para generar ratones homocigotos
para el gen Atg4b (Atg4b-/-). La homocigosis de la mutacién fue demostrada por Southern
Blot, y la ausencia de la proteina y del transcrito fue comprobada por PCR y Western Blot.

A 1 2 3 45 L2 7 LE] w1y 12

ks i
Gene Trap Vector [End ]E‘% 2 Kb

B . 7Kb -
Bl 1 Bl 2 3
Wt allele | = I ﬂ H:i
probe
B;—-_,S ijil 2
Mutant allele A 7 OA | [I,l

2 Kb

probe =

FIGURA 14. A) Representacion del locus WT de Atg4b. Los exones estan representados con numeros. El
gene trap vector se insertd en el intron 1: la estructura del vector que contiene un aceptor de splicing (SA), (-
galactosidasa fusionada con el gen de resistencia a la neomicina (B-geo), y una sefial de poliadenilacion (pA). B)
representacion de los loci WT y mutante, mostrando el nuevo polimorfismo del sitio de restriccion para BamHI
(B1), generado por la insercion del vector gene trap. Tamano del gen 34497. Total de exones= 12 (1..22,
13021..13122, 13221..13292, 18738..18836, 20101..20202, 20596..20668, 23253..23332, 25686..25879,
29380..29458, 29721..29866, 30878..30934, 31479..31572, 32654..34497).

La determinacion del genotipo se realizé por PCR utilizando primers especificos y el DNA
templado fue aislado de la punta de la cola de cada individuo (Figura 15y 16).

primer KO: 5-CACGCCATACAGTCCTCTTCA-3'
primer HT: 5-AAGTATATAGGCCTGGATGGTTGCT-3'
primer WT: 5-CCTCCAGCTCACTGAACTCC-3'

FIGURA 15. Representacion de la extracciéon de DNA. Se corté un fragmento pequefo de la cola de ratones
WT o Atg4b-/-, posteriormente este fue colocado en un tubo eppendorf al cual se le anadio buffer de digestion y
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se incubd una hora a 99°C para favorecer la degradaciéon unicamente del tejido y obtener DNA. Posteriormente,
del DNA extraido se tomo 1 pl para la reaccion de PCR.

Componentes de la reaccion de PCR

1) [ 6.1l
2) Buffer.......ccooooiii 1l

3) MgCI2....coii, 0.3yl
4) Forward Primer HT(25uM)....... 0.25 ul
5) Backward Primer WT(25uM)....0.25 pl
6) Backward Primer KO(25uM)....0.25 pl

Lokl
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
zZ041
2101
Zlel

LouLyyLLanu
agcagtatct
cttgaagtgc
taaactacat
Jgacaaaggaa
tataggecctg
actgtagcag
gataattcat
ccatgetotg
gtggcatgga
gtggttagag
ttaggtagcc
ctcacatgcocc

CLiLaLaaltiey
ctccacaaaa
tggacttaaa
ttgttattgg
aagaaatgct
gatggtgett
gatggacaaa
tatttteocec
tgaaagtaca
ggttcatgec
aactaactta
cataatcccc
cacatgcaga

Lyl gLty L
coctcactgt
aagtgtgagc
gtatcaggag
gtctgaggcc
atatgggaga
aacaaatecte
ttecccotact
ttettgtega
ccaggagtte
ctggtottot
gggactctag
catgtgccta

yoLLyLy Ly
actagaactc
catcctgccc
tttcaatcta
cctgacattc
gtgatgtggg
actttggaag
cecctecate
gactaaacca
agtgagctgg
agaagaccadg
tccaggggac
cactgttggt

[ R L PR
aggatgtaga
tacctacctt
gacattggac
tctacaggag
ctaggttata
catatttaaa
ccatettaag
aaaactaaac
aggactggag
ttcagttecct
ccagtgocta
tggttttgga

[ P L R
tcaggctggeo
gatcttttta
tagaaaaatg
accagaagta
ggtgactgga
ggtttttttg
tacacctace
caaaaacaaa
agatggttca
agtacctatg
JggCaccaca
gatgggtttoc

FIGURA 16. Reaccion de PCR y secuencia de union de los primers HT, WT y KO. Panel superior: esquema
representativo de las condiciones utilizadas para la reaccion de PCR. Panel inferior: por medio de la herramienta
BLAST, se muestran las secuencias blanco en las cuales se unen los primers WT, KO y HT.

Después de determinar el genotipo de cada individuo, generamos una base de datos con el
numero de identificacion del individuo, sexo, el genotipo determinado, el no. de su padre y
madre, y la fecha de nacimiento. Los ratones hembra y macho de 8 a 10 semanas de edad
fueron usados para el protocolo de investigacion.

Modelo animal de induccién de dafio y estrés del RE por tratamiento con tunicamicina.

Se trataron a los ratones con tunicamicina y se evaluo la respuesta inflamatoria y fibrosante.
Ratones atg4b"' y controles fueron anestesiados con pentobarbital sédico, para recibir
tunicamicina (10ug), por via intra-traqueal en dosis unica. La droga fue administrada en un
volumen de 50 ul, los animales control fueron instilados con el mismo volumen de vehiculo.
Los animales fueron sacrificados en distintos periodos de tiempo (3, 14, y 21 dias post-
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tratamiento), para examinar tanto la respuesta inflamatoria, como la respuesta fibrosante.
Después del sacrificio, se obtuvieron los pulmones y se evaluo la gravedad de la fibrosis a
través de la medicion semicuantitativa de las lesiones y la determinacion de hidroxiprolina
(Figura 17).

FIGURA 17. Modelo de induccion de estrés de RE con tunicamicina. Ratones WT y atg4b KO, fueron
anestesiados para recibir tunicamicina (10ug), por via intra-traqueal en dosis Unica. Después del tratamiento, los

ratones fueron sacrificados a diferentes tiempos para extraerles los pulmones y evaluar el dafio al tejido.

Monitoreo del flujo de autofagia en pulmdn de ratones wild type y deficientes de la
proteasa Atg4b en condiciones basales.

La conversion de la forma LC3-I a LC3-Il indica que se ha inducido autofagia. La cantidad de
LC3-Il correlaciona con el numero de autofagosomas formados, por lo tanto en un
immunoblot, un aumento en la intensidad de la banda de LC3-ll respecto a la banda
correspondiente a LC3-l indica un aumento en el flujo de autofagia. Se evalu6 el nivel de
autofagia en extracto de pulmén derivado de animales WT y AtgdB KO por Western Blot
utilizando un anticuerpo especifico anti-LC3, tanto en condiciones basales como después del
tratamiento con tunicamicina. Se realizd6 un analisis por densitometria con el software
QuantityOne de BioRad, para cuantificar y comparar la intensidad de la banda de la forma
LC3B-I vs. LC3B-Il y posteriormente se normaliz6 con B-tubulina, el cual fue utilizado como
control endogeno.

Degradacion de substratos especificos de autofagia en el pulmon.

La proteina p62, también conocida como SQSTM1/sequestosome 1, es selectivamente
incorporada en los autofagosomas a través de su union directa con LC3 y es degradada por
autofagia. Los niveles de esta proteina se correlacionan inversamente con el flujo de
autofagia, es decir, la acumulacion de p62 indica una disminucién en el flujo de autofagia y
viceversa. Se evaluo el nivel de autofagia en extracto de pulmdn derivado de animales WT y
Atg4B KO por Western Blot, cuantificando el nivel de p62 usando un anticuerpo especifico,
tanto en condiciones basales como después del tratamiento con tunicamicina. Posteriormente,
se realizaron analisis por densitometria con el software QuantityOne de BioRad, para
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cuantificar la intensidad de p62 y se normalizé con B-tubulina, el cual fue utilizado como
control endogeno.

Inmunoblot.

El tejido pulmonar o células MLE12 se homogenizaron en un buffer con Tris 20 mM, pH 7.4,
que contenia NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1% (Sigma-Aldrich, T8787), EDTA 10 mM y un
Coctel Inhibidor de Proteasas UltraCruz (Santa Cruz Biotechnology, sc- 29131). Los extractos
de tejidos y las células se centrifugaron a 15,000 rpm a 4 °C y se recuperaron los
sobrenadantes. La concentracién de proteina se cuantific6 mediante la técnica del acido
bicinconinico (kit de ensayo de proteinas BCA, Pierce Biotechnology, 23225). Se cargd un
total de 25 pg de proteina en geles de SDS-poliacrilamida al 8% o al 13%. Después de la
electroforesis, los geles se electrotransfirieron en membranas de polifluoruro de vinilo (PVDF,
Millipore, IPV H00010) y luego se bloquearon las membranas con leche desnatada en polvo al
5% en TBS-T (solucion salina tamponada con Tris con Tween 20 al 0,05% [Sigma-Aldrich,
P9416] ) y se incubaron durante la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios
diluidos en diluyente de anticuerpos (Thermo-Fisher Scientific, 003118): anti-ATG4B (Sigma-
Aldrich, A2981), anti-SQSTM1 (Sigma-Aldrich, P0068), anti-ATG4B LC3B (Sigma-Aldrich,
L7543), anti-TUBB4 (Santa Cruz Biotechnology, sc-9104), anti-B-tubulina (Santa Cruz
Biotechnology, sc-47778), anti-XBP1 (Santa-Cruz, sc-7160), anti-CHOP (Sigma-Aldrich,
NB600-1335), anti-BiP (Sigma-Aldrich, G8918), anti- CASP3 (caspasa 3) pro/activa (Novus
Biologicals) o anti-NFkB (Abcam). Después de 3 lavados con TBS-T, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente a una dilucion 1: 3000 en leche al
1.5% en TBS-T, y se revelaron con sustrato de HRP quimioluminiscente Immobilon (Millipore,
WBKLS0500).

Cuantificacién de hidroxiprolina pulmonar.

La hidroxiprolina en pulmén fue cuantificada por la técnica colorimétrica desarrollada por
Woessner. Brevemente, los tejidos pulmonares se homogenizaron en 500 uL de H20 y
posteriormente se hidrolizaron con otros 500 uL de HCI 12N, en un volumen final de 1000 pL
de HCI 12N, a una temperatura de 110°C por 24 horas. Alicuotas de este hidrolizado se
utilizaron para el desarrollo de la técnica colorimétrica, utilizando el reactivo de Elrich. Los
datos fueron expresados como microgramos de hidroxiprolina por pulmén. La hidroxiprolina se
cuantificé por comparacion con una curva patréon generada con concentraciones conocidas
de 4-hidroxiprolina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

Evaluacion semicuantitativa del porcentaje de dafio pulmonar, inflamacién y fibrosis.
El pulmén derecho fue fijado por instilacion a presion constante (25 cm Hy0) con
paraformaldehido al 4% en PBS 1X. Posteriormente el tejido fue deshidratado en alcohol

etilico (30, 50, 70, 96%) y finalmente en xilol, después el tejido fue embebido en parafina y se
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hicieron cortes de 5um. La extensién y grado de las lesiones, asi como el porcentaje de
inflamacion vy fibrosis, fueron evaluados después de la tincion de Masson y hematoxilina-
eosina y se puntuaron a ciegas por la gravedad y magnitud de las lesiones pulmonares.

Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido se desparafinaron en xilol y luego se rehidrataron con etanol a
diferentes concentraciones. Posteriormente, se bloquearon con H;O, al 3% en metanol. La
exposicion del antigeno se realizé calentando en un microondas las laminillas embebidas en
buffer de citratos 10 mM, pH 6,0. Las secciones tisulares se trataron con solucion de bloqueo
universal (BioGenex, HK085-5K) durante 10 min, y luego se incubaron durante la noche a 4°C
con los siguientes anticuerpos primarios: anti-XBP1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-7160),
anti-CHOP ( Sigma-Aldrich,), anti-BiP (Sigma-Aldrich,), anti-pro / activo-CASP3 / caspasa 3 y
anti-NFkB. Finalmente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se usd una
antiinmunoglobulina biotinilada como anticuerpo secundario, seguido de estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano (BioGenex, HK330-5K). Se utilizé 3-amino-9-etil-
carbazol (BioGenex, HK092-5K) en buffer de acetatos que contenia 0,05% de H,O, como
sustrato. Las secciones fueron doblemente tefiidas con hematoxilina. El anticuerpo primario
se reemplazé por suero no inmune para los portaobjetos de control negativo.

Para la evaluacion semicuantitativa, se seleccionaron aleatoriamente 10 campos a diferentes
aumentos y la intensidad de la tincién se calificé como sin tincién = 0, tincion débil = 1, tincion
moderada = 2, tincion fuerte = 3. El grado de positividad las células se calificaron como 0 = sin
células positivas, 1 = que comprende <25%, 2 =25 a 50%, 3=50a 75% y 4 =75 a 100% (el
porcentaje de células marcadas, se determind de acuerdo con la siguiente ecuacion: % =
numero de células marcadas / células totales contadas x 100). El puntaje final se determiné
multiplicando los puntajes de intensidad por el grado de puntuacién de las células con senal
positiva, obteniendo un puntaje minimo de 0 y un puntaje maximo de 20.

Estadistica
Todos los datos experimentales se informan como la media £ desviacidon estandar (DE). Los
analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t de Student de 2 colas usando el

software Graphpad Prism version 4.0 (Graphpad Software Inc., San Diego CA) y los valores
de P menores de 0,05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

ESTUDIOS IN VITRO EN CELULAS EPITELIALES MLE-12.

La tunicamicina induce cambios en la morfologia celular y rompimiento de las uniones
intercelulares, y en presencia del inhibidor de autofagia, cloroquina, induce apoptosis
en las células epiteliales MLE-12.

Numerosos estudios han demostrado que el dafio de las células epiteliales alveolares y la
apoptosis desempefian un papel clave inicial en la patogénesis de la FPI (Korfei et al., 2008;
Thannickal & Horowitz, 2006; Selman & Pardo, 2002). Para investigar si de la autofagia en
las células epiteliales alveolares ante el estrés del RE, células MLE-12 fueron tratadas con
tunicamicina, en presencia o ausencia del inhibidor de autofagia cloroquina, y se evalud la
morfologia de las células, los biomarcadores de autofagia, y la apoptosis. La tunicamicina es
un antibiético derivado de la bacteria Streptomyces sp que induce estrés de reticulo
endoplasmico al inhibir a las enzimas N-acetilglucosamina transferasas encargadas de
realizar los enlaces N-glucosidicos en las proteinas, esenciales para su correcto

plegamiento (Heifetz et al., 1979). Por otro lado, la cloroquina es una base débil, que en la
forma monoprotonada se difunde en el lisosoma, donde se convierte en diprotonada y queda
atrapada en el interior, cambiando el pH lisosomal, de acido a basico, lo que inhibe la
actividad de catepsinas y la degradacion autofagica en los autolisosomas (Mauthe et al.,
2018). Las células se incubaron en presencia o ausencia del inhibidor cloroquina, y se trataron
con 2 concentraciones de tunicamicina 0.5 y 1ug/mL durante 24 h. Como se muestra en la
Figura 18, bajo microscopia de contraste de fases, la tunicamicina indujo cambios en la
morfologia celular; mientras que las células MLE-12 control tratadas con vehiculo, tienen la
morfologia cuboidal tipica de una célula epitelial. Por el contrario, las células tratadas con
tunicamicina perdieron su forma cuboidal, los contactos célula-célula, y desarrollaron un
fenotipo alargado con extensiones citoplasmaticas (Figura 18, flechas rojas en los paneles
inferiores). El tratamiento de las células MLE-12 sdlo con cloroquina resulté en la formacion
de pequenas vacuolas perinucleares, pero preservaron su forma cuboidal tipica, sin embargo,
la combinacién de tunicamicina 0.5 pg/mL + cloroquina indujo una acumulacién de vacuolas
de mayor tamano, los contactos célula-célula se perdieron, y desarrollaron una forma
alargada con extensiones citoplasmaticas. Observamos una reduccion en el numero de
células MLE-12 tratadas con la combinacién de tunicamicina 1ug/mL + cloroquina en el
campo, ademas identificamos claramente la dilatacion de los autolisosomas (Figura 18,
flechas azules en los insertos), debido a que se éstos se fusionan cuando no ocurre la
degradacion del cargo y esto conduce a un incremento en su tamano. La inhibicidon de la
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autofagia por cloroquina durante el tratamiento con tunicamicina provocé un incremento en el
numero de células refringentes, con caracteristicas de apoptosis, como presencia de nucleos
condensados y forma redonda (Figura 15 asteriscos amarillos), mientras que no
observamos estas caracteristicas en las células control, o tratadas solo con cloroquina o con
tunicamicina. La induccion de la apoptosis, fue corroborada posteriormente por citometria de
flujo y a través de western blot evaluando la activacion de caspasa-3. Estas observaciones
indican que la inhibicion de la autofagia durante el estrés de RE inducido por la tunicamicina
puede sensibilizar a las células a la apoptosis.

Control TM 0.5ug ™ 1ug

FIGURA 18. La tunicamicina induce cambios en la morfologia celular y rompimiento de las uniones
intercelulares. Imagenes de contraste de fases de células epiteliales de raton MLE12 tratadas con vehiculo o
tunicamicina 0,5 y 1 pg/ml sola o en combinacién con cloroquina 10uM durante 24 h. La barra de escala
representa 100 ym. Los paneles inferiores representan imagenes ampliadas del érea de los cuadros amarillos de
los paneles superiores correspondientes. Las flechas rojas sefalan la pérdida de contactos entre células y
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células, las flechas azules indican la acumulacion de vacuolas en el citoplasma y los asteriscos amarillos sefialan
las células con caracteristicas tipicas de apoptosis.

Evaluacion de la actividad autofagica en las células MLE-12 después del tratamiento
con tunicamicina.

Como he descrito en la introduccion, en distintos tipos celulares se ha descrito que la
autofagia se activa no solo durante condiciones de deficiencia de nutrientes, sino también
frente a diversos tipos de estrés. Para evaluar si el estrés inducido por tunicamicina tenia un
efecto en el flujo autofagico, evaluamos el recambio de los marcadores LC3B-Il y p62, y los
niveles de la proteasa ATGB4, mediante western blot, después del tratamiento con
tunicamicina sola o en presencia de cloroquina. El tratamiento con tunicamicina indujo la
activacion de la autofagia, caracterizada por un aumento en el nivel de ATG4B, y el
procesamiento de su sustrato LC3B-Il a su forma lipidada LC3B-Il (Figura 19). El tratamiento
con cloroquina condujo a una acumulacion significativamente mayor de LC3B-Il comparado
con las células control y las tratadas en combinacién con la tunicamicina (Figura 19). La
cloroquina también condujo a una acumulacion de p62 en las células tratadas con
tunicamicina en comparacion con las células control. Estos resultados refuerzan la nocién de
que la actividad autofagica se induce después del estrés del RE en las células epiteliales
alveolares.

- - - + + s+ ca(oum) g 33 . :
0 05 1 0 05 1 TM (ug/mL) @ 52
o= 9 2 15
3
- . .~ 8 W ATG4B (45 kDa) < fog
e i . Basal TW 0.5 g ™ 1 pg ca TMO5pg+ TM1pg+
ca cQ
- 3 *
p62 (6 2kDa) 2 fos *
0w i 2
O Sis
s« 0 0 [
o 3
s s |LC3- (16 kDa) © £ ﬁ NN
| — - Basal T™ 0.5 ug T™ 1 ug ca TMO05pug+ TM1pug+
caQ ca
DE—— .- LC3-1 (18 kDa) o * *
b 2
S 2
MR S S S S TUBBT (55 kDa) = ¢
0 3
O =1
—

Basal T™ 0.5 g TM 1 pg ca TM05pg+ TM1pg+
(o] cQ

FIGURA 19. Activacion de autofagia en células MLE12 tratadas con tunicamicina. Inmunoblots
representativos de ATG4B, LC3-1 / Il y p62 en células epiteliales alveolares de raton MLE12 tratadas con
vehiculo o tunicamicina 0,5 y 1 yg/ml sola o en combinacién con cloroquina durante 24 h. La B-tubulina se usé
como control de carga. A la izquierda la densitometria de los inmunoblots. Los niveles de proteina se
normalizaron en comparacion con el control basal mas el vehiculo. Los resultados representan la media + DE. La
significacién estadistica se determindé mediante ANOVA de una via (* p <0,05).
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La inhibicién de la autofagia durante el estrés de RE inducido por tunicamicina,
promueve la apoptosis en células epiteliales de pulmon de raton.

Para corroborar que la inhibicion de la autofagia durante el estrés inducido por la tunicamicina
puede sensibilizar a las células a la apoptosis, evaluamos el porcentaje de células positivas
para anexina V y ioduro de propidio (Pl) por citometria de flujo. Con este método, se pueden
distinguir dos poblaciones: las células Annexin V' PI', que se encuentran en la fase
temprana de la apoptosis y las células Annexin V* PI’, las cuales estan en la fase tardia
de la apoptosis. Los valores de cada poblacién, representan el numero total de células
apoptéticas (Annexin V' PI' + Annexin V' PI'). Como se ilustra en la Figura 20 B,
después de 24 horas del tratamiento con tunicamicina 0.5 uyg/mL, hubo un incremento
de aproximadamente 9% en el numero de células apoptoéticas totales (basal= 25.565 +
2.7 vs TM 0.5ug= 53.85 * 1.8). Este efecto se potencid significativamente con el tratamiento
de cloroquina (TM 0.5ug= 53.85 * 1.8 vs TM 0.5ug + CQ= 73.35 + 3.1). Respecto a la
concentracion de tunicamicina 1 pg/mL, hubo un incremento de aproximadamente el 28%
(basal= 25.565 + 2.7 vs TM 1ug= 67.4 * 1.8) en comparacion con la apoptosis basal y el
tratamiento con cloroquina exacerbo la apoptosis casi al 100% (TM 1ug= 67.4 £ 1.8 vs TM
1ug + CQ= 97.75 £ 1.5). La cloroquina sola no tuvo un efecto significativo en la apoptosis de
las células MLE12 (Figura 20, Ay B).

FIGURA 20. La inhibicion de la autofagia hace a las células epiteliales alveolares de raton mas
vulnerables a la apoptosis después del estrés del RE inducido por tunicamicina. Las células epiteliales
alveolares de raton MLE-12 se trataron con vehiculo o tunicamicina 0.5 y 1 uyg/ml sola o en combinacion con 10
MM de cloroquina durante 24 h. La apoptosis se determiné mediante analisis de citometria de flujo de las células
tefiidas con Anexina-V-FITC / Pl después de 24 horas. (A) Datos representativos y (B) datos acumulativos de 3

experimentos independientes.
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La apoptosis se examind adicionalmente mediante western blot utilizando un anticuerpo
contra pro-caspasa 3 (32 kDa) y caspasa 3 activa (19 kDa). Observamos que la apoptosis
inducida por tunicamicina aumenta en presencia de cloroquina, ya que hay mayores niveles
de caspasa 3 activa (Figura 21). En conjunto con los resultados obtenidos por citometria de
flujo, estos datos sugieren que la cloroquina podria inhibir el efecto citoprotector de la
autofagia y de esta forma aumentar la citotoxicidad de la tunicamicina y promover la
apoptosis. Estos hallazgos in vitro, apoyan la nocion de que la actividad autofagica confiere
proteccion contra el dano inducido por la tunicamicina en células epiteliales alveolares de
pulmon.

+ + + CQ (10uM)
0 0.5 1 TM (pg/mL)

F WSS | pochss (32kDa) £
“ =8 . a.cAS3(19kDa) s
L] .
s A ;;
£
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asi Y] Hg " ng Céjg

FIGURA 21. Incremento en la activacion de caspasa 3 en las células MLE2 tratadas con tunicamicina en
presencia de cloroquina. Inmunoblot representativo de CAS3 pro y activa en células epiteliales alveolares de
raton MLE12 tratadas como se indica. La B-tubulina se usé como control de carga. Densitometria en el panel
derecho. Los niveles de proteina se normalizaron con el control basal. Los resultados representan la media + DE.
La significacion estadistica se determiné mediante ANOVA de una via (* p <0,05).

MODELO IN VIVO

El estrés del RE es un estado patoloégico que implica la agregacion aberrante de proteinas mal
plegadas, que a su vez, da como resultado la activacion de la respuesta UPR, que como ya
se ha mencionado en la introduccién, es un mecanismo que rescata a las células del estrés y
restaura la homeostasis dentro del RE. Recientemente, se ha descrito que la autofagia es
también un mecanismo que contribuye a restaurar la homeostasis del RE, ya que a través de
la degradacion en los autolisosomas, se eliminan los agregados de proteinas mal plegadas
promoviendo de esta manera la supervivencia celular (Rashid et al., 2015). Una activacion
anormal de la via UPR asi como alteraciones en la autofagia han sido implicadas en el
envejecimiento y en el desarrollo de diversas enfermedades cronico-degenerativas. Para
investigar la asociacién entre el estrés del RE y la autofagia in vivo, utilizamos el modelo
deficiente de Atg4b, para evaluar si la inhibicion en la autofagia tenia algun efecto en la
homeostasis del RE en condiciones basales. Ademas, utilizamos el modelo deficiente de
Atg4b para evaluar si las células del epitelio alveolar se volvian mas susceptibles al dano
inducido por tunicamicina, y si esto estaba asociado con el desarrollo de fibrosis pulmonar.
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Determinacion del genotipo para el establecimiento de los grupos experimentales.

El producto de amplificacion del alelo WT corresponde a una banda de 287 pb (Atg4b+/+),
mientras que el producto de amplificacion del alelo KO corresponde a una banda de 130 pb
(Atg4b-/-) y las muestras con ambas bandas, corresponden a ratones heterocigotos (Atg4b+/-)
(Figura 22). Para ampliar las colonias de ratones WT y Atg4b™ realizamos cruces directos WT
xWTy KO x KO y establecimos los grupos experimentales.

KO

H;;; 9 9 29292292299929%

- o —— KO 130 pb

FIGURA 22. Productos de amplificacion obtenidos por PCR. Imagen representativa de una electroforesis en
gel de agarosa al 2% de los productos de PCR para la determinacion del genotipo de los ratones. En el carril 1
se encuentra el marcador de 100pb y a partir del carril 2, se observan las bandas de distintos tamafos que
indican el genotipo de cada uno de los ratones.

Evaluaciéon de la actividad autofagica en el pulmén de ratones WT y Atgdb” en
condiciones basales.

Como se muestra en la Figura 23 (panel superior), confirmamos por western blot la ausencia
de la proteasa ATG4B en los pulmones de los ratones Atg4b'/'. La deficiencia de ATG4B en el
pulmén, resulta en una acumulacion significativa de la forma de LC3 no conjugada o LC3-I, y
la ausencia de la forma conjugada o LC3-ll, en comparacién con los pulmones de los ratones
de control WT. También encontramos |la acumulacion de la proteina p62 en los pulmones de
los ratones Atg4b'/', otro marcador relacionado con la autofagia, que como ya se menciono, se
une a proteinas blanco y es degradado en el autolisosoma. Para evaluar si la deficiencia de
ATG4B y la disminucion en la actividad autofagica podian estar relacionadas con un aumento
espontaneo del estrés del RE, evaluamos mediante inmunoblot los niveles de la chaperona
BiP/Grp78, CHOP y XBP1 en pulmones de los ratones WT y Atg4b'/' en condiciones basales.
Los niveles de XBP1, CHOP y BiP fueron ligeramente mas elevados en los extractos totales
de pulmén derivado de ratones Atg4b'/' en comparacién con los ratones WT, pero no
alcanzaron significancia estadistica (Figura 23, panel inferior).
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FIGURA 23. La inhibicién de autofagia por deficiencia de Atg4b resulta en la activacion moderada de
biomarcadores de estrés del RE. Panel superior: Inmunoblots representativos de ATG4B, LC3-I /Il y p62 en
tejido pulmonar de ratones WT y Atg4b-/- en condiciones basales. Panel |nfer|0r Inmunoblots representativos de
biomarcadores de estrés del RE en tejido pulmonar de ratones WT y Atg4b en condiciones basales. La f3-
tubulina se usé como control de carga. Debajo de cada inmunoblot se muestran los analisis de densitometria.
Los resultados representan la media + DE. La significacion estadistica se determiné mediante ANOVA de una via

(* p <0,05).
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Andlisis de la morfologia del pulmén en ratones WT y Atg4b™ y localizacién de los
biomarcadores de estrés del RE BiP/Grp78, CHOP y XBP1 en condiciones basales.

Para evaluar si en condiciones basales existian diferencias morfolégicas en el pulmén debido
a la ausencia de la proteasa ATG4B, analicé cortes de tejido tefidos con hematoxilina-eosina
de pulmon de ratones WT y Atg4b” por microscopia de luz. El analisis morfologico se hizo
seleccionando por lo menos 10 campos diferentes por cada individuo y con asistencia de un
patologo. En condiciones basales, no se observd ningun cambio histolégico que indicara
alguna anormalidad morfolégica en el pulmén de los ratones Atg4b'/' (Figura 24). Por
inmunohistoquimica se evalu6é la localizacion de los biomarcadores de estrés del RE
BiP/Grp78, CHOP y XBP1 en pulmones derivados de ratones WT y Atg4b”". Observamos una
fuerte tincidon positiva para XBP1 y CHOP en un pequefio numero de células del epitelio
bronquiolar en los pulmones de ratones Atg4b™, sin embargo, no encontramos tincion positiva
para estos marcadores en los pulmones de los ratones WT (Figura 24). En el caso de la
chaperona BiP/Grp78, identificamos una leve tincidon en algunas células epiteliales alveolares,
tanto en el pulmon de los ratones Atg4b'/', como en los pulmones de los ratones WT, sin
embargo, el numero de células positivas fue significativamente mayor en los ratones mutantes
(Figura 24). Estos datos demuestran que en condiciones basales, la eliminacion de ATG4B y
la inhibicion de la autofagia resultan en una activacion leve de la via UPR en el pulmon de los
ratones Atg4b™".
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FIGURA 24. Localizaciéon de XBP1, CHOP y BiP en el pulmén de ratones WT y Atg4b " en condiciones
basales. Imagenes representativas de tincion inmunohistoquimica realizadas con anticuerpos primarios
especificos contra XBP1, CHOP y BiP en secciones de tejidos pulmonares de WT y Atg4b-/- en condiciones
basales. Las células con sefal positiva se observan en rojo. Todas las secciones fueron contratefiidas con
hematoxilina. Todos los insertos muestran una ampliacion 2 veces mayor. Del lado derecho se muestra la
cuantificacion del niumero total de células cuantificadas. Las graficas subsecuentes muestran la normalizacién de
las células tefiidas vs las células totales. Los datos se obtuvieron mediante analisis cuantitativo de imagenes. Los
resultados se muestran como media + DE. La significacion estadistica se determiné mediante la prueba t de
Student (* p <0,05).
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MODELO DE INDUCCION DE ESTRES DEL RE Y RESPUESTA INFLAMATORIA.

La deficiencia de ATG4B aumenta la susceptibilidad al estrés ER inducido por
tunicamicinay la respuesta inflamatoria.

Para determinar el papel de ATG4B vy la autofagia en la respuesta al estrés de RE inducido
por tunicamicina y su papel en el dafio pulmonar y la inflamacion, ratones WT y Atg4b'/' fueron
instilado por via intratraqueal con tunicamicina (tal como se describe en los métodos), y los
cambios morfolégicos se evaluaron a los 3 dias después del tratamiento. El analisis
histolégico reveld que los ratones de ambos genotipos exhibieron inflamacion pulmonar, sin
embargo en el pulmoén de los ratones Atg4b™ se observo una respuesta inflamatoria severa,
caracterizada por engrosamiento de los alveolos, un aumento de la infiltracion celular en los
septos alveolares y un area de lesion pulmonar significativamente mayor en comparacion con
los ratones WT, en donde la mayor parte del tejido se encontraba preservada (Figura 25)

FIGURA 25. Respuesta inflamatoria incrementada en los pulmones de ratones Atg4b o después del
tratamiento con tunicamicina. (A) Imagenes representativas de microscopia 6ptica de secciones de tejido de
pulmén tefiidas con H&E de ratones WT y Atg4b-/- después de 3 dias del tratamiento con tunicamicina. (B) Area
de lesién pulmonar y numero total de células en los campos pulmonares mediante analisis cuantitativo de
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imagenes. Los resultados se muestran como media + DE. La significacion estadistica se determindé mediante la
prueba t de Student (* p <0,05).

Para identificar especificamente la localizacion celular de BiP, CHOP y XBP1 durante la
inflamacion pulmonar inducida por tunicamicina, evaluamos la presencia estas proteinas
mediante inmunohistoquimica en el pulmén de ratones Atg4b'/' y WT tratados con
tunicamicina. A los 3 dias post-tratamiento, encontramos tincién positiva para BiP en células
epiteliales alveolares y macréfagos en los pulmones de ratones de ambos genotipos, sin
embargo, el numero de células positivas para BiP fue significativamente mayor en el pulmén
de los ratones Atg4b” (Figura 26). Como se describié previamente, no se detectd tincién
positiva para XBP1 y CHOP en condiciones basales en el pulmén de los ratones WT, sin
embargo, después del tratamiento con tunicamicina, observamos macroéfagos, células del
epitelio bronquial y células del epitelio alveolar con tincion positiva para XBP1 y CHOP, sin
embargo, el numero de células positivas fue significativamente mayor en pulmones de ratones
Atg4b'/'. Otro hallazgo importante, es que observamos tincion nuclear positiva para XBP1 y
CHORP en el epitelio bronquial del pulmén de ratones Atg4b'/', pero no en el nucleo de células
del epitelio bronquial del pulmén de los ratones WT, lo que significa que estos factores de
transcripcion se estan translocando al nucleo ante la respuesta al estrés (Figura 26, flechas
en color rojo e insertos). Estos datos indican que la activacion de la UPR después del estrés
ER inducido por la tunicamicina y la respuesta inflamatoria, estan exacerbadas en los
pulmones de los ratones Atg4b'/'.
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FIGURA 26. Localizacién de los marcadores de estrés BiP, XBP1 y CHOP en el pulmén de ratones WT y
Atg4db " después de tres dias de inducir estrés del RE con tunicamicina. Imagenes de microscopia de luz
representativas de secciones de tejido de pulmén tefiidas positivamente con BiP, XBP1 y CHOP de ratones
tratados con tunicamicina nula WT y Atg4b a los 3 dias (paneles superiores) en campo de 40X. Todas las
inserciones muestran una ampliacion 2 veces mayor. Debajo de cada inmunohistoquimica se muestra la
cuantificacién del numero total de células y la normalizacién de las células tefiidas vs las células totales. Los
datos se obtuvieron mediante andlisis cuantitativo de imagenes. Los resultados mostrados representan la media
+ DE. La significacion estadistica se determind mediante la prueba t de Student (* p <0,05).
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Evaluacion de larespuesta UPR en la etapa inflamatoria.

Para evaluar si el tratamiento con tunicamicina conduce a un incremento en los
biomarcadores de la via UPR, se evaluaron las proteinas XBP1, CHOP y BiP, a los 3
dias después de la instilacién intratraqueal de tunicamicina en el pulmén de los ratones
WT y Atg4b™. Como se menciond en la introduccién, la proteina XBP1 esta presente en dos
isoformas, una de 29-kDa que es transcripcionalmente inactiva (XBP1u—de unspliced) y otra
de 56 kDa que es transcripcionalmente activa (XBP1s— de spliced). Observamos que el
tratamiento con tunicamicina indujo el procesamiento de XBP1u a su forma activa XBP1s, en
los pulmones del WT al comparar con aquellos tratados solo con vehiculo (Figura 27, A). Sin
embargo, de forma interesante no se observd ningun procesamiento de XBP1u en los
pulmones los ratones Atg4b” tratados con tunicamicina en comparacién con sus respectivos
controles tratados con vehiculo (Figura 27, B). Respecto a la chaperona BiP y al factor de
transcripcion CHOP, observamos que la instilacion de tunicamicina provocd una aumento en
la expresion de ambas proteinas en el pulmoén de los ratones de ambos genotipos, Atg4b'/' y
WT, en comparacién con sus respectivos controles tratados solo con vehiculo (Figura 27 Ay
B). Un hallazgo importante es que el procesamiento de XBP1 probablemente esta alterado en
el pulmén de los ratones Atg4b'/', dado que no se observo un incremento en la forma XBP1s,
sin embargo, si esta presente aunque el nivel de expresion después del tratamiento es
equivalente al nivel observado en Ilos animales control. Paradojicamente, por
inmunohistoquimica el numero de células positivas para XBP1 fue significativamente mayor
en el pulmén de los ratones Atg4b” después de inducir estrés del RE. Adicionalmente, solo
en el puimén de los ratones Atg4b'/' observamos tincion nuclear, y si solo la forma XBP1s
tiene un papel como factor de transcripcion, y puede translocarse al nucleo, resulta paraddjico
que no podamos identificar por western blot, cambios en su procesamiento (Figura 26,
flechas en color rojo e insertos).
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FIGURA 27. El tratamiento con tunicamicina induce un incremento en Bip y CHOP, pero no en XBP1, en
pulmones de los ratones Atg4b ”, (A) Inmunoblots representativos de biomarcadores de estrés del RE en
tejido pulmonar de WT vehiculo-control y ratones tratados con tunicamicina WT a los 3 dias después del
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tratamiento. (B) Inmunoblots representativos de biomarcadores de estrés del RE en tejido pulmonar de los
ratones deficientes de Atg4b control y tratados con tunicamicina a los 3 dias después del tratamiento.

Evaluacion de la actividad autofagica en la etapa inflamatoria.

La tunicamicina induce estrés del RE pero no activa la autofagia en pulmones de
ratones Atg4b™.

Estudios previos han demostrado que el estrés del RE puede estimular la activacion de la
autofagia como un mecanismo citoprotector que promueve la supervivencia celular (Bernales
et al., 2006). En este estudio demostramos in vitro, que las células MLE-12 activan autofagia a
través de la induccién de la proteasa ATG4B, y hay procesamiento de su sustrato LC3 en
respuesta al tratamiento con tunicamicina. Para evaluar si el tratamiento con tunicamicina
induce la activaciéon de la autofagia en el pulmén, se evaluaron las proteinas, ATG4B,
LC3 y p62, a los 3 dias después de la instilacion intratraqueal de tunicamicina en el
pulmén de los ratones WT y Atg4b”. Los extractos de tejido pulmonar de ratones WT
tratados con tunicamicina mostraron un aumento significativo de la enzima ATG4B, y también
una marcada acumulacién de la forma LC3-Il y p62, en comparacion con el tejido pulmonar de
los controles WT tratados con vehiculo, lo que indica activacion autofagia (Figura 28 A). Por
el contrario, en pulmones de ratones Atg4b™ tratados con tunicamicina, se observé una fuerte
acumulacion de la forma LC3-l y la ausencia completa de la forma LC3-Il, lo que indica que
estos ratones no pueden activar la autofagia en respuesta al estrés del RE inducido por
tunicamicina (Figura 28B). En resumen, estos resultados apoyan la nocién de que
concomitantemente con el estrés del RE inducido por tunicamicina, la autofagia y la expresion
de ATG4B se inducen en los pulmones de los ratones WT, como un posible mecanismo para
alcanzar la homeostasis celular. Si integramos esto con que el area de dano pulmonar y la
respuesta inflamatoria estuvieron significativamente reducidos en los ratones WT, podemos
concluir que la expresion de la proteasa ATG4B vy la activacion de la autofagia, podrian tener
un papel citoprotector durante el estrés del RE en el pulmén. Por el contrario, debido a la
interrupcion de la expresion de ATG4B en los ratones deficientes, la autofagia no se activa, a
pesar de las condiciones de estrés del RE, y esto podria explicar una respuesta inflamatoria
mas severa en estos ratones.
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FIGURA 28. El tratamiento con tunicamicina induce la activacién de autofagia en los pulmones de los
ratones WT, pero no en el pulmén de los ratones Atg4b™. (A) Inmunoblots representativos de ATG4B, LC3-I/
Il'y p62 en tejido pulmonar de ratones WT tratados con vehiculo y tratados con tunicamicina a los 3 dias después
de la exposicién. (B) Inmunoblots representativos de ATG4B, LC3-1/ 1l y p62 en tejido pulmonar de ratones WT,
en comparacion con tejido pulmonar de ratones Atg4b'/'después de 3 dias de tratamiento con tunicamicina. Se
uso B-tubulina como control de carga en todos los experimentos. Analisis de densitometria (paneles inferiores).
Los resultados se muestran como media £ DE. La significacion estadistica se determiné mediante la prueba t de
Student (* p <0,05).
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Evaluacion de apoptosis en la etapa inflamatoria.

Hemos demostrado in vitro que la autofagia inducida por estrés del RE juega un papel clave
en la citoproteccion de las células epiteliales frente al dafio inducido por la tunicamicina. Para
identificar qué tipo de células experimentaron apoptosis en los pulmones de ratones WT y
mutantes después de 3 dias de la instilacion de tunicamicina, se realizé inmunohistoquimica
usando un anticuerpo primario contra caspasa-3 activa. La tincion positiva para CAS3 se
observd principalmente en células epiteliales bronquiales y alveolares y también en
macréfagos en los pulmones de ratones tanto Atg4b”, como WT (Figura 29 A y B). Sin
embargo, el numero de células positivas para CAS3 fue significativamente mayor en los
ratones Atg4b'/'. Este hallazgo fue confirmado por inmunoblot en extractos de tejido pulmonar,
donde observamos un aumento significativo en el nivel de proteina CAS3 activa, en
comparacién con los pulmones WT (Figura 29 C). Ademas, también evaluamos el nivel de
NFkB/RelA (p65), un factor de transcripcién clave que regula la inflamaciéon y puede promover
la apoptosis en respuesta al estrés celular (Khandelwal et al., 2011; Sun., 2017). Observamos
un mayor numero de células positivas para NFkB, asi como niveles significativamente mas
altos de la proteina NFkB después de 3 dias de la instilacion con tunicamicina en los
pulmones de ratones Atg4b'/' en comparacion con los ratones WT (Figura 29 A, By C) . En
resumen, nuestros datos revelan que la deficiencia de ATG4B y defectos en la activacion de
la autofagia, producen una respuesta UPR exacerbada y alterada que podria estar
culminando en un aumento de la apoptosis y una mayor respuesta inflamatoria.
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Figura 29. La deficiencia de Atg4b resulta en un aumento de la expresion de NFkB y CAS3 en el pulmén
del raton mutante a los 3 dias después de la administracion de tunicamicina. (A) Fotomicrografias
representativas de la tincion inmunohistoquimica realizada con anticuerpos primarios especificos contra CAS3
activa y NFkB en tejidos pulmonares de ratones WT y Atg4b'/' , 3 dias después de la instilaciéon con tunicamicina
en un campo de 40X. La sefial positiva se observa en rojo. Todas las secciones fueron contratefiidas con
hematoxilina. (B) Al lado de cada inmunohistoquimica se muestran las graficas con el niumero total de células
cuantificadas y debajo de éstas, la normalizacion de las células tefiidas positivamente vs las células totales. (C)
Inmunoblots representativos de NFkB y CAS3 activa en el tejido pulmonar de ratones WT y Atg4b'/' 3 dias
después de la instilacion con tunicamicina (panel izquierdo) y analisis de densitometria (panel derecho). Los
resultados se muestran como media + DE. La significacion estadistica se determiné mediante la prueba t de
Student (* p <0,05).
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MODELO DE INDUCCION DE ESTRES DEL RE Y RESPUESTA FIBROTICA.

El estrés del RE inducido por tunicamicina promueve la fibrosis pulmonar en ratones
deficientes en Atg4b pero no en ratones WT.

La evidencia sugiere que el estrés del RE promueve la remodelacion fibrética a través de la
activacién de las vias pro-apoptéticas y la promocién de la respuesta inflamatoria (Tanjore et
al., 2013; Kropski & Blackwell, 2018). Para determinar si el proceso inflamatorio observado en
los ratones Atg4b'/' después de inducir estrés del RE con tunicamicina podria progresar a la
fibrosis pulmonar, ratones WT vy Atg4b'/' fueron tratados con una dosis intratraqueal de
tunicamicina o de vehiculo, y los pulmones fueron obtenidos en un periodo de 21 dias
después de la instilacion (fase fibrética). Se realizd el analisis histolégico de los tejidos
pulmonares tefidos con hematoxilina y eosina, y la tincion de tricromica de Masson para
identificar colagena. Después de 21 dias se observaron focos de fibrosis en forma difusa en
los pulmones de ratones Atg4b”, los cuales estuvieron caracterizados por la presencia de
fibroblastos y por el depdsito de colagenas fibrilares en los espacios intersticial e intraalveolar
(Figura 30 B, flechas azules). Observamos que los ratones WT no desarrollaron fibrosis
pulmonar, el parénquima se ve preservado y la morfologia de los ratones tratados con
tunicamicina fue similar a los pulmones de los ratones control tratados con vehiculo (Figura
30 A); la colagena solo se identifico en las areas que rodean los grandes vasos y las vias
respiratorias mayores, lo cual es una condicidon normal. El analisis morfométrico de las areas
fibroticas asi como la cuantificacion de la concentracion de hidroxiprolina confirmaron que el
depdsito de colagena fue significativamente mayor en los pulmones de los ratones Atg4b” en
comparacioén con los ratones WT (Figura 30 A). Ademas, por inmunohistoquimica se encontré
un aumento en el numero de células epiteliales bronquiolares y alveolares tefiidas para CAS3
activa y NFkB en los pulmones de los ratones Atg4b'/', a los 21 dias de tratamiento post-
tunicamicina, mientras que muy pocas células con sefal positiva para CAS3 activa y ninguna
tincion para NFkB se encontrd en los pulmones de los WT (Figura 31).
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FIGURA 30. La ausencia de Atg4b y la deficiencia de la autofagia sensibilizan a los ratones al desarrollo
de fibrosis pulmonar. (A) Imagenes representativas de microscopia optica de secciones de tejido pulmonar
tefiidas con tricromico de H & E y Masson de ratones WT y Atg4b nulos a los 21 dias de la instilacién de
tunicamicina. (B) Porcentaje de extensién de fibrosis del area de tejido dafiada en los campos pulmonares
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mediante analisis cuantitativo de imagenes y contenido de hidroxiprolina en pulmones de ratones WT y Atg4b-
defcientes tratados con tunicamicina.

FIGURA 31. Actividad apoptética e inflamatoria persistentes en el pulmén de los ratones Atg4b -/-
posterior a 21 dias de la inducciéon de estrés del RE con tunicamicina. Imagenes de microscopia de luz
representativas de secciones de tejido de pulmén de ratones tratados con tunicamicina WT y Atg4b-/-, a los 21
dias después del tratamiento con tunicamicina y tefiidos positivamente para NFxB y CAS3. Debajo de cada
inmunohistoquimica, se muestran las gréaficas con el numero total de células cuantificadas y la normalizacién de
las células tefiidas positivamente vs las células totales. Los resultados mostrados representan la media + DE. La
significacion estadistica se determiné mediante la prueba t de Student (* p <0,05).
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En conjunto, nuestros resultados sugieren que la activacion de la autofagia en los pulmones
de los ratones WT podria restaurar la proteostasis, al eliminar proteinas defectuosas y mal
plegadas que se acumulan en el RE, atenuendo el estrés, la apoptosis de las células
epiteliales, y la respuesta inflamatoria, y previniendo con ello el desarrollo de fibrosis
pulmonar. Por el contrario, en los ratones mutantes, la deficiencia de la proteasa ATG4B y la
disminucién en la actividad autofagica, podrian comprometer a las células del pulmén para
alcanzar dicha proteostasis y aumentar la susceptibilidad de las células epiteliales a los
estimulos pro-apoptéticos y pro-fibréticos inducidos por el estrés del RE.
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DISCUSION

En el envejecimiento, se ha reportado que hay una pérdida de la proteostasis caracterizada
por una disminucion en la expresion de proteinas que participan en la sintesis y plegamiento
de las proteinas lo que altera las funciones del reticulo endoplasmico, asi como defectos en la
actividad de los sistemas proteoliticos de la célula: la autofagia y el sistema ubiquitina-
proteosoma, lo que resulta en alteraciones para eliminar la formacion de agregados
citotdoxicos dentro de las células. Los agregados de proteinas, el estrés de RE y la activacion
de la respuesta UPR, asi como una disminucién de la actividad autofagica, son caracteristicas
que se encuentra en muchas patologias asociadas al envejecimiento, entre ellas, la fibrosis
pulmonar idiopatica. Aunque la etiologia de la FPl aun no ha sido esclarecida, se ha
propuesto que la apoptosis de las células epiteliales alveolares, es un factor determinante
para el desarrollo de esta enfermedad. Diversos estudios han mostrado, que en el epitelio
pulmonar de pacientes con FPI, hay una expresion elevada de distintos marcadores del estrés
de RE. Asociado a esto, se ha visto que las mutaciones que afectan el procesamiento de la
proteina surfactante C (SFTPC) (Korfei et al, 2008), el humo del cigarro (Jorgensen et al,
2008) las infecciones virales (Lawson et al, 2008) y la inhalaciéon de particulas inorganicas
(Kamp et al, 2013) también favorecen un incremento en el estrés de RE, y se ha propuesto
que esto hace que las células epiteliales alveolares sean mas susceptibles a la apoptosis.
Estos factores, también dan como resultado la activacion de la respuesta UPR,
probablemente como una respuesta adaptativa de las células para reestablecer la
homeostasis del RE, sin embargo, su activacién cronica tiene un efecto perjudicial. En el
pulmén, es evidente que el estrés de RE esta actuando como un mecanismo profibrético, in
vitro, en células epiteliales se ha sugerido que probablemente como un mecanismo para evitar
la activacion de la apoptosis en respuesta a la induccion del estrés de RE, las células
empiezan a adquirir caracteristicas mesenquimales, un proceso conocido como transicion
epitelio-mesénquima, el cual puede contribuir en el incremento de la poblacion de
miofibroblastos, exacerbando con ello el depdsito de matriz extracelular en el pulmén (Tanjore
et al,, 2011; Zhong et al., 2011). Por otro lado, el estrés de RE induce la autofagia, un
mecanismo que contribuye en la restauracion de la homeostasis celular degradando los
agregados de proteinas y promoviendo la supervivencia de las células. La sobreexpresiéon de
una forma mutante de SFTPC en células epiteliales alveolares, resulta en la induccion de
estrés de RE y la formacion de agresomas que tienen una localizacién perinuclear (Mulugeta
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et al., 2005). De forma interesante, cuando se induce la autofagia los lisosomas y los
autofagosomas se localizan en la periferia del nucleo (Kochl et al., 2006) por lo que es
probable que estos agregados sean degradados principalmente via autofagia. En este trabajo,
nosotros observamos que en células epiteliales la induccidon de estrés de RE con
tunicamicina, da como resultado cambios en la morfologia celular que se caracterizaron por
una peérdida en su forma cuboidal, mientras que desarrollaron un fenotipo alargado con
extensiones citoplasmaticas. Aunque se ha reportado que esta morfologia puede ser tipica de
células mesenquimales, nosotros no evaluamos si la induccion del estrés de RE incrementaba
la expresion de proteinas mesenquimales. Por otro lado, en este trabajo demostramos por
primera vez que en células epiteliales, el estrés de RE induce un incremento en la expresion
de ATG4B lo que también esta acompafiado por una mayor actividad autofagica.
Posteriormente, para evaluar cual es el papel de la autofagia ante el estrés de RE en las
células epiteliales, utilizamos cloroquina, un inhibidor de la autofagia, y observamos que
cuando las células son tratadas con tunicamicina y cloroquina, son mas susceptibles a la
apoptosis, por lo cual la activacién de la autofagia es necesaria para atenuar el estrés y con
ello promover la supervivencia celular.

Diferentes estudios han mostrado que la activacion de componentes de la via UPR, tales
como XBP1, BiP y ATF4 inducen la autofagia (Margariti et al., 2013; Li et al., 2008; Matsumoto
et al., 2013). Asi mismo, en linfocitos B y T, asi como en células plasmaticas la ausencia de
componentes de la autofagia como Atg7 y Atg5, muestran una expansion del RE, defectos en
la mobilizacién del calcio y estrés de RE (Jia et al., 2011; Pengo et al., 2013). De hecho, la
autofagia esta encargada de degradar ciertas regiones del RE (un proceso denominado como
reticulofagia), y cuando se inhibe este proceso la supervivencia celular disminuye (Khaminets
et al.,, 2015). Por otro lado, se ha publicado que en fibroblastos, la deficiencia de p62
incrementa la susceptibilidad a la apoptosis inducida por el tratamiento con tunicamicina (Park
et al.,, 2016). En la obesidad, se ha visto que la disminucién de la autofagia también resulta
en un incremento en el estrés de RE (Yang et al., 2010). Estas investigaciones indican que la
autofagia, esta involucrada en el mantenimiento de la homeostasis del RE, y atenua las
condiciones de estrés. Para evaluar si en el pulmon de ratones Atg4b™, la deficiencia en la
autofagia conllevaba a la activacién de la respuesta UPR, evaluamos los niveles de BiP,
XBP1 y CHOP durante condiciones basales. Observamos que, en el pulmén de los ratones
KO, habia un ligero incremento en los niveles de estrés de RE comparado con los pulmones
de ratones WT. La activacion de la UPR en condiciones basales, probablemente esté
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actuando como un mecanismo compensatorio para mantener la homeostasis del RE debido a
la disminucion de la actividad autofagica en el pulmdn de ratones Atg4b™.

Otro de los objetivos principales en este estudio fue analizar in vivo, como el estrés de RE y
la autofagia podrian estar relacionados en la muerte del epitelio alveolar y el desarrollo de
fibrosis en el pulmén, ya que el papel de ambos mecanismos en el desarrollo de esta
patologia no ha sido estudiado simultaneamente.

En un modelo de raton se ha visto que la sobreexpresion de una forma mutante de SFTPC
en el epitelio alveolar, o la instilaciéon con tunicamicina, generan estrés de RE y activacién de
la respuesta UPR, pero esto no es suficiente para inducir dafio pulmonar o fibrosis. Sin
embargo, cuando los ratones son tratados con bleomicina y tunicamicina, los animales
desarrollan una fibrosis mas severa comparada con los animales tratados Unicamente con
bleomicina (Lawson et al., 2011). Los autores sugieren que debido al estrés de RE, las células
epiteliales son mas susceptibles a la apoptosis y al dafio generado por la bleomicina lo que
resulta en un dafo pulmonar exacerbado. En este estudio, mostramos que la instilacion con
tunicamicina si ejerce un efecto en el pulmén, ya que a los 3 dias post-instilacion observamos
un incremento en la expresion de los marcadores de estrés de RE, BiP, XBP1 y CHOP en el
epitelio alveolar y bronquiolar, lo cual estuvo significativamente aumentado en los ratones
Atg4b'/'. La activacion de la respuesta UPR en el epitelio bronquiolar fue un hallazgo
interesante ya que se ha visto que niveles altos de estrés de RE, asi como la inflamacién en
este tipo de epitelio, esta asociado con una mayor sintesis de mucina, una glicoproteina que
se encuentra en el moco del pulmén. En cultivos primarios de células humanas del epitelio
bronquial, la produccién de mucina esta mediada por la activacion de XBP1 e IRE1 en
condiciones fisioldgicas. In vivo, las células Clara de pulmones de ratones Ire18”, producen
niveles bajos de la mucina MUC5B después del dafio con ovoalbumina (Martino et al., 2013).
Durante la inflamacion de las vias respiratorias, la activacion de IRE1 conlleva a la expansion
de las reservas de Ca2+ del RE en las células ciliadas, lo que amplifica la sefal para la
secrecion de citocinas proinflamatorias y la produccion de mucina (Martino et al., 2013). Por
otra parte, en pacientes con FPI se ha publicado que tienen niveles significativamente mas
altos de MUCS5B la cual se localiza en células columnares secretorias bronquiales y en
bronquiolos proximales mas grandes. Asi mismo, en FPI familiar y esporadica, se ha
reportado un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el gen MUC5B (rs35705950). Sin
embargo, la relacion entre el estrés ER y la secrecion de moco en los pulmones de pacientes
con FPI aun no ha sido estudiada (Peljto et al., 2015; Seibold et al., 2012).
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Se ha sugerido, que altos niveles de MUCS5B en los bronquiolos respiratorios, pueden
afectar la reparacion alveolar al interferir con la interaccion entre las células epiteliales
alveolares tipo Il y la matriz extracelular subyacente o al interferir con las propiedades de
tensién superficial del surfactante, lo que conduce a una falla en la reepitelizacion (Peljto et
al., 2015; Seibold et al., 2012). Sin embargo, la co-localizacion de esta proteina con
biomarcadores de estrés RE en pulmones con FPI, no ha sido reportada hasta el momento.

Por otro lado, a los 3 dias después del dafio con tunicamicina, en el pulmén de ratones de
ambos genotipos observamos un incremento en los niveles de proteina de XBP1s, BiP y
CHOP. Sin embargo, en el pulmén de los ratones ATG4B KO, no observamos un aparente
procesamiento de XBP1, ya que mientras que en los pulmones de ratones WT la forma no
procesada (XBP1-U) disminuyé casi por completo, en ratones Atg4b” seguimos observando
la presencia de XBP1-U y la isoforma procesada o XBP1-S, no tuvo un incremento después
de la induccion de estrés de RE. Olivares y Henkel, han demostrado que la eliminacion del
gen de Xbp1 en el higado, exacerba el dafno hepatico inducido por la tunicamicina. Los
ratones con la delecion hepatica de XBP1, tienen una mayor activacion de vias pro-
apoptoticas y aunque activan la respuesta UPR, estos ratones no logran atenuar el estrés ya
que 7 dias después del tratamiento con tunicamicina, siguen mostrando una expresion
elevada de Chop, Bip y Atf4 (Olivares & Henkel, 2015). Por medio de inmunohistoquimica
nosotros observamos que, a los 14 y 21 dias post-tunicamicina, en pulmones de ratones
Atg4b'/', las células del epitelio alveolar y bronquiolar seguian mostrando sefial positiva para
BiP y CHOP (resultados no mostrados). Estos datos indican que, la deficiencia de ATG4B
probablemente esté alterando la correcta activacion de la via UPR y el procesamiento de
XBP1, aunque para comprobar esto serian necesarios mas estudios. Como se menciond en la
introduccion, la isoforma XBP1-U puede unirse a XBP1-S para llevarlo a degradacion via
proteosoma y de esta manera, apagar la respuesta UPR, por lo cual, no podemos descartar
que la presencia de XBP1-U en el pulmoén de ratones Atg4b'/' tratados con tunicamicina, sea
un mecanismo compensatorio por el que se intenta disminuir la sefial de estrés. El estrés de
RE vy la autofagia son procesos que estan relacionados entre si, por lo que es posible que
defectos en alguno de estos dos mecanismos afecte la viabilidad celular.

Asi mismo, a pesar de la induccion de estrés de RE en el pulmdn, los ratones Atg4b'/' no
mostraron activacion de la autofagia. Por el contrario, el pulmén de ratones WT mostré un
incremento en la actividad autofagica caracterizada por altos niveles de LC3-Il pero,
sorprendentemente también observamos altos niveles de p62. Esto puede deberse a que
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cuando la autofagia permanece activa durante largos periodos, se eleva la transcripcion de
p62 y por tanto, los niveles de proteina aumentan (Sahani et al., 2014). Ademas, durante el
estrés de RE, se ha visto que XBP1 también regula la transcripcion de p62 (Lee et al., 2003).
En conjunto con los resultados observados in vitro, estos datos refuerzan el concepto de que
la autofagia es activada como un mecanismo que protege a las células del pulmon de la
muerte celular y contribuye a la atenuacién del estrés de RE.

Ademas de los niveles elevados de estrés de RE, especialmente en el tejido de los ratones
Atg4b'/', observamos senal positiva para caspasa-3 asi como presencia de NFkB en el nucleo
de células del epitelio alveolar y bronquiolar, lo cual fue persistente hasta 21 dias después de
la instilacidn con tunicamicina, mientras que en esta misma etapa especificamente, la sefal
para ambas proteinas fue indetectable en el pulmén de ratones WT. Diversos estudios han
reportado que los tres sensores de la via UPR pueden activar a NFkB (Tam et al., 2012; Garg
et al., 2012) y adicionalmente, se ha reportado que un estimulo agudo puede favorecer que
NFkB tenga una actividad pro-apoptotica (Kaltschmidt et al., 2000). Por otro lado, varios
estudios han mostrado que CHOP se une al promotor de NFkB e incrementa su transcripcion,
lo que también esta relacionado con una mayor secrecion de citocinas pro-inflamatorias como
IL-1B, IL-6, TNF-a, entre otras (Willy et al., 2015; Schmitz et al., 2018). Adicionalmente, en
este estudio nosotros observamos que después del dafo con tunicamicina, CHOP tenia una
localizacion nuclear en células alveolares y bronquiolares, asi como en macréfagos
alveolares, lo cual fue mas evidente en el pulmén de ratones Atg4b'/' ,y de manera
interesante, en el epitelio alveolar de pulmones de pacientes con FPI, también se ha
detectado senal nuclear para CHOP (Korfei et al., 2008). Cuando el estrés de RE es cronico y
no se resuelve, CHOP inhibe la expresién de genes autofagicos como p62, Atg7, Atg5s, Atg10
y Gabarap e incrementa la transcripcion de genes involucrados en la activacion de la
apoptosis (B'chir et al., 2014). En el modelo de bleomicina, la inhibicion genética o
farmacolégica de CHOP disminuye significativamente la severidad de la fibrosis pulmonar,
esto puede deberse a que por una parte, la ausencia de CHOP protege a las células
epiteliales de la apoptosis y también porque inhibe que los macréfagos alveolares se
diferencien hacia un fenotipo pro-fibrético (Yao et al., 2016; Tanaka et al., 2015; Ayaub et al.,
2016). Por otra parte, aunque no ha sido demostrado es probable que la deficiencia de CHOP
también promueva que la actividad autofagica se mantenga y se atenie de manera mas
eficiente el estrés de RE. De hecho, se ha sugerido que la estimulacion de la autofagia podria

estar protegiendo al pulmén del dafio, ya que la activaciéon de la autofagia por medio de
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rapamicina atenua el desarrollo de fibrosis pulmonar inducido con bleomicina en ratones
(Patel et al., 2012). En otro estudio, recientemente se ha reportado que la instilacion con esta
droga induce estrés de RE, y el tratamiento con farmacos que inhiben a este ultimo, atenua
significativamente el desarrollo de fibrosis pulmonar. De forma interesante, una de las drogas
utilizadas en ese trabajo, inhibe la activacion de mTOR, que como ya se menciond en la
introduccién, es uno de los principales inhibidores de la autofagia (Hsu et al., 2017). Aunque el
flujo autofagico no fue evaluado en los estudios mencionados, es probable que la inhibicion
farmacoldgica del estrés de RE o la deficiencia genética de los componentes de la UPR,
también involucra la estimulacion de la autofagia y con ello se disminuye el desarrollo de
fibrosis.

Relacionando estos estudios con el trabajo aqui presentado, es evidente que la deficiencia
de ATG4B y la disminucién de la autofagia, dan como resultado mayores niveles de estrés de
RE, el cual no es atenuado y se vuelve cronico en el pulmon. Al no resolverse
adecuadamente el estrés en el pulmén de ratones Atg4b'/', se promueve un ambiente pro-
inflamatorio y también se induce la activacion de la apoptosis del epitelio alveolar, lo que
finalmente da como resultado el desarrollo de fibrosis pulmonar, comparados con ratones WT,
los cuales mostraron un dafio minimo en el pulmon.

Como ya se ha mencionado, la autofagia es considerada como un mecanismo de pro-
supervivencia ya que contribuye a atenuar distintos tipos de estrés celular, participando en la
degradacion de componentes celulares que pueden ser dafiinos para la célula. Se ha
mostrado que la inhibicion de la autofagia en distintos modelos animales, acelera el
envejecimiento, y la homeostasis e integridad celular se ven disminuidas. Por el contrario, se
ha reportado que un incremento en la autofagia podria ser una estrategia anti-envejecimiento
ya que la induccién de la actividad autofagica esta asociada con la longevidad y con una
disminucién en el desarrollo de diversas patologias. Por ejemplo, la sobreexpresion sistémica
de Atg5 en ratén, da como resultado un incremento en el flujo autofagico en diversos tejidos,
entre ellos, el pulmdn, y de manera importante, la longevidad de estos ratones transgeénicos
se incrementa significativamente comparados con ratones silvestres (Pyo et al., 2013). Asi
mismo, en los animales Atg5 Tg la obesidad asociada al envejecimiento y los cambios
asociados a este se disminuyen significativamente (Pyo et al., 2013). Sin embargo, en este
estudio no esta claro si el incremento en la longevidad en estos ratones se debe
exclusivamente al incremento en la autofagia, ya que se ha visto que ATG5 ademas de

regular este proceso, puede tener otras funciones adicionales. Recientemente, este ultimo
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punto fue abordado en otro un modelo murino en donde se publicé que inhibiendo la
interaccion entre Beclin1 y su regulador negativo Bcl2, se incrementa el flujo autofagico basal
de manera constitutiva en diversos tejidos. Es importante mencionar, que Beclin1 ademas de
la autofagia, también participa en procesos como la endocitosis, sin embargo, ésta no se ve
alterada, por lo que los efectos observados debido a la disrupcién del complejo Beclin1-Bcl2
se deben unicamente a mayores niveles de autofagia basal. Este incremento en la autofagia
se mantiene hasta los 20 meses de edad, incrementando la longevidad y atenuando de
manera significativa el desarrollo de fenotipos asociados al envejecimiento de los ratones,
tales como dano al DNA, fibrosis en riidn y corazén, asi como la disminucion en la
susceptibilidad al desarrollo de distintos tipos de cancer. Adicionalmente, al cruzar ratones
que tienen inhibida la interaccion entre Beclin1 y Bcl2 con ratones deficientes en el gen
Klotho, los cuales muestran un envejecimiento prematuro, los fenotipos asociados a este
ultimo tales como el bajo peso, tamafo reducido y alta letalidad, se atenuan de manera
significativa y se rescata un fenotipo similar al observado en ratones WT. En humanos, se ha
publicado que adultos mayores de cien afios sin antecedentes de enfermedades cronico-
degenerativas, tienen altos niveles de Beclin-1 comparado con adultos jovenes quiénes
mostraban niveles significativamente menores de esta proteina (Emanuele et al., 2014) En
este estudio, los autores proponen que la longevidad de adultos centenarios, podria deberse a
una mayor actividad autofagica, sin embargo, en este estudio no se evaluan la formacion de
autofagosomas, el flujo autofagico u otros marcadores autofagia.En conjunto, estos resultados
demuestran que incrementando la autofagia no sélo se promueve la longevidad sino que
también, la activacién de este proceso puede prevenir el desarrollo de diversas patologias
asociadas al envejecimiento.

En conclusion, en este estudio demostramos que la disminucion en la autofagia en el
pulmén tiene como consecuencia defectos en la resolucion del estrés de RE, y por primera
vez mostramos como la alteracion de ambos mecanismos mecanismos esta involucrada en el
desarrollo de fibrosis pulmonar. En este trabajo proponemos que la estimulacion de la
autofagia, puede ser una estrategia terapéutica que atenue el estrés de RE observado en el
pulmén de pacientes con FPI, promoviendo asi la supervivencia de las células epiteliales

alveolares.
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CONCLUSIONES

El tratamiento con tunicamicina en las células epiteliales alveolares MLE12 indujo la
activacion de autofagia.

La inhibicién de la autofagia inducida por cloroquina exacerbé los efectos citotdxicos
de la tunicamicina.

La ausencia de Atg4B y la consecuente disminucion de la actividad autofagica induce
una activacion leve de la respuesta UPR en el pulmon, en condiciones basales.

In vivo, la exposicién del pulmon a tunicamicina induce un incremento en los niveles
de BiP, CHOP y XBP1, tanto en ratones WT como en ratones Atg4b KO.

In vivo, la exposicién del pulmdn a tunicamicina induce la activacién de la autofagia
s6lo en ratones WT, mientras que en los ratones mutantes debido a la deficiencia de
Atg4B no observamos activacion de la autofagia, a pesar de la induccion del estrés de
reticulo endoplasmico.

La infiltracién de células inflamatorias fue significativamente mayor en el pulmén de
los ratones Atg4B KO en comparacion con los ratones WT, posterior a los 3 dias del
tratamiento con tunicamicina.

El numero de células apoptéticas y postivias para NFkB fue significativamente mayor
en el pulmén de los ratones Atg4dB KO en comparaciéon con los ratones WT, posterior
a los 3 dias del tratamiento con tunicamicina.

La apoptosis e inflamacion exacerbada, asociadas con la deficiencia de autofagia
conllevan al desarrollo de fibrosis pulmonar soélo en los ratones Atg4db KO, en un
periodo de 21 dias posterior al tratamiento con tunicamicina.

La activacion de la autofagia es esencial para la atenuacion del estrés de reticulo

endoplasmico en las células epiteliales alveolares y promover su supervivencia.
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