UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS
BIOMEDICINA

“ANALISIS DE BIOMARCADORES DE AUTOFAGIA EN PACIENTES
CON NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
BIOL. CAROLINA RODRIGUEZ BOBADILLA

TUTOR(A) PRINCIPAL DE TESIS: DRA. SANDRA CABRERA BENITEZ
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, UNAM

COMITE TUTOR: DR. JOSE CISNEROS LIRA
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL COSIO VILLEGAS”, INER

DR. RAMCES FALFAN VALENCIA
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL COSIO VILLEGAS”, INER

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX AGOSTO, 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS
BIOMEDICINA

“ANALISIS DE BIOMARCADORES DE AUTOFAGIA EN PACIENTES
CON NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
BIOL. CAROLINA RODRIGUEZ BOBADILLA

TUTOR(A) PRINCIPAL DE TESIS: DRA. SANDRA CABRERA BENITEZ
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, UNAM

COMITE TUTOR: DR. JOSE CISNEROS LIRA
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL COSIO VILLEGAS”, INER

DR. RAMCES FALFAN VALENCIA
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL COSIO VILLEGAS”, INER

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX AGOSTO, 2023



POSGCRADO

CIENCILAS

®BIOLOGICAS ®

UN/M
POSGRATDO £

o,

COOORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

DIVISION ACADEMICA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
OFICIO FCIE/DAIP/0236/2022

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Biologicas, celebrada el dia 16 de mayo de 2022 se aprobo el siguiente jurado para el examen de grado
de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de conocimiento de Biomedicina de la
estudiante RODRIGUEZ BOBADILLA CAROLINA con nimero de cuenta 312112831 con la tesis titulada
“Andlisis de biomarcadores de autofagia en pacientes con neumonitis por hipersensibilidad”,
realizada bajo la direccion de la DRA. MARIA SANDRA CABRERA BENITEZ, quedando integrado de la
siguiente manera:

Presidente: DRA. VILMA ARACELI MALDONADO LAGUNAS

Vocal: DRA. GISELA CEBALLOS CANCINO
Vocal: DRA. SUSANA CASTRO OBREGON
Vocal: DRA. PATRICIA SEGURA MEDINA

Secretario: DR. JOSE GUADALUPE CISNEROS LIRA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 14 de junio de 2022

COORDINADOR DEL PROGRAMA

COORDINACION

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

a) Primeramente, agradezco al Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM, por brindarme

las herramientas necesarias para llevar a cabo uno de los objetivos académicos en mi

plan de vida.

b) A continuacién, agradezco el apoyo econdmico recibido por parte del Consejo Nacional

de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) para poder realizar mis estudios e investigacion
de posgrado, asi como al apoyo recibido por parte del programa de investigacion
UNAM-PAPIIT, con numero IN211818 y IN202221, y al Programa de Investigacion SEP-
CONACYT con el numero de proyecto 235891.

Finalmente, agradezco encarecidamente a mi Tutora Principal, la Dra. Sandra Cabrera
Benitez, ya que sin su constante apoyo, comprension y mentoria esta tesis no hubiera
sido ni la mitad de lo que es actualmente. Asi mismo, agradezco a los distinguidos
miembros de mi Comité Tutor, al Dr. José Cisneros Liray al Dr. Ramcés Falfan Valencia,
por la disposicion de continuar el proceso en linea y el compromiso con el que orientaron

este trabajo con el enfoque interdisciplinario que lo distingue.



AGRADECIMIENTOS A TiTULO PERSONAL

Gracias infinitas a mi familia por apoyarme incondicionalmente para seguir estudiando lo que
me interesa y dejar que me desarrolle académicamente mientras me brindan un ambiente lleno
de amor y comprension. Fue muy dificil mantener el enfoque en medio de una pandemia, pero

a pesar de los tropiezos que tuve no dejaron que me descarrilara. Los amo por siempre.

Nuevamente me gustaria agradecer a mi tutora, la Dra. Sandra Cabrera, porque ademas de
ser un ejemplo de profesionalismo y dedicacién, afianzé su lugar como mi segunda mama y mi
amiga durante todo el tiempo que hemos estado conviviendo juntas. Su empuje me permitio
no darme por vencida durante mis momentos mas dificiles y me demostré una paciencia

inmensa.

Gracias a mis amigas, Silvia Quintero Esquivel y Perla Viridiana Pérez Tepoz, por mantenerme
cuerda en estos tiempos pandémicos y nunca dejarme sola a pesar de la distancia y todo lo

gue nos tocé vivir. Es una bendicion haberlas conocido.

Gracias a Ricardo Agustin Sanchez Mancera, Guty, por una maravillosa amistad y por el apoyo

emocional que siempre esta dispuesto a brindarme. Te quiero mil.

En memoria de Javier Bobadilla Herrera. Te amaré por siempre y te extrafo.



A mi mama, Carmen Lilia.



INDICE

LISTA DE ABREVIACIONES

LISTA DE ESQUEMAS, FIGURAS Y TABLAS

RESUMEN i s s s s s s s ra s s s s s r e e e aas 1
B I o 2
I TN T 10 1 N 3
1.1 EL SISTEMA RESPIRATORIO...iiiiiiiiiiiiisiiiiiirsi s s na s s s s s rnnnes 3

1.2 ENFERMEDADES PULMONARES INTERSTICIALES....cccciiiiiiiiiiiiinininnanneas 6

1.3 NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD (NH)..utuiuiuiuiiiaiarerersssssssasasasasasaas 8

1.4 EPIDEMIOLOGIA DE LA NH..iituuuiiiieeianiaeeeeessaasaessesssasasssssesssasssssssssnssssessnnnnnns 9

1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA NH.uuiiiiuiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeneeeen e e enanas 9

1.6 FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO DE NH...ccciviieiiiniininacnnnans, 10
1.6.1 FACTORES GENETICOS. .. ctttuetettueieeinueeeenssersnssesanaesesenssesennssennnseennnnees 10

1.6.2 TIPO DE ANTIGENO CAUSAL ..ccuuuiiitueeeetneeeeineeesaaeseenaeseeenneeeenneaeennneeesnnen. 11

1.6.3 RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS....uciiiittuuieieeeinnesseeeeerannaseseesannneseeennanns 13

1.6.4 PROCESAMIENTO Y EXPRESION DE ANTIGENOS....cccuiiiiiieieieeeneeerneeeeenannn 14

1.6.5 RESPUESTAS HIPERSENSIBLES DEL SISTEMA INMUNE......c.cviiiiiiiiirinenan, 15

1.6.6 RESPUESTA INFLAMATORIA. ..t s s 17

1.6.7 RESPUESTA HUMORAL..cuuiiiiiiieiirr s s s ra s n s s s e s a s 17

1.6.8 ACUMULACION DE LINFOCITOS Y FORMACION DE GRANULOMAS................ 17

1.7 RESPUESTA FIBROPROLIFERATIVA EN NH..uiiiiiini e e e 18

P2 N A = 3 I 20
2.1 AUTOFAGIA EN EL PULMON Y EN ENFERMEDADES PULMONARES........cccceuu.... 20

A N O I O N 22



3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION. .cctuuuteiieettnueesseesnsasssessessssssssssssssssssssssssssssssesnnen: 31

4. JUSTIFICACION . ettt ee e et e e eeaeeareaeaseaeenseseasnesensnnensensensnnsnnsnnensensnnsnsensenasnssnsensensen 32
T = [0 B =T LT 33
B. OBJIETIV O S e tuteeetee et ete e esasn e s seaeseeasnseesnsesrnseernsnsnseensnsesensnsnseasnseesnsensnsns 34
5.1 OBJIETIVO GENERAL . cutuiuietteeeee e ase e aseeeeeasneeaenreaeaensneasnseasnseaearnseerarnseeearnseens 34
6.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS. . iuttuieenteseaseaenseasearneenssaseesnsensensenaseasnsenseasessnsensensens 34
7. MATERIALES Y METOD O S . i utttetteetesaeeeeaseeeaeseesaesnseasnsnseaseaesrnseassrnsesssrnsesesrnseaseens 35
7.1 POBLACION DE ESTUDIO M tututueuteeseaseaessaseasnseaseasnssnsenasenseasnssnsessessnsenssessnssnnsses 35
7.2 INMUNOHISTOQUIMICA . .ct i eteeeeeeiesassasesasesasesasesnsesnsssssssssssnsssnsssnsssnsesnsernnsens 35
7.3 VWESTERN BLO T etttttiuteeusnseesnseesneeasseesseesnseeasnensnseaensnsessasnsessnsnssensensnns 36
7 A METODOS ESTAD ST ICOS e iuiteinteeeeeasarnreasasnsneeasnsnseasnsearnseesernasesearnaseeeasnsenenns 36
8. RESUL T AD D St euiutettte et e ee s ea s e e ase e rnaeaesaeaearaeeasan e snnernsnensnsesearnseasnsnsensnennnss 37
8.1 INMUNOLOCALIZACION DE LC3B .uuiuttutiueeeeeseesnseaseasnsrnsenseaseasesenseaseesnsenseasens 39
8.2 INMUNOLOCALIZACION DE PB2ISQSTM A ....nieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeneeeearneee e sneeeeaenns 41
8.3 INMUNOLOCALIZACION DE AT GAB .. euienieeeeeeeeeeeeaeeareeeasesenseasessnseaseseneenseeseenees 44
8.4 INMUNOLOCALIZACION DE AT G Y AT G 7 tuteiieeeeeeeereeaseseeeaseseseasnseerssnsesensnsnnn: 46
B D MW E S TERN BLO T et tttttitttinemteesnseeasnseasnaeasnsnseaesaseeasnsessesnsesasasnseesnsnseasnasnsens 51
0. DISCUSION .t eteetteee et e e eeeeasnse e aensn e se e snseeasnenenrneensnensnssnsnssnsnsnsnsnsneeaensnnrnns 57
10. CONCLUSIONES. et tututetetet et e s eeasaeara s e araseasasase e rasesasesarnseearaseseraseaearesenaseneas 64

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... itiitueeeeeeeeeeeneeeeaaeeeeanaaeseesnssennnseeennnserennnseesnnnn. 66



LISTA DE ABREVIACIONES

ALIS. Agregados proteicos que contienen ubiquitina, por sus siglas en inglés.

ALR. Reformacion de lisosomas autofagicos, por sus siglas en inglés.

LAP. Fagocitosis asociada a LC3B, por sus siglas en inglés.

LAMP2A. Glicoproteina 2 de membrana asociada a lisosomas, por sus siglas en inglés.
LC3A. Proteina asociada a microtubulos 1 de cadena ligera 3 alfa, por sus siglas en inglés.
LC3B. Proteina asociada a microtubulos 1 de cadena ligera 3 beta, por sus siglas en inglés.
LC3C. Proteina asociada a microtubulos 1 de cadena ligera 3 gamma, por sus siglas en inglés
LMNBL1. Lamina B1.

MEC. Matriz Extracelular

MmTORCL1. Complejo 1 del blanco caracteristico de mamiferos de rapamicina, por sus siglas en
inglés.

MTOR. Blanco caracteristico de mamiferos de rapamicina por sus siglas en inglés.
NADH. Nicotinamida adenina dinucleétido.

NBRL1. Receptor cargo de autofagia NBR1.

NDP52. Proteina 52 del dominio nuclear 10, por sus siglas en inglés.

NF-kB. Factor nuclear kappa beta.

NH. Neumonitis por hipersensibilidad.

NIX. Proteina 3 similar a la proteina que interactia con BCL2.

NOD. Dominio de oligomerizacion de nucleétidos, por sus siglas en inglés.
NOX2. NADPH oxidasa 2.

NRF2. Factor nuclear derivado de eritroides 2, tipo 2, por sus siglas en inglés.
NUAK2. Cinasa 2 similar a SNF1 de la familia NUAK.

PDGF. Factor de crecimiento derivado de plaquetas, por sus siglas en inglés.
PE. Fosfatidiletanolamina, por sus siglas en inglés.

PIK3C3. Subunidad catalitica de fosfatidilinositol 3-cinasa tipo 3, por sus siglas en inglés.



PIK3R4. Subunidad 4 reguladora de fosfoinositido 3-cinasa, por sus siglas en inglés.
PINKL1. Serina/treonina cinasa mitocondrial.

RAB7. Proteina Rab-7 relacionada con Ras.

RUBCN. Regulador de autofagia Rubicon.

SDF1. Factor 1 derivado de células del estroma, por sus siglas en inglés.

SEC62. Factor homadlogo de translocacién de proteinas del reticulo endoplasmico.
Smurfl. E3 ubiquitina-proteina ligasa SMURF1.

SNARE. Receptor de proteinas solubles de union al factor sensible a la N-etilmaleimida, por
sus siglas en inglés.

SQSTM1. Sequestosome 1.

TEX264. Proteina 264 expresada en testiculo.

TGF. Factor de crecimiento transformante, por sus siglas en inglés.
TGF-B1. Factor de crecimiento transformante 31, por sus siglas en inglés.
TLR. Receptores Toll-like, por sus siglas en inglés.

TNF-a. Factor de necrosis tumoral alfa, por sus siglas en inglés.

TRIM16. Miembro 16 de la familia de proteinas de dedos de zinc de caja B con motivos
tripartitos.

ULK1. Unc-51 similar a la autofagia que activa la cinasa 1, por sus siglas en inglés.
ULK2. Unc-51 similar a la autofagia que activa la cinasa 2, por sus siglas en inglés.
UVRAG. Proteina asociada a la resistencia a la radiacién UV, por sus siglas en inglés.
VCP ATPasa. ATPasa transicional del reticulo endoplasmico.

WIPI. Proteina que interactia con el fosfoinositido del dominio de repeticion WD

WIPI2. Proteina 2 que interactta con el fosfoinositido del dominio de repeticibn WD, por sus

siglas en inglés.

WIPI4. Proteina 4 que interactia con el fosfoinositido del dominio de repeticion WD, por sus

siglas en inglés



LISTA DE ESQUEMAS. FIGURAS Y TABLAS

Esquema 1. El sistema respiratorio.

Esquema 2. Clasificacion de enfermedades pulmonares intersticiales.

Esquema 3. Neumonitis por hipersensibilidad.

Esquema 4. Macroautofagia.

Esquema 5. Subtipos de macroautofagia selectiva.

Esquema 6. Microautofagia.

Esquema 7. Autofagia mediada por chaperonas (CAM).

Esquema 8. Participacion de diferentes proteinas en el proceso central de autofagia.

Figura 1. Microfotografias representativas de los tejidos control negativo (tejidos incubados sin

anticuerpo primario y con anticuerpo secundario anti-conejo y estreptavidina).

Figura 2. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de LC3B en el pulmoén de

sujetos control

Figura 3. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de LC3B en el pulmoén de
pacientes con NH.

Figura 4. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de p62/SQSTM1 en el

pulmon de individuos control

Figura 5. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacién de p62/SQSTM1 en el

pulmén de pacientes diagnosticados con NH.

Figura 6. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG4B en el pulmon de

sujetos control.



Figura 7. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG4B en el pulmon de
pacientes diagnosticados con NH.
Figura 8. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG5 en el pulmon de

sujetos control.

Figura 9. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG5 en el pulmén de

pacientes diagnosticados con NH

Figura 10. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG7 en el pulmén de

sujetos control.

Figura 11. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG7 en el pulmén de
pacientes diagnosticados con NH.

Figura 12. Resultados de Western blot de los marcadores de autofagia y cuantificacion por

densitometria.

Figura 13. Microfotografia representativa de los distintos marcadores de autofagia identificados

en el mismo campo en el pulmoén de un sujeto control.

Figura 14. Microfotografia representativa de los distintos marcadores de autofagia identificados

en el mismo campo en el pulmoén de un paciente con NH.

Tabla 1. Antigenos asociados con el desarrollo de NH.

Tabla 2. Analisis semicuantitativo de hallazgos inmunohistoquimicos en cortes de tejido

pulmonar de pacientes con NH vs sujetos control.



RESUMEN

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una enfermedad pulmonar causada por la
exposicion a una amplia gama de particulas organicas. En individuos susceptibles, estos
antigenos provocan una respuesta inmune exacerbada; sin embargo, no se ha estudiado el
papel de la autofagia en la patogénesis de esta enfermedad, aunque este proceso celular juega
un papel critico en la inflamacion al regular la homeostasis y supervivencia de las células
inflamatorias, asi como promover proteinas pro-inflamatorias en otras enfermedades

pulmonares.

Esta tesis tuvo como objetivo explorar los tipos celulares que expresan proteinas clave de la
autofagia, asi como la localizacion subcelular de éstas (LC3B, p62/SQSTM1, ATG4B, ATG5 y
ATG7) en tejidos pulmonares de pacientes con NH e individuos control mediante

inmunohistoquimica y analizar los niveles de expresion proteica mediante Western blot.

Los tejidos pulmonares de pacientes con NH mostraron una alta reactividad de los
biomarcadores de autofagia LC3B, p62/SQSTM1, ATG5 y ATG7 en contraste con el tejido
pulmonar sano; las células positivas fueron esencialmente células epiteliales alveolares y
bronquiales, macrofagos y neutréfilos. Ademas, se observo un citoplasma altamente reactivo
para las proteinas LC3B, p62/SQSTM1, ATG5 y ATG7 en células epiteliales alveolares con
caracteristicas metaplasicas adyacentes a focos de fibroblastos y células del epitelio bronquial.
En cuanto a los macréfagos, se observo un patron de coloracién punteado para la proteina
LC3B, lo que podria indicar una asociacion con autofagosomas en el citoplasma de estos
macréfagos. Se encontré un patrén similar para el receptor de autofagia p62/SQSTM1 y la
enzima ATG4B.

Inesperadamente, también se observé una sefial nuclear de p62/SQSTM1 en los macréfagos
de los pacientes con NH. Ademds, se observd una tincion positiva de ATG5 y ATG7 en
neutrofilos, células de  mdusculo liso vascular 'y células endoteliales.
Estos hallazgos proporcionan evidencia por primera vez de que las proteinas de la maquinaria
de autofagia se expresan en gran medida en los pulmones de los pacientes con NH. Ademas,
indica que la autofagia podria estar participando activamente en las células epiteliales frente

al dafio y regulacién de la homeostasis de los macrofagos.

Palabras clave: ATG4B, ATG5, ATG7, LC3, p62/SQSTM1, fibrosis pulmonar, macrofagos,
neumonitis por hipersensibilidad.



ABSTRACT

Hypersensitivity pneumonitis (HP) is a pulmonary disease caused by exposure to a wide variety
of organic particles. In susceptible individuals, these antigens provoke an exaggerated immune
response; however, the role of autophagy has not been studied in the pathogenesis of this
disease even though it plays a critical role in inflammation by regulating the homeostasis and
survival of inflammatory cells and promoting pro-inflammatory proteins in other pulmonary

diseases.

This thesis aimed to explore the cell types that express essential autophagy proteins and their
subcellular localization (LC3B, p62/SQSTM1, ATG4B, ATG5, and ATG7) in lung tissues of HP
patients and control individuals by immunohistochemistry and to analyze protein expression

levels by Western blot.

The lung tissues of patients with HP showed a high reactivity of the autophagy biomarkers
LC3B, p62/SQSTM1, ATG5, and ATG7 compared to healthy lung tissue; positive cells were
essentially alveolar and bronchial epithelial cells, macrophages, and neutrophils. In addition, a
highly reactive cytoplasm for LC3B, p62/SQSTM1, ATG5, and ATG7 proteins is observed in
alveolar epithelial cells with metaplastic characteristics adjacent to fibroblast foci and cells of
the bronchial epithelium. Regarding macrophages, a dotted pattern is observed for the LC3B
protein, which could indicate that it is associated with autophagosomes in the cytoplasm of
these macrophages. A similar pattern was found for the autophagy receptor p62/SQSTM1 and
the enzyme ATGA4B.

Unexpectedly, a nuclear p62/SQSTML1 signal was also noticed in macrophages from HP lungs.
In addition, positive staining of ATG5 and ATG7 was observed in neutrophils, vascular smooth
muscle cells, and endothelial cells.

These findings provide first-time evidence that proteins from the autophagy machinery are
highly expressed in the lungs of HP patients. Furthermore, it shows that autophagy could be
actively participating in the activation of epithelial cells against damage and regulate

macrophage homeostasis.

Key Words: ATG4B, ATG5, ATG7, LC3, p62/SQSTM1, lung fibrosis, macrophages,
hypersensitivity pneumonitis



1. INTRODUCCION

1.1 EL SISTEMA RESPIRATORIO

El sistema respiratorio se compone por vias respiratorias las cuales se encuentran ramificadas
en un sistema de conduccién de aire dentro de los pulmones y comprenden una serie de

superficies de intercambio gaseoso (Basil M. et al., 2020).

Como se representa en el esquema 1, el sistema de conduccién de aire esta compuesto por
la cavidad nasal, los senos paranasales, la nasofaringe, orofaringe y laringe; en estas
cavidades ocurre la limpieza, calentamiento y humectacion del aire que ingresa por las fosas
nasales. La mayoria de las particulas y antigenos que son inhalados del medio ambiente, son
atrapados por el moco producido en las vias respiratorias proximales; este moco sirve como

primera linea de defensa inmunolégica del individuo (Basil M. et al., 2020).

A medida que el aire sigue su camino a través del sistema de conduccion hacia zonas mas
distales, llega a la traguea; un tubo de cartilago que se divide repetidamente en secciones de
menor diametro hasta ramificarse en muchas secciones dentro de los pulmones (Young B. et
al., 2013)

Los pulmones son un par de 6rganos localizados en la cavidad toracica. El pulmoén derecho es
mas grande en comparacién con el pulmén izquierdo debido a la posicion anatomica del
corazén (Aung H. et al, 2019) y los l6bulos pulmonares varian en tamafio y forma, pero cada
I6bulo tiene un solo bronquio primario el cual se ramifica para formar los bronquios secundarios

y terciarios (Young B. et al., 2013).

El bronquio primario derecho tiene 3 subdivisiones que llevan aire a los 3 I6bulos del pulmén
derecho mientras que el bronquio primario izquierdo se subdivide en 2 bronquios secundarios
gue llevan aire a los 2 I6bulos del pulmén izquierdo (Aung H. et al., 2019). Tan pronto como
los bronquios empiezan a disminuir de didmetro, la estructura cambia progresivamente (Young
B. et al.,, 2013). Los bronquios terciarios, cada uno de los cuales irriga un segmento
broncopulmonar, se ramifican en vias respiratorias mas pequefias llamadas bronquiolos, los
cuales miden menos de 1mm de diametro. A partir de los bronquios terciarios, las estructuras
cartilaginosas no suelen extenderse a zonas mas distales siempre y cuando se mantengan las

condiciones fisiologicas del pulmoén (Basil M. et al., 2020).



Las ultimas y mas pequefias estructuras del arbol respiratorio se denominan bronquiolos
terminales. Cada bronquiolo terminal se divide para formar ramas cortas de bronquiolos
respiratorios y cada bronquiolo respiratorio se divide en varios conductos alveolares con
numerosos sacos alveolares (Basil M. et al., 2020). ElI musculo liso de los bronquiolos
respiratorios y los conductos alveolares tiene un rol funcional critico al permitir la contraccion
durante los movimientos del aire dentro de los pulmones. A nivel de los conductos alveolares,

se pueden ver haces de musculo liso interrumpidos por aberturas alveolares (Mills S., 2012).

Los alvéolos contienen células epiteliales, endoteliales y mesenquimales, ademas de
macroéfagos y células dendriticas (Basil M. et al., 2020). El epitelio alveolar consta de dos tipos
de células, los neumocitos tipo | y los neumocitos tipo Il. Casi el 95% de la superficie alveolar
esta cubierta por los neumocitos tipo | mientras que los neumaocitos tipo Il tienden a ocupar
una proporcién mucho menor de la superficie alveolar; pero son los responsables de generar
surfactante pulmonar para reducir la tensién superficial alveolar y asi evitar el colapso alveolar

durante cada respiracion (Basil M. et al., 2020).

Los macrofagos que se encuentran en el pulmén suelen localizarse tanto en los espacios
alveolares como en los septos de los alvéolos. Su funcion principal es la fagocitosis de material
exogeno que llega hasta los espacios alveolares, como particulas inhaladas y bacterias.
Después de la fagocitosis, los macréfagos suelen permanecer atrapados en moco y ser
expulsados del organismo en forma de esputo; sin embargo, también pueden permanecer en
los septos alveolares o acceder al sistema linfatico junto con el cargo fagocitado hasta los
ganglios linfaticos hiliares (Young B. et al., 2013). El tipo de particulas inhaladas que suele
encontrarse mas frecuentemente en los pulmones es el carbon; no sélo en pulmones de
individuos fumadores sino también en el pulmén de individuos que suelen vivir en ciudades

con altos niveles de contaminacién, como la Ciudad de México (Brauer M. et al., 2001).

Dado que el mecanismo de intercambio gaseoso ocurre en los alvéolos, las paredes de los
sacos alveolares contienen una extensa red de capilares pulmonares. En la mayor parte de la
pared alveolar se encuentra la membrana basal del endotelio capilar sobre la membrana basal
del epitelio alveolar. En condiciones fisiologicas, ambas membranas basales estan fusionadas
para proporcionar una interfaz de grosor minimo entre el aire alveolar y la sangre para que el

intercambio gaseoso sea 6ptimo (Young B. et al., 2013).
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Esquema 1. El sistema respiratorio. Se ilustra la ramificacion de las vias respiratorias desde las vias superiores hasta las mas

distales, haciendo énfasis en algunos de los componentes celulares a nivel alveolar donde se realiza el intercambio gaseoso.
Imagen modificada de Ross, M. H., & Pawlina, W. (2010) Histology: A text and atlas: With correlated cell and molecular biology

y Barbara Young, et al. (2013) Wheater’'s Functional Histology.



Sin embargo, cuando se produce una herida en el tejido pulmonar que requiere el remodelado
del microambiente pulmonar o alguna enfermedad reduce la cantidad de aire en los alvéolos
o provoca el engrosamiento de las paredes alveolares, se produce una oxigenacion

inadecuada de la sangre y dificultad respiratoria (Young B. et al., 2013).

Por ejemplo, en la fibrosis pulmonar intersticial, los fibroblastos alveolares aumentan su
poblacién celular, asi como la produccion de colagena y elastina. Como resultado, la pared
alveolar se engrosa, y la presencia de capas de colagena entre el citoplasma de los neumocitos
tipo | y los capilares alveolares impiden un intercambio gaseoso adecuado (Grippi M. et al.,
2015).

1.2 ENFERMEDADES PULMONARES INTERSTICIALES

Las enfermedades pulmonares intersticiales (EPI) son trastornos pulmonares
parenquimatosos difusos, los cuales incluyen enfermedades de causa desconocida, como la
fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) (Kolb M. y Vasakova M., 2019; Vasakova M. et al., 2019).

Las EPI estan caracterizadas por una acumulacion predominantemente de linfocitos vy
macrofagos, citocinas, moléculas pro-inflamatorias y diversos grados de fibrosis pulmonar
(Kalchiem-Dekel O. et al., 2018). Cualquier EPI puede manifestarse ya sea como una
enfermedad pulmonar inflamatoria, con pocas o ninguna caracteristica de fibrosis, con diversos
grados de inflamacion y fibrosis 0 como una enfermedad fibrotica, en donde la inflamacién no

tiene un papel relevante (Kalchiem-Dekel O. et al., 2018).

Independientemente de la causa, en las EPI fibrosantes se presentan lesiones vasculares o
epiteliales de forma crénica; las cuales promueven que los fibroblastos proliferen, migren al
sitio de la lesion y se activen para convertirse en miofibroblastos (Kolb M. y Vasakova M.,
2019). Este proceso de reparacion no regulado, junto con una reduccién de la degradacion de
la matriz extracelular, provoca una mayor rigidez del tejido y una pérdida de la funcién del tejido
alveolar. Adicionalmente, macrofagos y linfocitos son reclutados en el sitio de la lesion y liberan
mediadores pro fibréticos lo cual promueve un bucle de retroalimentacién para la formacion de
fibrosis (Kolb M. y Vasakova M., 2019). Por lo tanto, cuando las EPI progresan se presenta
una disminucion importante de la funcion pulmonar y se deteriora la calidad de vida de los

pacientes, reflejando una morbilidad y mortalidad importante (Antoniou K. M. et al., 2014).



Para clasificar a las EPI se toman en cuenta las caracteristicas clinicas, radiogréaficas y
patoldégicas que comparten, asi como su etiologia (Grippi, M. A. et al., 2015). Como se muestra
en el esquema 2, podemos identificar a la neumonitis por hipersensibilidad (NH) dentro del
grupo de enfermedades pulmonares relacionadas a actividades ocupacionales o por

exposicion ambiental.

Enfermedades Pulmonares
Intersticiales

Causa conocida Causa desconocida

oc:::::g::::s 0 Medicamentos, Neumonias F::ms fﬂf::ege
por exposicion TSR E itesolics Elimeres Granulomatosas
ambiental abuso de drogas idiopaticas pumonars

Esquema 2. Clasificacion de enfermedades pulmonares intersticiales. Aunque existen numerosas formas de presentar la
clasificacion de las EPI; en este caso, se toma en cuenta la etiologia de la enfermedad y sus posibles agentes causantes.
Imagen modificada de Grippi, Michael A., Jay A. Fishman, Jack A. Elias, Robert M. Kotloff, Allan |. Pack, R. M. S. (5th Ed.)

(2015). Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorder. McGraw Hill Education.



1.3 NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD (NH)

La neumonitis por hipersensibilidad (NH), es una enfermedad pulmonar intersticial inflamatoria
gue ocurre en individuos susceptibles a desarrollar reacciones inmunes exacerbadas y es
resultado de la exposicion continua a antigenos que pueden ser inhalados, tanto de origen
organico (hongos, bacterias, protozoos y proteinas de origen animal) como de origen
inorganico (isocianato y anhidridos de acido), los cuales son capaces de llegar a los espacios
alveolares (Holsapple M.P. et al., 2006; Regal J. F. y Selgrade M. K, 2010; Selman M., 2004;

Selman M. et al., 2012; Viegas M.S. et al., 2007) como se ilustra en el esquema 2.
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Esquema 3. Neumonitis por hipersensibilidad. Se ejemplifica la respuesta de hipersensibilidad por predisposicién genética que
presentan algunos individuos al estar expuestos a antigenos que pueden ser inhalados, culminando en procesos
fibroproliferativos. Imagen modificada de Vasakova et. al. Hypersensitivity Pneumonitis: Current Concepts of Pathogenesis

and Potential Targets for Treatment. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine. 2019

Inicialmente se habian clasificado a las etapas de la NH en fase aguda, subaguda y crénica,
de acuerdo con las manifestaciones clinicas de los pacientes. Sin embargo, la distincion entre
las diferentes etapas a menudo resulta complicada debido a que las diferentes manifestaciones

de la enfermedad (sobre todo la fase subaguda y crénica) suelen sobrelaparse entre si
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(Lacasse Y.y Cormier Y., 2006). Ademas, desde un punto de vista practico, la diferenciacion
de la NH de otras enfermedades intersticiales de pulmén es dificil, especialmente la fase
cronica de la NH ya que muchos pacientes presentan un proceso fibroproliferativo sin una
exposicion a antigenos reconocible; asi que la NH crénica suele ser confundida con fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI) (Churg A. et al., 2018; Wang L.J. et al., 2019).

Actualmente, se ha propuesto clasificar a la NH en dos categorias principales basadas en una
correlacion clinico-radioldgica-patologica: NH aguda/ inflamatoria y NH cronica/ fibrotica
(Vasakova M. et al., 2017).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DE LA NH

Determinar la epidemiologia de la NH resulta complicado al considerar factores geogréficos y
sociales, ademas de que en la literatura se han reportado muy pocos estudios de cohortes al
respecto (Leone, P. M., & Richeldi, L., 2020). Se tiene conocimiento de una prevalencia alta
en pacientes de entre 50 y 60 afios, predominantemente en mujeres en comparacion con
hombres; pero también puede presentarse en nifios y adultos jévenes. (Dabiri, M., Jehangir,
M., Khoshpouri, P., & Chalian, H., 2022).

La incidencia estimada de NH en la poblacién general de Estados Unidos de América es del
2% de todos los casos de EPIs y en Europa, se reporta que la NH representa del 4 al 15% de
todos los casos de EPIs (Anwar, J., Kong, W.T. y Balakrishnan, B., 2022; Barber, C. M.,
Wiggans, R. E., Carder, M., & Agius, R., 2017). Sin embargo, México no cuenta con cifras

epidemioldgicas de la enfermedad.

1.5 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA NH

Pacientes con NH pueden presentar sintomas distintos dependiendo del cuso que haya
tomado la enfermedad. No obstante, los sintomas mas frecuentes en pacientes con NH
fibrotica y no fibrética incluyen disnea, tos y sibilancias en la mitad de la inspiracion. Otros
sintomas menos frecuentes, incluyen febricula, escalofrios, pérdida de peso y fatiga, sensacion
de opresiéon en el pecho, asi como hallazgos en el examen fisico de estertores y cianosis
(Anwar, J., Kong, W.T. y Balakrishnan, B., 2022)



El inicio del cuadro clinico puede ser agudo (desarrollarse en dias o0 semanas, ocasionalmente
con derrame pleural) o también puede ser cronico (desarrollarse y empeorar durante meses o
afos); adicionalmente los episodios pueden ser recurrentes. Sin embargo, la duracién de los
sintomas no ha sido caracterizada rigurosamente con respecto al estado de fibrosis o

prondstico del paciente con NH (Raghu, G., et al., 2020).
1.6 FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO DE NH.
1.6.1 FACTORES GENETICOS

Dado que no todos los individuos expuestos a los antigenos relacionados con el desarrollo de
NH manifiestan la enfermedad (Vasakova M. et al., 2019), la predisposicién genética juega un

papel primordial en el desarrollo de esta patologia.

Se ha establecido que la mayoria de los polimorfismos genéticos que pueden contribuir a
aumentar la susceptibilidad para desarrollar NH son moléculas involucradas en el
procesamiento y la presentacion de antigenos externos (Vasakova M. et al.,, 2019).
Especialmente, moléculas pertenecientes al complejo mayor de histocompatibilidad HLA de
clase Il (Falfan Valencia R. et al., 2010), la cual consta de una serie de subregiones, cada una
de las cuales contiene genes A y B que codifican cadenas a y B, respectivamente (Choo S. Y.,
2007)y parecen ser el locus de susceptibilidad primario en la NH. Los polimorfismos del MHC
Il reportados en la poblacién mexicana son HLA-DR7 y HLA-DRB1*04; adicionalmente se ha
encontrado un incremento del haplotipo DRB1*1305-DQB1*0301 y un decremento del
haplotipo DRB1*0802-DQB1*0402 en el MHC Il de la poblacién mexicana (Vasakova M. et al.,
2019)

Sin embargo, los polimorfismos del MHC Il no son los Unicos reportados como posibles factores
de riesgo para ser susceptible a la NH; polimorfismos en el proteasoma como PSMB8 KQ,
polimorfismos en los genes de procesamiento de antigenos asociados al transportador TAP1
637y TAP1 661 (Vasakova M. et al., 2019), polimorfismos del factor de necrosis tumoral (TNF)
y del promotor MUC5B también han sido reportados en pacientes con NH crénica (Newton C.
A. et al.,, 2018). Seguido de polimorfismos de genes potencialmente involucrados en la
homeostasis pulmonar, la reparacion de heridas y mutaciones genéticas en zonas teloméricas
(Newton C. A. et al., 2018; Selman M. et al., 2006; Vasakova M. et al., 2019).
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1.6.2 TIPO DE ANTIGENO CAUSAL

En la actualidad, no se ha descrito un criterio preciso para definir qué tipo de sustancias o
compuestos tienen potencial para convertirse en alérgenos. Sin embargo, la mayoria de los
antigenos que se conocen contienen mas de un componente capaz de desencadenar
reacciones de hipersensibilidad; generalmente suelen ser proteinas solas o en combinacion
con moléculas glucidicas y si el antigeno es de naturaleza no proteica, suele unirse a proteinas
transportadoras. (Garrote A., & Bonet R., 2004).

De manera general, cuando un individuo se expone a un nuevo antigeno o agente causal de
alergia, se sensibiliza y como consecuencia presenta un aumento local de linfocitos, pero sin
relevancia clinica (Garrote A., & Bonet R., 2004). No obstante, esto no sucede en los individuos
genéticamente predispuestos a presentar reacciones de hipersensibilidad, donde tanto las
caracteristicas del alérgeno como el nivel, el tiempo y la via de exposicién al antigeno son

cruciales.

Actualmente hay mas de 200 antigenos reportados como posibles antigenos causales para el
desarrollo de NH y generalmente las exposiciones de los individuos suelen estar relacionadas

con actividades ocupacionales (Nogueira, R. et al., 2019 y Petnak, T., & Moua T., 2020).

Como se muestra en la tabla 1, los antigenos causales de NH se pueden dividir en las

siguientes categorias:
* Exposicion a proteina animal

La exposicion a proteinas de aves es la forma mas comun para desarrollar NH mediante la
inhalacion repetida de proteinas aviares a través de excrementos o a partir de las plumas de
las aves; se le suele conocer como la enfermedad del "criador de aves" o "criador de palomas".
(Nogueira, R. et al., 2019 y Petnak, T., & Moua T., 2020). Cabe destacar que, en México, la

inhalacion de antigenos aviarios es la principal causa de NH. (Falfan-Valencia R. et al., 2010).
* Exposicion a hongos
La inhalacion de esporas de hongos es la segunda causa mas comun para desarrollar NH.

Particularmente en Japon, se ha reportado a Trichosporon asahii como el agente causal mas

comun durante los meses de verano en cuanto al nimero de casos notificados de NH. Mientras
11



tanto en Europa y América del Norte se han reportado especies como Aspergillus y Fusarium,
Penicillium, Cladosporium, Cryptococcus, Aureobasidium pullulans, Peziza domiciliana y
Cephalosporium acremonium como los principales agentes causales de NH (Nogueira, R. et
al., 2019 y Petnak, T., & Moua T., 2020).

De manera tradicional, se reporta al ambiente de las granjas como una fuente de exposicion a
este tipo de antigenos, lo que resulta en el llamado “enfermedad del granjero” o “pulmon del
granjero”. Aunque los antigenos se pueden encontrar principalmente en el heno o la paja
hamedos, silos de granos, alimento para animales, estiércol y en cultivos de cebolla, papa y
maiz contaminados con hongos; también puede ocurrir una exposicién al antigeno fungico a
través de articulos domésticos como los humidificadores, purificadores de aire, unidades de
calefaccion, aire acondicionado y ductos de ventilacién. (Nogueira, R. et al., 2019 y Petnak, T.,
& Moua T., 2020).

* Exposicion a bacterias y micobacterias

En contraste con los primeros dos tipos de antigenos, la exposicidbn ambiental ante especies
bacterianas y micobacterias se da con mayor frecuencia al inhalar polvo de granja o granos
gue se encuentren contaminados con bacterias terméfilas filamentosas y formadoras de
esporas como Thermoactinomyces vulgaris y Saccharopolyspora rectivirgula, entre otras
(Nogueira, R. et al., 2019 y Petnak, T., & Moua T., 2020).

* Exposicion a otros antigenos

Compuestos quimicos de indole organica e inorganica también pueden ser antigenos causales
de NH incluidos los isocianatos, anhidridos de acido, cloroetilenos y compuestos de acrilato.

Dentro de estos compuestos, los diisocianatos son la forma mas comun de exposicion a
isocianatos mediante la inhalacion de polvo de materiales plasticos o espuma durante su
fabricacion. Las pinturas y barnices comerciales en aerosol que normalmente son utilizadas
por los técnicos en talleres de reparacion y fabricacion de automoviles también contienen
diisocianatos (Nogueira, R. et al., 2019 y Petnak, T., & Moua T., 2020).
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Tipo de antigeno Antigeno especifico
Proteina animal Antigeno aviario
Trichosporon asahii Aspergillus spp. Penicillium spp. Wallemia sebi
Eurotium amstelodami Fusarium spp. Lichtheimia corymbifera Cladosporium spp.
Hongos Cryptococcus spp. Aureobasidium pullulans Cephalosporium Chrysonilia sitophila
Absidia corymbifera Curvularia lunata acremonium Neurospora crassa
Bjerkandera adusta Ulocladium botrytis Humicola fuscoatra Peziza domiciliana
. Thermoactinomyces vulgaris Saccharp;_) olyspora Acinitobacter spp. Stenotrophomonas spp.
Bacterias Streptomyces s rectivirgula Staphylococcus s Paenibacillus s|
ptomy pp- Saccharomonospora viridis e PP- Pp-
. . Complejo Mycobacterium Mycobacterium Mycobacterium Mycobacterium
Micobacterias : ; .
avium (MAC) immunogenum chelonae fortuitum
Otros antigenos Isocianatos Anhidridos de acido Cloroetilenos Compuestos de acrilato

Tabla 1. Antigenos asociados con el desarrollo de NH. Aunque existen mas de 200 antigenos causales identificados para la
NH, en la presente tabla se enlistan algunos de los antigenos mas comunes reportados en casos clinicos de América del
Norte, Europa y Asia. Imagen modificada de Petnak, T., & Moua, T. (2020). Exposure assessment in hypersensitivity
pneumonitis: a comprehensive review and proposed screening questionnaire. ERJ Open Research, 6(3), 230-2020.

1.6.3 RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS

La respuesta inmune innata desempefia un papel importante en el reconocimiento de
antigenos. Las partes proteicas de los antigenos inhalados se identifican por las células
presentadoras de antigeno. La reactividad del sistema inmune al antigeno en la neumonitis por
hipersensibilidad es el resultado de la activacion de varios receptores de reconocimiento de
patdgenos, incluidos los receptores Toll-like, NOD y dectinas (Grunes D. y Beasley M. B., 2013;
Higashino-Kameda M. et al., 2016). La sefalizacion a través de los receptores de
reconocimiento de patdégenos conduce no solo a la activacion innata de las células inmunes,
sino también a la produccion de citocinas como la interleucina 4, interferon gamma, interleucina
13 e interleucina 17, que contribuyen a la presentacion clinica heterogénea que presentan los
pacientes de NH (Galluzzi L. y Green D. R., 2019).
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1.6.4 PROCESAMIENTO Y EXPRESION DE ANTIGENOS.

La capacidad de las células T y las células B para reconocer y responder a su antigeno
especifico es fundamental para la inmunidad adaptativa; sin embargo, la unién del antigeno al
receptor es insuficiente para que un linfocito responda. Por lo tanto, un paso critico en la
transduccion de sefales es el reclutamiento de proteinas intracelulares a la membrana
plasmatica y cambios en la composicion de la membrana que rodea al receptor. Muchos
receptores de antigenos activan tirosina-cinasas para transmitir sefiales, a menudo formando
grandes complejos multiproteicos (Murphy K. y Weaver C., 2016). En muchos casos, la
transduccion de sefiales promueve la activacion de factores de transcripcion que conducen
directa o indirectamente a la proliferacion, diferenciacion y funcién efectora de los linfocitos.
Otras funciones de la transduccién de sefales median los cambios en el citoesqueleto que son

importantes para las funciones celulares, como la migraciéon. (Murphy K. y Weaver C., 2016)

En cuanto a los antigenos, estos pueden someterse a dos tipos de procesamiento; ya sea en
el proteasoma de las células presentadoras de antigeno y se expresan como moléculas de tipo
MHC I, o pueden evadir la degradacién en el proteasoma y expresarse como moléculas MHC
Il en la superficie de las células presentadoras de antigeno. Antes de unirse a las moléculas
de MHC, los antigenos se editan mediante el transporte de proteinas. En general, las células
T CD4+ auxiliares reconocen péptidos a menudo con extensiones C y N-terminales
presentadas como moléculas MHC II, mientras que las células T CD8+ citotoxicas reaccionan
a péptidos octaméricos o nonaméricos presentados como moléculas MHC I. (Vasakova M. et
al., 2019)

La presentacion de antigenos es esencial para que los linfocitos B produzcan anticuerpos. Las
interacciones entre las células T y los antigenos blanco inician con una adhesion transitoria.
Las funciones efectoras de las células T se activan cuando el complejo péptido y MHC, en la
superficie de la célula blanco, es reconocido por el receptor en una célula T efectora, este
evento de reconocimiento hace que la célula T efectora se adhiera con mas afinidad a la célula
portadora de antigenos y libere moléculas efectoras directamente en la célula blanco para
promover la muerte celular (Murphy K. y Weaver C., 2016).

14



1.6.5 RESPUESTAS HIPERSENSIBLES DEL SISTEMA INMUNE

Se puede definir a las reacciones de hipersensibilidad como un proceso en el que el sistema
inmunolégico de un individuo reconoce como extrafio un alérgeno o antigeno, el cual en
condiciones normales resulta inocuo para la mayoria de las personas, y se detona una

respuesta inmune exacerbada (Cardona-Villa R. et al., 2010).

Las respuestas por hipersensibilidad requieren ya sea de una dosis de exposicién Unica o
recurrente de un antigeno para inducir una respuesta inmune y la fase efectora que se produce
después de repetir la exposicion al mismo antigeno ocasiona una respuesta inmune adversa

gue involucra dafio tisular e inflamacion (Regal J. F. y Selgrade M. K., 2010).

Las respuestas por hipersensibilidad se clasificaron originalmente en cuatro tipos (I-1V) de
acuerdo con el mecanismo inmunolégico que detonan (Cardona-Villa R. et al., 2010).

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo | son reacciones de hipersensibilidad inmediata.
En este tipo de reaccion, la respuesta inflamatoria esta mediada por IgE y es dependiente de
linfocitos T CD4+ los cuales adquieren un patrén de produccion de citocinas tipo Th2. La IgE
se une a receptores de alta afinidad presentes en la superficie de mastocitos y basofilos, los
cuales quedan sensibilizados a ese antigeno en particular. Nuevas exposiciones al alérgeno
inducirdn una mayor y mas rapida produccion de IgE, lo que aumentarda la sensibilizacion del
individuo (Cardona-Villa R. et al., 2010).

Las reacciones de hipersensibilidad de tipo Il, son reacciones donde los anticuerpos IgG o IgM
se unen a antigenos localizados en la superficie de las células y se encargan de mediar su
destruccion ya sea a través de la activacion de la via del complemento o mediante células
citotoxicas dependientes de anticuerpos. Ambas formas de degradacion actian como
opsoninas para facilitar la fagocitosis de la célula blanco; ademas, la activacién de la via del
complemento activa la respuesta inflamatoria. Es importante destacar que las reacciones de
hipersensibilidad de tipo Il también estan involucradas en la patogénesis de enfermedades

autoinmunes. (Cardona-Villa R. et al., 2010).

Las reacciones por hipersensibilidad de tipo Il son el resultado interacciones antigeno-
anticuerpo las cuales inducen la degranulacion local de los mastocitos, lo cual aumenta la
permeabilidad vascular y actia como factores quimiotacticos de neutrofilos y monocitos los

cuales liberan enzimas que producen lesiones tisulares. A su vez, se producen sustancias que
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inducen la agregacion de plaquetas, la disminucion del flujo sanguineo y el aumento de la

reaccion inflamatoria (Cardona-Villa R. et al., 2010).

Por su parte, las reacciones por hipersensibilidad de tipo IV son reacciones de tipo retardado,
se desarrollan entre 48 y 72 horas después de la exposicion al antigeno y son mediadas por
diferentes poblaciones de células T dentro de las que destacan las células T CD8+ y CD4+
(Murphy K. y Weaver C., 2016; Selman M. et al., 2012). En la respuesta de tipo IV, después
de que el antigeno en cuestion ha sido fagocitado, procesado y presentado a los linfocitos
CD4+, éstos se activan, proliferan y liberan citocinas que generan vasodilatacion directa o
indirectamente al hacer que los mastocitos liberen factores quimioatrayentes para monocitos,
neutrofilos, basofilos, linfocitos T y B provenientes de la circulacion (Murphy K. y Weaver C.,
2016). Las citocinas producidas por las células de Th1l inducen la adherencia de los monocitos
al endotelio, y su migracién desde la sangre hacia los tejidos circundantes. Durante este
proceso, los monocitos se diferencian en macréfagos activados, los cuales son las principales
células efectoras de la hipersensibilidad de tipo IV (Cardona-Villa R. et al., 2010; Murphy K. y
Weaver C., 2016).

En el caso de la NH, la patologia que presentan los pacientes involucra respuestas de tipo Il
y IV simultdneamente (Ismail T. et al., 2006). Ademas, las citocinas pro-inflamatorias como el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), y la interleucina 1 e interleucina 8, las cuales son
producidos por los macréfagos alveolares, explican los sintomas de fiebre y neutrofilia en
pacientes con NH. Por su parte, se sabe que las citocinas reguladoras como la interleucina 10
contrarrestan muchos de los efectos biolégicos del interferon gamma, lo que sugiere que esta
interleucina participa en la amortiguacion del proceso inflamatorio y la formacion de

granulomas en estos pacientes (Ismail T. et al., 2006).

En la fase aguda de la NH, los linfocitos predominantes son células T CD4+, pero en la fase
cronica predominan las células T CD8+ junto con un namero variable de células plasmaticas,
gue normalmente no se encuentran en lavados bronquioalveolares de los pacientes (Ismail T.
et al., 2006).
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1.6.6 RESPUESTA INFLAMATORIA

El reconocimiento y procesamiento de antigenos por parte del sistema inmunitario innato son
seguidos por la activacion de las células de la inmunidad innata y adaptativa y la produccion

de una serie de proteinas, incluidos anticuerpos, quimiocinas y citocinas.

Se cree principalmente que la respuesta inflamatoria en NH es mediada por células T,
principalmente por células Th1; sin embargo, la lesién pulmonar mediada por inmunocomplejos

con anticuerpos IgG especificos también puede participar.
1.6.7 RESPUESTA HUMORAL

La presentacion de los antigenos procesados por las células inmunes innatas a los linfocitos
B induce la produccion de inmunoglobulinas debido a que los antigenos organicos inhalados
generalmente contienen antigenos tanto dependientes como independientes de células T
(proteinas y polisacaridos, respectivamente) (Mitaka K. et al., 2011). Las inmunoglobulinas y
los antigenos forman complejos que tienen funciones inmunorreguladoras las cuales dependen
de la interaccion del fragmento cristalizable (Fc) del anticuerpo con los receptores Fcy y su
unién preferencial al subtipo IgG (Vasakova M. et al., 2019). El Fc otorga anticuerpos IgG con
funciones de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, citotoxicidad dependiente del
complemento, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos e induccién de citocinas y
guimiocinas (Chan A.C. y Carter P.J, 2010).

1.6.8 ACUMULACION DE LINFOCITOS Y FORMACION DE GRANULOMAS

En el tracto respiratorio, los linfocitos se encuentran entre el epitelio ciliado de la traquea y en
la lamina de los bronquios (Pabst R. y Tschernig T., 1995). El propésito del reclutamiento de
linfocitos en el parénquima pulmonar es la defensa del huésped contra patégenos e involucra
interacciones adhesivas entre los linfocitos y una variedad de moléculas de adhesion celular

en las células endoteliales vasculares (Curtis J. L. et al., 2002).

En lavados bronquioalveolares de pacientes con NH, se ha reportado linfocitosis con una baja
proporcién de linfocitos CD4+/CD8+ y aunque la linfocitosis no es exclusiva de NH, se utiliza

para diferenciar a la NH de enfermedades como la sarcoidosis (Miller R. et al., 2018).

17



Después de interaccionar con el antigeno, las células T pueden polarizar a los linfocitos hacia
el subtipo de células Thl gracias a la liberacion de IL-12 e IFN-y, y como consecuencia se da
la estimulacién de la formacion de granulomas (Vasakova M. et al., 2019). Ademas, ocurre una
disminucién de la apoptosis en los linfocitos por lo que hay activacién y acumulacion de células
T en el tejido pulmonar. Asi mismo, un aumento en la produccion de IL-17 por parte de los
linfocitos y neutréfilos que se acumulan en el pulmén, actia como un potente estimulador de
la inflamacion crénica en la NH; asi como la transicion de células Thl a Th2 contribuye al
mantenimiento de la inflamacién y el desarrollo de fibrosis en la NH cronica. (Vasakova M. et
al., 2019)

La patologia pulmonar descrita para NH cronica se caracteriza por la formacion de granulomas,
cuando la activacion continua de los macrofagos hace que se adhieran estrechamente entre
si, para formar células gigantes multinucleadas, lo que promueve la progresion de la

enfermedad hacia fibrosis pulmonar (Cardona-Villa R. et al., 2010; Selman M. et al., 2012).
1.7 RESPUESTA FIBROPROLIFERATIVA EN NH

La fibrosis pulmonar puede definirse como cicatrices en el compartimento alveolar del pulmén,
gue es donde se produce el intercambio de gases (Wallace W.A.H. et al., 2007). El desarrollo
de fibrosis pulmonar secundario a reacciones inflamatorias se inicia con una fase caracterizada
por edema y acumulacion de leucocitos polimorfonucleares, seguido por una reparacion
proliferativa (Zelikoff J.T. y Cohen M.D., 2010).

La fibrogénesis involucra cambios asociados con la reorganizacién de los componentes del
citoesqueleto los cuales facilitan la motilidad de los leucocitos polimorfonucleares y la
interaccién con las células endoteliales, la activacién por retroalimentacién de las células
inflamatorias en el pulmén y la participacion de leucocitos polimorfonucleares los cuales son
reclutados por mediadores que conducen a modificaciones de la matriz extracelular (MEC)
para proporcionar una superficie éptima para la fijacion y propagacion de los mismos en el
parénquima pulmonar (Burgstaller G. et al., 2017). En consecuencia, los leucocitos
polimorfonucleares, linfocitos y macrofagos en el intersticio pulmonar muestran una mayor
produccion de fibronectina, asi como liberacion de oxidantes y proteinasas que pueden causar
modificaciones del tejido pulmonar, y la liberacion de factores de crecimiento como el factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante (TGF) y el
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factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) que promueven la migracion y la proliferacion

de fibroblastos, asi como una mayor deposicion de colagena (Zelikoff J.T. y Cohen M.D., 2010).

La fibrosis pulmonar se puede presentar en muchas enfermedades y por causas diversas,
incluidas las neumonias intersticiales idiopéticas, las enfermedades sistémicas del tejido
conectivo, la sarcoidosis, por exposicion a la radiacion o quimioterapia, y en algunas
enfermedades genéticas raras (Luzina I.G. et al., 2008). La lesién tisular a nivel alveolar
asociada con inflamacion cronica puede ocasionar la pérdida de las células epiteliales
alveolares, dafo o pérdida de la membrana basal, la pérdida o lesion de células endoteliales
y/o un colapso del soporte elastico de los alvéolos (Wallace W.A.H. et al., 2007).

Los pacientes con NH cronica se caracterizan por presentar fibrosis intersticial de grado
variable (Selman M., 2004) y pueden desarrollar una fibrosis similar a pacientes con FPI como
resultado de la activacion de los fibroblastos, una produccion anormal de MEC y un
desequilibrio de citocinas reguladoras (Vasakova M. et al., 2019). Los fibrocitos son células
progenitoras derivadas de la médula Osea, relacionadas en origen con los monocitos, que
participan en la patogenia de varias enfermedades inflamatorias cronicas. Los fibrocitos
expresan marcadores de superficie para leucocitos y células mesenquimales y son capaces
de diferenciarse en fibroblastos y miofibroblastos, y pueden contribuir a la respuesta
fibroproliferativa a través de la secrecion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y
pueden participar en la patogenia de la NH crénica, ya sea diferenciandose a fibroblastos y
miofibroblastos o amplificando la respuesta inflamatoria y fibrética por sefializacion paracrina
induciendo la secrecién de moléculas pro-inflamatorias y profibréticas (Garcia de Alba C. et
al., 2015). Asi mismo, la regulacion positiva de la endotelina-1 y el reclutamiento de células
inflamatorias en los pulmones de pacientes con neumonitis por hipersensibilidad contribuye al

desarrollo de fibrosis pulmonar progresiva (Selman M., 2004)-

Pese a todos los estudios que giran en torno a la NH, actualmente no se ha estudiado el papel
gue juega la autofagia en esta enfermedad, pero si en otras enfermedades pulmonares

intersticiales, como la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI).
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2. ANTECEDENTES
2.1 AUTOFAGIA EN EL PULMON Y EN ENFERMEDADES PULMONARES.

La autofagia se encuentra activa de manera constitutiva en la mayoria de los tipos de células
(Glick D. et al., 2010) y defectos en el proceso autofagico han demostrado estar relacionados
con diversas patologias (Zhangyuan Y. et al., 2016). En algunos casos de patologias
pulmonares, la patogénesis esta relacionada con la activacion excesiva de la autofagia,
mientras que en otros esta asociada con la disminucion en el flujo autofagico (Maciel-Herrerias
M. y Cabrera-Benitez S., 2016). Por ejemplo, se ha reportado que en biopsias de pacientes
con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), en distintas etapas de la enfermedad,
hay un incremento en los niveles de autofagia comparados con pulmones de individuos sanos.
Se ha propuesto ademas que la autofagia se activa en etapas tempranas de la enfermedad,
mientras que la apoptosis so6lo ocurre en etapas tardias cuando la enfermedad es mas severa
(Maciel-Herrerias M. y Cabrera-Benitez S., 2016). Esto sugiere que la activacion temprana de
la autofagia actia como un mecanismo de proteccidén para atenuar el dafio inducido por la
toxicidad del humo de cigarro; sin embargo, en etapas tardias, el incremento en la actividad

autofagica podria promover la muerte celular (Maciel-Herrerias M. y Cabrera-Benitez S., 2016).

En el caso especifico de la FPI, diversos estudios han mostrado por medio de
inmunohistoquimica que en los pulmones de pacientes con esta enfermedad se observo una
acumulacion de proteinas ubiquitinadas y de la proteina p62/SQSTM1, especialmente en
zonas fibroticas. De igual manera en estas regiones, no se detect6 la presencia de LC3 y
Beclinl en comparacion con zonas sin dafio y en zonas equivalentes en pulmones de
individuos sanos. En el trabajo de Patel A, et al, sugieren que en la FPI hay acumulacion de
agregados de proteinas en el pulmén que probablemente no estan siendo degradados debido
a una disminucion en la autofagia, lo cual podria sensibilizar a las células frente a distintos
tipos de estrés (Araya J. et al., 2013; Patel A. S. et al., 2012).

La FPI es una enfermedad pulmonar crénica y progresiva que afecta predominantemente a
pacientes de edad avanzada (Mizumura K. et al., 2016). Se ha reportado que en la FPI que los
efectos profibréticos del factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) en los fibroblastos
de pulmoén son promovidos por la inhibicion que produce el TGF- 1 en el procesamiento de
pro-LC3B a la forma lipidada LC3B-Il, LC3B-Il se incorpora a la membrana del fago6foro,

participa en la elongacion, y en el cierre y maduracion del autofagosoma, sugiriendo que el
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proceso autofagico esta disminuido en el pulmon de pacientes con FPI (Patel A. S. et al., 2012);
esta deficiencia puede acelerar la senescencia celular en las células epiteliales, potenciar la
diferenciacion de miofibroblastos (Mizumura K. et al., 2016), promover el depdsito de MEC en
fibroblastos de pulmdén y de esta forma, acelerar la fibroproliferacion en pacientes con FPI (Liao
S-x et al., 2019).

La autofagia parece estar asociada con algunos receptores Toll-like (TLR), en el
reconocimiento innato de patdégenos y la modulacién de la via de sefalizacion en pacientes
con FPI; los cuales adicionalmente funcionan como biomarcadores de progresion de FPI
(Margaritopoulos G.A. et al., 2017). Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que desempefian un papel fundamental en la respuesta
inmunitaria innata temprana a los patdégenos invasores mediante la deteccion de
microorganismos y sefiales enddgenas de peligro. Los TLR reconocen motivos estructurales
altamente conservados conocidos como PAMPs, que se expresan exclusivamente por
patdgenos microbianos, que son moléculas endégenas liberadas de células necroticas o
células en proceso de muerte. En macréfagos se ha descrito que varios prototipos de ligandos
de TLR inducen autofagia. La induccion de la autofagia a través de TLR7 depende de la
expresion de MyD88. La estimulacién de la autofagia con ligandos de TLR7 promueve la
eliminacién de microbios intracelulares. Estos hallazgos vinculan dos sistemas de defensa de
la inmunidad innata, la sefalizacion de TLR y la autofagia, y proporcionan un mecanismo
molecular potencial para la induccion de la autofagia en respuesta a la invasion de patégenos
y muestran que la capacidad recientemente reconocida de los ligandos de TLR para estimular

la autofagia puede usarse para eliminar patégenos intracelulares (Delgado AM, 2008).

La autofagia es un mecanismo de respuesta ante diversos tipos de estrés y, por tanto,
promueve la supervivencia en las células (Maciel-Herrerias M. y Cabrera-Benitez S., 2016).
Por otro lado, la autofagia ha sido implicada en la regulacion de la respuesta inmune, en la
proliferacion de linfocitos T, y en la funcién, polarizacion y apoptosis de los macrofagos.
Adicionalmente, la autofagia esta involucrada en la fagocitosis y degradacion de patégenos
(Galluzzi L. y Green D. R., 2019). Algunos estudios indican que la autofagia podria tener un
papel deletéreo en la patogéenesis de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y del asma.
En otros trastornos como la FPI y la fibrosis quistica, la inhibicion de la autofagia puede

contribuir a la patogénesis (Maciel-Herrerias M. y Cabrera-Benitez S., 2016).
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Sin embargo, su papel en la patogénesis de la NH no ha sido estudiado previamente, por ello,

constituye uno de los principales objetivos de mi proyecto de maestria.

2.2 AUTOFAGIA

La autofagia es un mecanismo homeostatico que promueve la degradacion proteolitica de
componentes citosolicos, favorece la eficiencia energética a través de la generacion de ATP y
contribuye en el control de dafios mediante la eliminacion de proteinas, organelos no

funcionales y patégenos (Glick D. et al., 2010).

La autofagia actla como una respuesta adaptativa a las adversidades ambientales, como la
privacion de nutrientes; en este escenario, cuando no hay alimentos disponibles, las células
comienzan a reciclar macromoléculas para la sintesis de componentes esenciales y como
suministro de energia (Zhangyuan Y. et al., 2016). Sin embargo, otros factores como el estrés
oxidativo, el estrés del reticulo endoplasmico, la hipoxia, el dafio mitocondrial, la activacién de
las células inmunes y patdgenos también inducen la autofagia (Margaritopoulos G. A. et al.,
2017).

Existen diferentes tipos de autofagia que pueden ser tanto selectivos como no selectivos
(Zhangyuan Y. et al., 2016) y pueden dividirse de acuerdo con las diferentes formas en que el
sustrato puede ingresar al lisosoma (Aman, Y. et al., 2021; Grootaert M.O.J. et al., 2018;
Klionsky, D. J., et al., 2021; Liao S-x et al., 2019; Parzych, K. R. y Klionsky, D. J., 2014;
Zhangyuan Y. et al., 2016).

e Macroautofagia:
Como se ilustra en el esquema 4, es el proceso en el cual el cargo es envuelto dentro de una
vesicula de doble membrana, denominada autofagosoma. La caracteristica morfolégica mas
distintiva de este proceso de trafico mediado por vesiculas intercelulares es que los
autofagosomas deben formarse de novo por expansion de la membrana en lugar de por

gemacion (Parzych, K. R. y Klionsky, D. J., 2014).
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Esquema 4. Macroautofagia. Se ilustra grosso modo los componentes principales de la macroautofagia, la cual puede o no
ser selectiva en cuanto al cargo que se transporta dentro de los autofagosomas. Imagen modificada de Aman, Y. et al. (2021).

Autophagy in healthy aging and disease. Nature Aging.

Dentro de la categoria de macroautofagia selectiva, de aqui en adelante referida inicamente
como autofagia, existe otra clasificacion de subtipos de autofagia (algunas de las cuales se

ilustran en el esquema 5):

e Agrefagia:
Degradacion enfocada en los agregados proteicos los cuales se encuentran ubiquitinados y
pueden unirse con los receptores de autofagia como p62/SQSTM1 o NBR1 (Aman, Y. et al.,
2021).

e Glicofagia:
Degradacion selectiva del glucogeno a través de procesos autofagicos para el mantenimiento
de la homeostasis celular (Aman, Y. et al., 2021).

e Lipofagia:
En respuesta a la falta de nutrientes, los triglicéridos suelen almacenarse en gotitas lipidicas y
estas pueden ser degradados por autofagia de forma alternativa a la degradacion por lipasas
para regular la homeostasis lipidica (Aman, Y. et al., 2021).

e Reticulofagia:
Este proceso ocurre en el reticulo endoplasmico donde receptores como FAM134B, ATL3 y
TEX264, entre otros, se unen a LC3 para permitir el secuestro del reticulo endoplasmico en un

autofagosoma para su posterior degradacion lisosomal (Aman, Y. et al., 2021).
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e Mitofagia:
Degradaciéon selectiva mediada por PINK1 y parkina; en este proceso los receptores de
autofagia NDP52, optineurina y p62 reclutan a los elementos necesarios para formar un
autofagosoma alrededor de las mitocondrias dafiadas o defectuosas. Otra manera en la que
la mitofagia actua de forma basal, es mediante la union de LC3 a proteinas de la membrana
mitocondrial como NIX y AMBRAL, y a lipidos mitocondriales como la cardiolipina para
posteriormente formar el autofagosoma (Aman, Y. et al., 2021).

e Lisofagia:
Al permeabilizar la membrana lisosomal, se recluta a Gal-3, TRIM16 y proteinas autofagicas
como ULK1 y ATG16L, lo que posteriormente permite la ubiquitinacion del lisosomay da como
resultado el reclutamiento de p62, el cual se une a LC3 para facilitar el proceso autofagico. De
manera paralela e independiente de la ubiquitina, la Gal-8 puede unirse a los lisosomas
dafados y se une directamente al receptor autofagico NDP52 para interactuar con LC3 y
continuar con el proceso autofagico (Aman, Y. et al., 2021).

e Nucleofagia:
En este proceso, la unién de LC3 con una proteina de la lamina nuclear (LMNB1) permite la
formacion de una protuberancia donde se produce la degradacion por autofagia de parte del
nucleo, lo que contribuye al mantenimiento de la integridad genémica (Galluzzi, L., et al., 2017).

e Granulofagia:
Es la degradacion selectiva por autofagia de granulos de estrés, los cuales son un aglomerado
de RNA mensajero asociado con algunos factores de iniciacién de la traduccion y proteinas de
union al RNA; este proceso mediado por la accion de la VCP ATPasa, juega un papel
importante durante la regulacion de la traduccion celular (Buchan, J. R. et al., 2013).

e Xenofagia:
Es la degradacion selectiva de patdgenos y puede suceder de dos formas. En la primera, el
DNA patdgeno es detectado por el sensor cGAS, el cual activa la ubiquitinacion mediante
Smurfl y recluta al receptor NBR1 y LC3 para continuar con el proceso de formacién del
fagdforo alrededor de la bacteria. Mientras que, en la segunda forma, el patégeno inflige dafio
en la membrana del fagosoma, exponiendo glucanos que reclutan a la Gal-8, la cual es
reconocida por NDP52 y p62/SQSTM1, los cuales interactuan con la ubiquitina en el patdogeno
y reclutan a la maquinaria autofagica para continuar con el proceso de degradacion (Aman, Y.
et al., 2021).
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Esquema 5. Subtipos de macroautofagia selectiva. Imagen modificada de Aman, Y. et al. (2021). Autophagy in healthy aging
and disease. Nature Aging.

e Microautofagia:
Como se ilustra en el esquema 6, el proceso en el cual el cargo es empaquetado a través de
invaginaciones membranosas a partir de la superficie de lisosomas o endosomas tardios; este
proceso puede ser tanto selectivo como inespecifico (Klionsky, D. J., et al., 2021). Un ejemplo
de microautofagia selectiva es la micro-reticulofagia, que utiliza el receptor SEC62 e implica la
captura y degradacién del reticulo endopladsmico por invaginacion de la membrana del
lisosoma o endosoma tardio (Aman, Y. et al., 2021).
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Esquema 6. Microautofagia. Se ilustra grosso modo lo que sucede durante los procesos de microautofagia, la cual puede ser
selectiva como en el caso de la micro-reticulofagia o no ser selectiva. Imagen modificada de Aman, Y. et al. (2021). Autophagy
in healthy aging and disease. Nature Aging.
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e Autofagia mediada por chaperonas:
Como se ilustra en el esquema 6, la autofagia mediada por chaperonas (CMA) implica la
degradacion selectiva de proteinas portadoras de motivos similares a KFERQ que son
liberadas a los lisosomas a travées de la chaperona HSC70 y las co-chaperonas, como la
proteina de choque térmico 70 o HSC70 (CHIP), la proteina de choque térmico 40 (HSP40;
también conocida como DNABJ1) y la proteina organizadora HSP70-HSP90 (HOP), y su
internalizaciéon en los lisosomas a través del receptor de proteina de membrana asociada al
lisosoma tipo 2A (LAMP2A). De todas las proteinas citosdlicas, alrededor del 30% cuentan con
el motivo “KFERQ” y esto incluye a enzimas glucoliticas, factores de transcripcion, proteinas
de unién a lipidos y calcio, subunidades del proteosoma y algunas proteinas involucradas en

el trafico vesicular (Klionsky, D. J., et al., 2021).
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Esquema 7. Autofagia mediada por chaperonas (CAM). Se ilustra grosso modo lo que sucede durante los procesos altamente
selectivos de autofagia que requieren la participacion de chaperonas. Imagen modificada de Aman, Y. et al. (2021). Autophagy

in healthy aging and disease. Nature Aging.

El proceso central de la macroautofagia consta de varios pasos: iniciacién, nucleacion,
alargamiento del fagéforo, maduracion del autofagosoma, fusion con el lisosoma y degradacion

del cargo, como se ilustra en el esquema 8.

La iniciacién ocurre tras la inhibicibn de mTOR vy la activacion de AMPK, los cuales son
inductores de la autofagia en respuesta al estrés celular. Durante la iniciacion, AMPK fosforila
al complejo ULK1, el cual esta compuesto por RB1CC1, ATG13 y ATG101. ULK1 estimula al
complejo PIK3C3, compuesto por BECN1, AMBRAL, ATG14L y PIK3R4, para interactuar con

ATG9 y promover la nucleacion del autofagosoma (Galluzzi, L., et al., 2017).
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Esquema 8. Participacion de diferentes proteinas en el proceso central de autofagia. Se ilustran las diferentes proteinas y
moléculas que participan en las diferentes etapas de la autofagia, desde la iniciacion hasta la degradacion del cargo por los
autolisosomas. Imagen modificada de Aman, Y. et al. (2021). Autophagy in healthy aging and disease. Nature Aging.

Durante el proceso de nucleacién de la membrana, el complejo PIK3C3 produce una reserva
de fosfatidilinositol 3 fosfato, que conduce al reclutamiento de proteinas WIPI; las cuales
recuperan vesiculas positivas para ATG9 de membranas preexistentes, que pueden provenir
del reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, membrana plasmatica o mitocondria, por ejemplo
(Galluzzi, L., et al., 2017).

En el proceso de alargamiento del fagoforo, coexisten dos sistemas de conjugacion de
proteinas tipo ubiquitina. En el primer sistema, ATG7 activa de manera dependiente de ATP a
la proteina Atgl2. Después ATG12 se transfiere a ATG10, lo cual potencia el enlace covalente
entre ATG12 y ATG5. Seguido de la formacion del complejo Atg5-Atgl2 y con Atgl6L1 para
formar un complejo multimérico que funciona como andamio durante el proceso de elongacion
(Glick D. et al., 2010; Klionsky, D. J. et al., 2021). El segundo sistema, requiere de la
participacion de ATG3, ATG4 y ATG7 y es el responsable de la escision de las proteinas que
son miembros de la familia ATG8, como LC3 y su conjugacion con la fosfatidiletanolamina
(Klionsky, D. J. et al., 2021).

El segundo paso durante el alargamiento del fago6foro, es el procesamiento de la proteina pro-

LC3B, la cual es escindida proteoliticamente por ATG4 para generar la forma LC3B-I. Después,
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la glicina carboxiterminal expuesta por ATG4 se activa de manera dependiente de ATP por
ATGY7 (Glick D. et al., 2010).

La LC3B-I activada luego se transfiere a ATG3 antes de que la fosfatidiletanolamina se
conjugue con la glicina carboxiterminal para generar la forma LC3B-Il, la cual ya se encuentra
procesada (Glick D. et al., 2010). La fosfatidiletanolamina (PE) es un fosfolipido que se
encuentra en todos los organismos vivos. Junto con la fosfatidilcolina (PC), la fosfatidilserina
(PS) y el fosfatidilinositol (Pl), la PE representa la columna vertebral de la mayoria de las
membranas biologicas. La PE es el segundo fosfolipido més abundante en las membranas de
los mamiferos y oscila entre el 20 y el 50 %. La PE puede producirse por descarboxilacion de
PS, como primera opcién a nivel de la membrana mitocondrial a través de la fosfatidilserina
descarboxilasa 1 (Psdl) o, como segunda opcion, a nivel del aparato de Golgi y vacuolar a
través de la fosfatidilserina descarboxilasa 2 (Psd2), una tercera posibilidad es que la PE se
puede producir a partir de etanolamina extracelular que se activa con citidina 5'-difosfato y
luego se acopla a diacilglicerol para generar PE. El reclutamiento e integracion de LC3B-Il en
el fagoforo depende de la interaccion con el complejo E3. Aunque la proteina LC3B es la que
mas menciona durante la descripcion de los procesos autofagicos, en mamiferos existen al
menos seis proteinas tipo ATG8 (LC3A, LC3B, LC3C, GABARAP, GABARAPL y GATE-16)

gue son funcionalmente homélogas durante el proceso de autofagia (Galluzzi, L., et al., 2017).

Una vez acoplada en el fagéforo, LC3B-Il interactia con p62/SQSTM1. La molécula p62 es
una proteina de 440 aa que contiene tres dominios plegados estructuralmente: un dominio PB1
(1-102), un dominio ZZ (122—-167) y un dominio de union a ubiquitina UBA (389-434). Ademas,
contiene una region larga intrinsecamente desordenada (IDR) (168—388), que proporciona
sitios de union a varias proteinas como LC3, KEAP1 y FIP200 a través de motivos de unién
cortos. p62 se relaciona con la formacion de inclusiones positivas de ubiquitina y se une a
LC3Il para facilitar la degradacién autofagica. EI dominio UBA de p62 es critico para el
reconocimiento de poliubiquitina y carga ubiquitinada (Dikic, I. y Elazar, Z., 2018; Glick D. et
al., 2010).

Ademas de procesar a pro-LC3, ATG4 juega otro papel importante, que es escindir LC3B-PE,
lo que se denomina deslipidacion o desconjugacion. La desconjugacion por ATG4B tiene al
menos dos funciones: una es reciclar a proteinas tipo ATG8 para la siguiente ronda de la

reaccion de conjugacion, y la otra es promover directamente el paso de elongacion de la
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membrana del fagoforo. Dado que tanto el procesamiento como las reacciones de delipidacion
por ATG4 son importantes para la formacion de autofagosomas, la inhibicion de ATG4 conduce
a la inhibicion de la autofagia en el paso de la formacion de autofagosomas. Entre las proteinas
ATG, ATG4B ha sido identificada como la proteasa que funciona en la lipidacién/delipidacion
de la proteina ATGS8. En las células de mamiferos, hay cuatro homoélogos de ATG4 (ATG4A,
ATG4B, ATG4C y ATG4D), que poseen una actividad de procesamiento frente a los
homologos de ATGS8 (Dikic, I. y Elazar, Z., 2018).

Cuando se completa la fusion de los extremos del fagéforo en expansién, se denomina a esta
vesicula como autofagosoma maduro. El tamafio del autofagosoma est& controlado por las
cinasas NUAK2 y BRSK2 a través de la interaccion con ATG2 y WIPI4 (Dikic, I. y Elazar, Z.,
2018) y su didmetro generalmente oscila entre 0.5 y 1.5 um en mamiferos (Parzych, K. R. y
Klionsky, D. J., 2014). Una vez que madura el autofagosoma, la membrana externa se fusiona
con la membrana lisosomal, dando lugar a la formacién de un autolisosoma (Glick D. et al.,
2010); o bien, se fusiona con un endosoma tardio para formar un anfisoma (Parzych, K. R. y
Klionsky, D. J., 2014). La fusion de los autofagosomas con los lisosomas requiere la
participacion de UVRAG, que puede activar a la GTPasa RAB7 y a las proteinas SNARE para
promover la fusion (Parzych, K. R. y Klionsky, D. J., 2014).

La dltima etapa del proceso autofagico es la degradacion del cargo junto con la membrana
interna del autofagosoma en el interior de los lisosomas gracias a la actividad de las hidrolasas
(Galluzzi, L., et al., 2017). Tras la fusién de los lisosomas con la membrana externa de un
autofagosoma, el contenido lisosomal ingresa al espacio entre las 2 membranas del
autofagosoma y la degradacion de la membrana interna del autofagosoma ocurre de manera
dependiente de LC3. Una vez que la membrana interna se rompe, comienza el proceso de
degradacion de la carga autofagosomal. Los productos de degradacion, incluidos los
aminodcidos y los azucares, se transportan fuera del autolisosoma a través de miembros de
una familia de transportadores de lisosomas y, en consecuencia, se reduce el volumen del
autolisosoma. Los autolisosomas no son estructuras permanentes y se desintegran una vez

que finaliza la autofagia.

El paso de terminacion de la autofagia es un proceso denominado reformacion de lisosomas
autofagicos (ALR). Durante la ALR, las proteinas de la membrana lisosomal se reciclan de los

autolisosomas a través de estructuras tubulares denominadas tubulos de reforma. En las
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puntas de estos tubulos, los lisosomas nacientes, llamados proto-lisosomas, se forman a
través de un proceso de escision/brotacion. Inicialmente, los proto-lisosomas no son acidos y
no contienen proteinas de la luz del lisosoma, pero finalmente maduran hasta convertirse en
lisosomas funcionales de una manera dependiente de la sintesis de proteinas (Yu L. et al.,
2018).

Dada la relevancia de las proteinas LC3B, ATG4, ATG5, ATG7 y p62/SQSTML1, que participan
en la maquinaria de la autofagia desde el la formacion y alargamiento del fagéforo hasta
maduracion del autofagosoma, y p62 como receptor del cargo y adaptador, en este proyecto
de maestria decidimos evaluar su localizacion en el pulmén de pacientes con NH en
comparacion con sujetos control, ademas de analizar diferencias en la localizacion celular y

subcelular y el nivel de proteina en extracto total de biopsias.
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

> ¢ Existen diferencias en la expresion de proteinas clave de la autofagia en el pulmon de

pacientes con NH en comparacion con el pulmoén de sujetos control?

> ¢Qué células en el pulmoén de pacientes con NH y de sujetos control estan expresando

a los distintos marcadores de autofagia, existe alguna diferencia?

> ¢Hay cambios en la localizacion subcelular de los distintos marcadores de autofagia en

condiciones patolégicas (NH) en comparacién con condiciones fisiologicas (control)?
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4. JUSTIFICACION

La autofagia es un proceso de degradacion celular esencial para la homeostasis de los tejidos,
y alteraciones en este proceso han sido asociadas con distintas patologias, sin embargo, los
marcadores de autofagia aiin no se han estudiado en la patogénesis de la NH. Por lo tanto,
sera relevante analizar el nivel de expresion y la localizacion celular y subcelular de las

proteinas que participan en la autofagia en el pulmén de pacientes diagnosticados con NH.
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5. HIPOTESIS

La expresion de los marcadores de autofagia estard aumentada en el pulmén de pacientes con

NH, en comparacion con el pulmén de individuos que no padecen esta enfermedad, los sujetos
control.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la localizacion celular y nivel de expresion de los marcadores de autofagia en tejido

pulmonar derivado de biopsias de pacientes diagnosticados con NH y de sujetos control.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el nivel de las proteinas de autofagia LC3, p62/SQSTM1, ATG4B, ATG5y ATG7

en extracto total de proteina del pulmén de pacientes con NH y de sujetos control.

2. Evaluar los tipos celulares y localizacién subcelular de las proteinas LC3, p62/SQSTM1,
ATG4B, ATG5 y ATG7 en el tejido pulmonar de pacientes con NH y de sujetos control.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 POBLACION DE ESTUDIO

Biopsias del pulmén incluidas en parafina, obtenidas como parte del diagnostico, bajo
consentimiento informado, de seis pacientes (4 mujeres y 2 hombres, de edad media 53 + 6.5
afos, 3 exfumadores) diagnosticados con NH, y de 3 individuos sin enfermedad pulmonar (una
mujer y dos hombres, de edad media 59 + 8.5 afos, no fumadores) utilizados como controles,
monitoreados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México, fueron

utilizadas para obtener cortes de 5 micras para inmunohistoquimica.

La NH fue diagnosticada de acuerdo con los criterios de un equipo multidisciplinario con
estudios de tomografia computarizada de alta resolucién y analisis de lavado bronquio-
alveolar. En el servicio de Anatomia Patoldgica se recibieron las muestras biolégicas de los
pacientes y se obtuvieron sus informes diagndsticos. El tejido pulmonar fue fijado en formol al
4% y embebido en parafina, se le asigné un niumero clave para el archivo, y forma parte del
Biobanco de biopsias del INER. El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de

Etica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), México.
7.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizaron cortes de los tejidos embebidos en parafina, seriados, de 5um de grosor, ademas
se solicitdé que éstos fueran montados en la misma posicion en la laminilla salinizada, para la
localizacion de las mismas regiones en el tejido los cuales fueron proporcionados por el
Laboratorio de Morfologia del INER. Las secciones de tejido se desparafinaron, rehidrataron y
permeabilizaron con 3% de H202 en metanol; seguido del rescate del antigeno en un
microondas en buffer de citratos 10 mM, pH 6,0. Las secciones de tejido se trataron con
solucion de bloqueo universal durante 10 minutos, y luego se incubaron durante toda la noche
a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios (dilucion 1:100) para autofagia: anti-LC3B
(L7543; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), anti-p62 (P0067; Sigma-Aldrich), anti-ATG4B (A2981;
Sigma-Aldrich), anti-ATG5 (A0731; Sigma-Aldrich), and anti-ATG7 (A2856; Sigma-Aldrich). Se
utilizé6 un anticuerpo secundario biotinilado seguido de estreptavidina conjugada con
peroxidasa de rabano (BioGenex, HK330-5K) y 3-amino-9-etil-carbazol (BioGenex, HK092-5K)
en buffer de acetatos con 0,05% de H202 como sustrato. Las preparaciones histoldgicas se

contra tifieron con hematoxilina. El anticuerpo primario se reemplazé por suero no inmune para
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los portaobjetos del control negativo. Las imagenes de los cortes histolégicos se fotografiaron
y analizaron con un microscopio Optico con objetivos 40X, 100X y el software NIS-Elements
(Nikon Instruments., Melville, NY). Se evaluaron un minimo de cinco campos representativos,
no superpuestos de pulmones de los seis sujetos con NH y tres controles. La identificacion de
poblaciones celulares se realizé bajo la tutela del Dr. Miguel Gaxiola Gaxiola, patdlogo y jefe

del laboratorio de morfologia del INER.
7.3 WESTERN BLOT

El tejido pulmonar se homogeneizé en un buffer de Tris 20 mM, pH 7,4, con 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 tejidos y los extractos celulares se

centrifugaron a 15,000 xg a 4 ° C y se recuperaron las fracciones del sobrenadante.

La concentracion de proteinas se cuantifico6 mediante la técnica del 4cido bicinconinico (kit de
ensayo de proteinas BCA, Pierce Biotechnology, 23225). Se carg6 un total de 25 ug de
proteina en geles de SDS-poliacrilamida al 8% o al 13%. Después de la electroforesis, los
geles se transfirieron por electro transferencia a membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF, Millipore, IPV HO0010) luego, las membranas se bloquearon con leche descremada al
5% en TBS-T (Buffer de Tris con Tween 20 al 0,05% [Sigma-Aldrich, P9416]) y se incubaron
durante la noche a 4 ° C con los siguientes anticuerpos primarios para autofagia: anti-LC3B,
anti-p62, anti-ATG4B, anti-ATG5, anti-ATG7 y GAPDH en una concentracion 1:1000. Después
de 3 lavados con TBS-T, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente a una dilucion de 1: 3000 en leche al 1,5% en TBS-T y finalmente, la reaccion
se desarroll6 con sustrato Immobilon Western Chemiluminescent HRP (Millipore,

WBKLS0500). Las membranas se revelaron usando un fotodocumentador (Chemidoc).
7.4 METODOS ESTADISTICOS

Todos los datos experimentales se reportan como media £ desviacion estandar. Los analisis
estadisticos se realizaron mediante la prueba t de Student utilizando Graphpad Prism Software
Version 6.0 (Graphpad Software Inc., San Diego, CA) y los valores de p inferiores a 0,05 se

consideraron como significativos.
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8. RESULTADOS

En este proyecto de maestria se evaluo la localizacion de distintas proteinas de la maquinaria
de autofagia en el pulmén de individuos control y en pacientes diagnosticados con NH. En esta
tesis se evaluaron proteinas que pertenecen a los dos sistemas de conjugacion de tipo
ubiquitina, los cuales son cruciales tanto para la formacién como para la maduracion de los
autofagosomas. En el primer sistema de conjugacion de ATG12, ATG12 es activado por ATG7
y se transfiere a ATG10 para posteriormente conjugarse con ATG5, formando el complejo
ATG12-ATG5. De este sistema se seleccionaron a las proteinas ATG5 yATG7 (Tanida l. et al.,
2008). Del el segundo sistema, seleccionamos a ATG4B, a LC3B que patrticipa en la elongacion
del fagoforo, hasta la maduracion del autofagosoma, y al receptor p62/SQSTM1, que interactia
directamente con LC3B-Il y reconoce a los diferentes sustratos que seran degradados por
autofagia (Barth S. et al., 2010).

Para corroborar que la interaccién de los anticuerpos primarios era especifica contra los
distintos epitopes, y descartar que el anticuerpo secundario se pudiera estar uniendo
inespecificamente, incubamos tejidos de pacientes con NH en donde observamos tincion
positiva de los marcadores seleccionados, y las laminillas fueron procesadas de la misma
forma durante todo el protocolo. Como se muestra en la Figura 1, no se identifico sefial positiva
(en color rojo) en ningun tejido, lo cual indica que no hay interacciones inespecificas que estén

dando falsos positivos.
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Figura 1. Microfotografias representativas de los tejidos control negativo (tejidos incubados sin anticuerpo primario y con
anticuerpo secundario anti-conejo y estreptavidina). Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Barra
de escala 50 pm
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8.1 INMUNOLOCALIZACION DE LC3B

En el pulmon de individuos control, observamos una sefal positiva tenue para la proteina LC3B
en el citoplasma de algunos macréfagos alveolares y en algunas células del epitelio bronquial,
mientras que en otros tipos de células la sefal resulté negativa (Figura 2A-C). Por el contrario,
en el pulmén de pacientes con NH, LC3B presentd una tincidon positiva fuerte en epitelio
bronquial (Figura 3A), en macrofagos alveolares e intersticiales (Figura 3B, C), en el epitelio
alveolar (Figura 3C) y en menor medida en células de musculo liso y endotelio. Casi todos los
macréfagos acumulados dentro de los espacios alveolares fueron positivos para LC3B y
mostraron una tincién citoplasmatica con un patron granular en los pulmones de sujetos
diagnosticados con NH. Observamos una tincion citoplasmatica positiva de mayor intensidad
para LC3B en células epiteliales alveolares hipertréficas e hiperplasicas adyacentes a focos
de fibrosis y en el epitelio de bronquiolos respiratorios presentes en zonas fibroticas como se
muestra en la Figura 3C.

Figura 2. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de LC3B en el pulmén de sujetos control. La sefial positiva
se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Barra de escala a la izquierda 100 pm
y 50 um a la derecha.
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Figura 3. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de LC3B en el pulmén de pacientes con NH. La sefial
positiva se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). EB: Epitelio bronquial, M:
macro6fagos, EC: epitelio cuboidalizado. Barra de escala a la izquierda 100 pm y 50 pm a la derecha.
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8.2 INMUNOLOCALIZACION DE P62/SQSTML.

Dado que p62 se localiza en el autofagosoma a través de la interaccion directa con LC3B,
también se investigd la localizacion celular de p62/SQSTML1. En los pulmones de los sujetos
control, se observéd una tincién tenue para p62/SQSTM1 en algunos macrofagos y células
epiteliales bronquiales (Figura 4A-C). En los pulmones de sujetos con NH, se observo una
tincion positiva intensa bastante similar al patron granular que presentaba LC3B, en el
citoplasma de macréfagos intersticiales y alveolares (Figura 5A). El epitelio alveolar y
bronquial mostré de igual forma una tincién de patrén granular (Figura 5A, B), adicionalmente
también se encontr6 en menor medida tincion positiva de tenue a moderada para algunas
células de musculo liso y linfocitos en los pulmones de sujetos con NH. Interesantemente, se
observo tincion positiva para p62/SQSTML1 en el nucleo de macrofagos intersticiales en el
tejido pulmonar de sujetos con NH (Figura 5C), mientras que la tincién nuclear fue bastante
inusual en los pulmones de los sujetos control; sin embargo, si se observaron algunos

macrofagos alveolares con tincién nuclear positiva.
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Figura 4. Microfotografias representativas de la inmunolocalizaciéon de p62/SQSTML1 en el pulmén de individuos control. La

sefial positiva se observa en rojo. Los nlcleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). EB: Epitelio bronquial y
M: macréfagos. Barra de escala a la izquierda 100 um y 50 um a la derecha.
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Figura 5. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de p62/SQSTM1 en el pulmén de pacientes
diagnosticados con NH. La sefial positiva se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina
(azul). EB: Epitelio bronquial, M: macrofagos, EC: epitelio cuboidalizado. Barra de escala a la izquierda 100 ym y 50 pm a la

derecha.
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8.3 INMUNOLOCALIZACION DE ATG4B.

En los pulmones de los sujetos control, la sefial para ATG4B se identific6 como una tincién
positiva débil en macréfagos (Figura 6A) mientras que en otras células resultdé negativa
(Figura 6A-C). En el tejido de sujetos con NH, la tincién positiva se identifico principalmente
en macrofagos alveolares y en epitelio tanto bronquial como alveolar circundante a las areas

fibréticas, también en células plasmaticas y en algunas células intersticiales (Figura 7A-C).

Figura 6. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG4B en el pulmén de sujetos control. La sefial
positiva se observa en rojo. Los nlcleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). M: macréfago. Barra de escala

alaizquierda 100 um y 50 um a la derecha.
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Figura 7. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG4B en el pulmén de pacientes diagnosticados con
NH. La sefial positiva se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). EB: Epitelio
bronquial, M: macréfagos, EA: epitelio alveolar, CI: célula intersticial, CP: célula plasmatica. Barra de escala a la izquierda
100 pm y 50 pym a la derecha.
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8.4 INMUNOLOCALIZACION DE ATG5 Y ATG7.

Observamos sefal positiva para la proteina ATG5 tanto en el pulmon de sujetos control como
en el pulmoén derivado de sujetos con NH en células de musculo liso bronquial y endotelio
(Figura 8A, C, Figura 9B, C). Sin embargo, en tejido de sujetos con NH se identific6 una
tincion mas intensa en células endoteliales y de musculo liso (Figura 9B), en macrofagos
alveolares e intersticiales y en algunos neutroéfilos presentes en areas alveoliticas (Figura 9B).
Resulta particularmente interesante, que encontramos tincion positiva en la periferia de la

membrana plasmética en algunos macréfagos y mastocitos (Figura 9A).

En cuanto a la localizacion de ATG7, en el tejido de los sujetos control, se observo una tincién
positiva muy tenue Unicamente en algunas células de musculo liso y endotelio (Figura 10A-
C). Sin embargo, en tejido derivado de sujetos con NH, se observé una tincién positiva mas

intensa en macroéfagos, en células epiteliales y en algunos neutréfilos (Figura 11A-C).
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de escala a la izquierda 100 um y 50 um a la derecha.

Figura 8. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de ATG5 en el pulmon de sujetos control. La sefial positiva

se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). ML: musculo liso, M: macréfagos. Barra
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Figura 9. Microfotografias representativas de la inmunolocalizaciéon de ATG5 en el pulmén de pacientes diagnosticados con
NH. La sefial positiva se observa en rojo. Los nicleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). ML: masculo liso,

M: macrofagos, N: neutréfilos. Barra de escala a la izquierda 100 um y 50 pm a la derecha.
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Figura 10. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacién de ATG7 en el pulmén de sujetos control. La sefial
positiva se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). M: macréfago. Barra de escala

a la izquierda 100 pm y 50 pm a la derecha.
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Figura 11. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacién de ATG7 en el pulmén de pacientes diagnosticados con
NH. La sefial positiva se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). EB: Epitelio

bronquial, M: macréfagos, N: neutréfilo. Barra de escala a la izquierda 100 um y 50 um a la derecha.
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8.5 WESTERN BLOT

Mediante Western blot, se observé un incremento a nivel proteico tanto de LC3B-I como de
LC3B-Il y de p62/SQSTM1 en extractos de tejido pulmonar de sujetos con NH en comparaciéon
con extractos de tejidos control, estos hallazgos refuerzan lo observado por
inmunohistoquimica. En cuanto a ATG4B y ATGS5, también se observd un incremento
significativo a nivel proteico; a diferencia de ATG7 el cual no presentd un incremento

significativo comparado con el extracto de tejido pulmonar de los sujetos control (Figura 12).
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Figura 12. Resultados de Western blot de los marcadores de autofagia y cuantificacion por densitometria. Se muestra la

diferencia entre los niveles proteicos de los distintos marcadores de autofagia tanto en sujetos control como en sujetos con
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NH. Los resultados se muestran como media + SD. La diferencia estadistica se determiné mediante la prueba t de Student
(*p < 0,05).

De manera general, la expresion de los diferentes marcadores de autofagia evaluados en este
trabajo varia en cuanto a su localizacion en las diferentes poblaciones celulares que existen
en el pulmoén. Sin embargo, los resultados de tincion por inmunohistoquimica demuestran que
todos los marcadores de autofagia seleccionados para este estudio se localizan principalmente
en macrofagos tanto de sujetos con NH como de los sujetos controles, aunque con una tincion

de mayor intensidad en sujetos con NH.

Adicionalmente, dado que no se puede colocalizar mas de una proteina mediante ensayos de
inmunohistoquimica, se determind la localizacion basal de todos los marcadores de autofagia
en tejidos de sujetos control, utilizando cortes seriados y usando el mismo campo para la
captura de imagenes. Se visualizan estructuras alveolares y un bronquio en A, se identifica la
tincion positiva para LC3B Unicamente en algunos macrofagos alveolares; en B, se identifica
tincion positiva para p62 en algunas células del epitelio bronquial; en C, se identifica tincién
positiva para ATG4B en células bronquiales, alveolares y macrofagos; en D, se identifica
tincion positiva para ATG5 en musculo liso bronquial y en E, no se identifica tincion positiva
para ATG7 (Figura 13).
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Figura 13. Microfotografia representativa de los distintos marcadores de autofagia identificados en el mismo campo en el
pulmén de un sujeto control. La sefial positiva se observa en rojo. Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina

(azul). EB: Epitelio bronquial, M: macréfago, ML: musculo liso. Barra de escala representa 50 pm.

De igual manera, se realizé una comparacion de la localizacién celular de todos los marcadores
de autofagia en tejido pulmonar de sujetos con NH, utilizando cortes seriados y usando el
mismo campo para la captura de imagenes. Ademas de la inmunohistoquimica para estos

cortes seriados de NH, se realizaron adicionalmente tinciones de hematoxilina-eosina y
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Masson. En A, el tejido fue tefiido con hematoxilina y eosina; en B, se realizé la tincion de
Tricromica de Masson, para la identificacion de fibras de la matriz extracelular en color azul
turquesa. C-G inmunohistoquimica en el mismo campo, como referencia en la imagen de la
misma zona/ regidn se usa un asterisco (*). Se identifico tincidbn positiva para LC3B en
macrofagos y algunas células epiteliales bronquiales; en D, se identifica tincion positiva para
p62/SQSTM1 en macrofagos, epitelio bronquial y algunos neutrdfilos; en E, se identifica tincion
positiva para ATG4B en macrofagos, algunas células epiteliales bronquiales y algunos
neutréfilos; en F, se identifica tincion positiva para ATG5 en macrofagos, musculo liso,
neutrdfilos y algunas células epiteliales bronquiales; y en G, se identifica tincion positiva para

ATG7 en macréfagos y muasculo liso (Figura 14).
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Figura 14. Microfotografia representativa de los distintos marcadores de autofagia identificados en el mismo campo en el
pulmén de un paciente con NH. EB: Epitelio bronquial, M: macréfago, ML: muisculo liso, N: neutréfilo. Barra de escala
representa 50 pm.
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A manera de sintesis, se presenta la Tabla 2 en la que se engloba la intensidad de tincion
observada en todos los ensayos de inmunohistoquimica de marcadores de autofagia en tejido

de sujetos con NH comparada con el tejido de los sujetos control.

Tabla 2. Analisis semicuantitativo de hallazgos inmunohistoquimicos en cortes de
tejido pulmonar de pacientes con NH vs sujetos control

Control NH Control NH Control NH Control NH Control NH Control NH
Epitelio Bronquial Epitelio Alveolar Macrofagos Linfocitos Mdsculo Liso Endotelio
LC3B - ++ - ++ + +++ - - - + - +
P62 +++ - +++ + +++ - ++ - + - -
ATG4B - + - + - + - - - - - -
ATGS - - - - - +4++ - ++ ++ ++++ ++ ++++
ATG7 - + - + - ++ - - + +++ + +++

Escala de intensidad en la tincién: Negativo (-) Débil (+), Moderado (++), Intenso (+++), Muy intenso (++++)

Abreviacién: NH, Neumonitis por Hipersensibilidad.

La presencia de una tincion de débil a moderada de todos los marcadores de autofagia en el
tejido de los sujetos control podria indicar que este proceso celular se encuentra activo de
manera basal en condiciones homeostéticas y durante el dafio pulmonar al epitelio y la
inflamacion, observamos un incremento en la intensidad de la sefial positiva y en el nUmero de
células tefiidas, ademas por western blot se observé un incremento significativo de la mayoria
de los marcadores evaluados, lo que podria sugerir que la actividad autofagica esta
participando y ademas de que podria estar involucrada en la patogénesis de la NH, sin
embargo es dificil sugerir que hay un incremento en el flujo de autofagia, ya que es un proceso
dindmico y se requieren estudios complementarios para definir cual es la posible implicacion

de la autofagia en el desarrollo de NH.
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9. DISCUSION

La via autofagica es un proceso celular evolutivamente conservado en todos los eucariontes
(Tanidall. et al., 2008; Wesselborg S. y Stork B., 2015). Se requiere un nivel basal de autofagia
para la homeostasis de los tejidos, pero ésta puede ser activada o inducida en respuesta al
estrés celular, al estrés oxidativo, a la hipoxia, al dafio mitocondrial, o por la activacion de las
células inmunes y las infecciones ocasionadas por agentes patdogenos (Maciel-Herrerias M. y
Cabrera-Benitez S., 2016). En este trabajo, se evaluo la expresion de diferentes componentes
esenciales de la via autofdgica, los cuales se encontraron incrementados en los tejidos
provenientes de sujetos con NH en comparacion con el pulmon de los sujetos control,
sugiriendo que este proceso puede estar involucrado en la patogénesis de la enfermedad; sin
embargo, con este trabajo descriptivo, no podemos definir si se estd activando autofagia, y
ademas si esto tiene un efecto benéfico o deletéreo, sin embargo a continuacion se discuten
distintos escenarios en los que la autofagia podria estar implicada durante distintos procesos

celulares (dafo al epitelio, respuesta inmune, reconocimiento de patégenos).

En primera instancia, en los tejidos de los sujetos control se obtuvo una tincion débil para
p62/SQSTML1 en células epiteliales bronquiales y el resto de los marcadores de autofagia no
lograron ser detectados por inmunohistoquimica. Debido a que existe un nivel basal de
autofagia en todos los tipos celulares, probablemente la tincién por inmunohistoquimica no es
un método suficientemente sensible para detectar a los marcadores de autofagia en el epitelio

pulmonar y otros tejidos bajo condiciones no patoldgicas.

En contraste, por inmunohistoquimica, en los tejidos de los sujetos con NH, se obtuvo una
tincion positiva intensa para las proteinas LC3B, p62/SQSTM1 y ATGS5, en células epiteliales
bronquiales, alveolares y macrofagos; ademas, ATG5 presentd una tincibn moderada en
linfocitos y una tincion intensa en células de musculo liso y endotelio. Se obtuvo una tincion
débil para ATG4B en epitelio bronquial, alveolar y macréfagos. Para la proteina ATG7 se
obtuvo una tincion que va desde débil hasta intensa en células de epitelio bronquial, alveolar,
macrofagos, y también observamos sefal positiva en células de musculo liso y endotelio,

respectivamente.

La deteccion de proteinas relacionadas con la autofagia por inmunohistoquimica ofrece un

enfoque valioso para estudiar la autofagia in situ, sin embargo, para tener conclusiones
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certeras es necesario combinar resultados, junto con otras metodologias como la microscopia

electronica de transmision (TEM) y el western blot de lisados de tejidos.

En cuanto a la pregunta de por qué si son marcadores de una misma via, la distribucion celular
y subcelular es distinta, actualmente se ha reportado que algunas de estas proteinas participan
en mecanismos diferentes a la autofagia. En el caso de la proteina LC3, una tincién celular
difusa representa la expresion de la proteina, pero no necesariamente la formacién de
autofagosomas. Es importante destacar que el patron granular observado por
inmunohistoquimica podria indicar tanto un incremento del flujo autofagico como la inhibicién
de la degradacion de los autofagosomas por los lisosomas y, por lo tanto, podriamos apreciar
la acumulacion éstos en forma de granulos en el citoplasma de los macrofagos (Rosenfeldt
M.T. et al., 2012). Recientemente se ha descubierto que los componentes de la via de
autofagia podrian tener otras funciones que no son propiamente autofagicas y de degradacion.
LC3B, por ejemplo, puede ser incorporado durante una forma especializada de fagocitosis
llamada LAP, fagocitosis asociada a LC3B, por sus siglas en inglés (Galluzzi L. y Green D. R.,
2019; Heckmann B. L. y Green D. R, 2019). El proceso de LAP se distingue por la ausencia de
la vesicula de doble membrana, el autofagosoma, y su dependencia de NOX2 y RUBCN, una
proteina que recluta a PIK3C3 (Keller M.D. et al, 2020). El material que es fagocitado a través
de LAP induce la expresion de citocinas y sirve como fuente de antigenos para presentarlos
ante las células T. De manera general, se dice que mientras la macroautofagia se encarga de
degradar el material citosélico, LAP puede ser mas relevante al momento de degradar material
extracelular (Galluzzi L. y Green D. R., 2019; Keller M.D. et al, 2020). Ademas, el proceso de
LAP se encuentra asociado con la eliminacion de células apoptéticas mediante macréfagos en
un proceso llamado eferocitosis (Glick D. et al., 2010). La tincién granular de LC3 a veces se
interpreta errbneamente como formacién de autofagosoma, pero puede deberse a la
incorporacion de LC3 en lipofuscina u otros cuerpos residuales lisosomales (Klionsky D.J.
2016). Dado que en los ensayos de inmunohistoquimica de este trabajo se observaron
macrofagos fuertemente tefiidos para LC3B, es posible que la eliminacion de células muertas
ocurra de manera activa mediante LAP en los pulmones de sujetos con NH, sin embargo, se
necesita implementar estudios in vitro o modelos animales in vivo para poner a prueba esta

hipotesis.

Por otro lado, seria de esperarse que p62/SQSTM1 (que es una proteina adaptadora entre
LC3B y el cargo a degradar) tuviera una distribucion en el pulmon equivalente a la de LC3B.
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Efectivamente encontramos que ambas proteinas se localizan en macrofagos, células
epiteliales y neutrofilos, sin embargo, también encontramos que p62/SQSTM1 se expresa en
linfocitos, mientras que no identificamos a LC3 en éstas células inflamatorias, ademas de que
observamos tincién nuclear para p62/SQSTM1 en algunos tipos celulares como células
epiteliales y macrofagos. La localizacion diferencial de LC3B, respecto a p62/SQSTM1 podria
deberse a que p62/SQSTM1 también esta involucrada en una variedad de vias celulares
independientes de la autofagia. En consecuencia, se ha reportado que los niveles de expresion
de p62/SQSTM1 estan regulados por una serie de factores, como el factor derivado de la
prostata Ets (PDEF), el oncogén Ras, p38 MAP cinasa y los factores de transcripcion Nrf2 y
TFEB. De acuerdo con estos hallazgos, la regulacion positiva de p62/SQSTM1 se observa
durante condiciones de estrés celular, incluida la inflamacion y el estrés del RE, de manera

independiente a la activacion de la via autofagica (Thompson H.G., 2003; Duran A., 2008).

El receptor p62 p62/SQSTM1 también controla la muerte celular programada
independientemente de la degradaciébn de la carga autofagica al reclutar RIPK1, un
componente del complejo de necroptosis, p62 controla un cambio de apoptosis a necroptosis
en un modelo de cancer de prostata (Goodall et al., 2016). Debido a su capacidad de ser una
proteina de andamiaje, p62 p62/SQSTM1 participa en varias cascadas de transduccion de
sefiales al reunir distintos componentes de la via (Bitto et al., 2014), por ejemplo, facilita la
sefalizacion de TNF-R e IL-1BR, activando la via NF-kB (Sanz et al., 1999; Wooten et al.,
2005), permite la respuesta al estrés oxidativo al unirse a Keapl que permite la liberacion de
Nrf2 para inducir la respuesta antioxidante (Ichimura et al., 2013) y estimula la apoptosis al
actuar rio abajo a través de la regulacion de la caspasa-8 por parte del cullin-3 (Jin et al., 2009).
En esta tesis se ha descrito por primera vez la localizacion nuclear de p62 p62/SQSTM1 en
macrofagos y en células epiteliales bronquiales, tanto en individuos control como en pacientes
con NH, sin embargo son necesarios otros experimentos que permitan determinar cuales son
los mecanismos que contribuyen a estos cambios en la distribucion nucleo/citoplasma, y
actualmente mi tutora, en conjunto con una estudiante de maestria estan haciendo

experimentos para poder bajo qué estimulos ocurre translocacion nuclear de p62.

Por lo general, se ha considerado que p62/ SQSTM1 es una proteina citosélica y se ha
prestado poca atencion a las posibles funciones nucleares de esta proteina. Los
compartimentos nuclear y citosolico en las células eucariotas en interfase estan separados por

dos capas de membrana de la envoltura nuclear. Debido al tamafio relativamente pequeiio de
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los poros nucleares (~50 nm) y la funcién similar a un tamiz del complejo del poro nuclear, que
limita el diametro funcional de la apertura a 9 nm, solo las moléculas pequefias solubles en
agua, como las sales o las proteinas pequefias, pueden difundirse pasivamente a través de
ellas. Las proteinas mayores de ~40 kDa tienen que ser transportadas activamente entre
ambos compartimentos por los receptores de transporte nuclear-citosélico carioferinas. La
importacion nuclear generalmente estd mediada por la union de importina-a a una sefal de
localizacion nuclear (NLS) en la proteina de carga. La exportacion nuclear se ve facilitada por
la union de exportin-1/CRML1 a una sefial de exportacion nuclear (NES) formada por un tramo
de cuatro aminoacidos hidrofébicos espaciados regularmente. Tanto las importinas como las
exportinas interactian con las proteinas del complejo del poro nuclear (nucleoporinas) para
transferir sus proteinas de carga dentro y fuera del ndcleo. En p62 SQSTM1 se han identificado
NLS ubicadas en el amino terminal y el carboxilo terminal, y se ha sugerido que permiten el
desplazamiento nuclear-citopldsmico de p62/SQSTM1. Teniendo en cuenta que el
desplazamiento nuclear-citoplasmético de p62 esta modulado por fosforilaciones cerca del
NLS C-terminal de p62, los mecanismos dependientes de la fosforilacibn pueden estar

relacionados con la translocacion nuclear dependiente del estrés oxidativo (Noguchi T, 2018).

El estrés oxidativo promueve la formacion y acumulacion en el nucleo celular de agregados
proteicos que contienen ubiquitina, denominados ALIS, por sus siglas en inglés. Los ALIS
funcionan como compartimentos de almacenamiento de proteinas mal plegadas, que son
generadas por condiciones de estrés celular, como la inanicion, la infeccion por virus, el estrés
del reticulo endoplasmico, lipopolisacaridos o el estrés oxidativo (Noguchi T. et al., 2018). La
inhibicion de los sistemas de degradacion celular ya sea el proteosoma o la autofagia, interfiere
con la eliminacion de los ALIS y promueve su acumulacion en el ndcleo. La proteina
p62/SQSTM1 es un componente clave de en la formacion de estos agregados proteicos al
poseer Cisteinas sensibles a la oxidacién (Cys105 y Cys113) las cuales pueden funcionar
como un regulador potencial de la sefalizacion redox al formar oligdmeros mediados por
enlaces disulfuro los cuales permiten la formacion de estos agregados proteicos. Ademas,
p62/SQSTML1 participa en la estabilizacion y activacion de NRF2 (Factor nuclear derivado de
eritroides 2, tipo 2, por sus siglas en inglés) un factor de transcripcidon que resulta clave para la

homeostasis redox (Noguchi T. et al., 2018).

La proteina p62/SQSTM1 contiene dos sefiales de localizacidon nuclear y una sefal de

exportacion nuclear, localizada entre los aminoacidos 303 y 320. La importacién nuclear de
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p62/SQSTML1 esta impulsada por la fosforilacion; particularmente, la fosforilacion de residuos
de Treonina 269 y Serina 272, localizados muy cerca de la sefial de localizacion nuclear 2, la
cual promueve la actividad de importacion nuclear (Pankiv S. et al., 2010). No obstante, se
requieren mas experimentos para confirmar el hallazgo de la localizacion nuclear de
p62/SQSTML1 y determinar la causa de la translocacion de p62/SQSTM1 hacia el nacleo en

los macrofagos de sujetos con NH.

Por otro lado, la tincién por inmunohistoquimica para las proteinas ATG5 y ATG7 se observo
mayoritariamente en células de musculo liso vascular y bronquial del tejido pulmonar de sujetos
con NH. Existe evidencia de que la eliminacion genética de Atg7 en las células de musculo liso
vascular de ratén no induce la apoptosis celular, sino que desencadena una senescencia
prematura inducida por el estrés. Ademas, las células de musculo liso vascular desarrollan
hipertrofia celular y nuclear, presentan un mayor contenido de colagena, un potencial de
migracion aumentado y una expresion elevada de proteinas como TGFp y el factor 1 derivado
de células del estroma (SDF1) (Glick D. et al., 2010). Por otro lado, se ha reportado que en
aortas de ratones deficientes de ATG5 en células endoteliales, se promueve tanto la apoptosis
como la senescencia celular. Ademas, se ha demostrado que la delecion especifica de ATG7
en las células de musculo liso vascular acelera el desarrollo de la placa aterosclerética en
ratones y promueve la formacion de neointima después de una lesion, sugiriendo que la
expresion de estas proteinas ATG es critica para la integridad de las células vasculares (Glick
D. et al., 2010; Grootaert M.O.J. et al., 2018). Por lo tanto, podriamos sugerir que la expresion
de ATG5 y ATG7 en musculo liso y endotelio es constitutiva y podria regular la homeostasis
especificamente en estos tipos celulares.

En cuanto al nivel proteico de cada marcador, se observo por Western blot, un incremento en
extractos de tejido pulmonar de sujetos con NH en comparacion con extractos de tejidos
control, tanto de LC3B-I como de LC3B-Il y de p62/SQSTM1. Respecto a ATG4B y ATGS5,
también se observé un incremento significativo; a diferencia de ATG7 el cual no presenté un

incremento significativo.

Estos resultados sugieren que el aumento en la expresion de las proteinas de autofagia en el
pulmén de sujetos con NH podria involucrar a este mecanismo en la patogénesis 0 es un
mecanismo activado para mantener homeostasis celular en el pulmén (Keller M.D. et al., 2020;
LiZ. Y. etal, 2017; Wang K. et al., 2019). Por ejemplo, se ha reportado que la autofagia juega

un papel clave en la eliminacion de patégenos como Pseudomonas aeruginosa,
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Mycobacterium tuberculosis y Klebsiella pneumoniae mediante la formacion de autofagosomas
y su subsecuente degradacion autolisosomal por macréfagos alveolares (Keller M.D. et al.,
2020; Ye Y. et al., 2014; Yuan K. et al., 2012). Esta forma selectiva de autofagia donde el
objetivo es eliminar patégenos después de la invasion celular del hospedero, se le conoce
como xenofagia (Aman, Y. et al., 2021; Bauckman K. A. et al., 2015). Sin embargo, también
hay evidencia que demuestra que la autofagia no so6lo funciona como una linea de defensa del
hospedero sino como un proceso dafino que puede estar involucrado en la patogénesis de

enfermedades como COPD, asma y fibrosis quistica (Li Z.Y. et al., 2017).

Dado que la NH es producto de la exposicion continua a una amplia gama de antigenos tanto
de origen organico como inorganico los cuales pueden ser inhalados (como hongos, bacterias,
proteinas de origen animal, protozoos, isocianato, anhidridos de acido, entre otros) (Higashino-
Kameda M. et al., 2016; Regal J. F. y Selgrade M. K., 2010; Selman M., 2004; Selman M. et
al., 2012; Vasakova M. et al., 2017); es posible que la xenofagia se encuentre activa en los
macréfagos alveolares e intersticiales de los sujetos con NH funcionando como un mecanismo

de defensa y eliminacion de particulas exdgenas.

Utilizando ensayos de inmunohistoquimica se muestra que la diversidad de tipos de celulares
tefiidos en el pulmdn de pacientes con NH es mayor a comparacion con el pulmon de individuos
control, en donde la tincién de casi todos los marcadores es débil. Sin embargo, es importante
mencionar como parte de la discusion que este método tiene limitaciones importantes: por
ejemplo, no pudimos colocalizar a los marcadores de autofagia con otros marcadores célula-
especificos, por ejemplo, SPC para epitelio, F4/80 para macrofagos, etc., en el pulmon, ya que
utilizamos tejidos embebidos en parafina. Serd interesante en un futuro colocalizar a las
diferentes proteinas de la maquinaria de autofagia utilizando anticuerpos conjugados con
fluorocromos en tejidos congelados, debido a su capacidad de emitir luz en diferentes
longitudes de onda Unicas. En la practica, hemos observado una mayor autofluorescencia en
tejidos fijados en formaldehido y embebidos en parafina. Por otro lado, la visualizacién de
marcadores fluorescentes en cortes de tejido se ve obstaculizada con frecuencia debido a la
autofluorescencia del pulmoén. La fluorescencia constitutiva presente en los tejidos se debe
principalmente a flavinas endégenas, NADH, flavinas, lipofuscinas, colageno, fibronectina y
elastina. El grado de fluorescencia suele relacionarse con el tipo de tejido; sin embargo, los
fijadores que se utilizan para la preservacion de los detalles morfolégicos de los tejidos pueden
incrementar la fluorescencia de fondo (Constantinou P. et al., 2009; Niki H. et al., 2004; Viegas
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M.S. et al., 2007). La formalina, por ejemplo, forma enlaces covalentes entre grupos que
contienen aminas adyacentes a través de reacciones acido-base. A consecuencia de esta
interaccion, se forman productos fluorescentes, dando como resultado un fondo fluorescente
intenso (Viegas M.S. et al., 2007). Si bien el método de inmunofluorescencia ofrece un
contraste claro y es altamente cuantificable; su eficacia puede disminuir especialmente para
las secciones de pulmén, dado que uno de los componentes principales de la matriz
extracelular pulmonar es la colagena y ésta produce una autofluorescencia primaria intensa
(Bataille F. et al., 2006; Niki H. et al., 2004). Para evitar que la autofluorescencia fuera una
variable que pudiera enmascarar la deteccion de las proteinas blanco de autofagia, no se
utilizaron ensayos de inmunofluorescencia en el desarrollo de esta tesis. Por otro lado, para
compensar la falta de colocalizacion de los marcadores de autofagia en el tejido pulmonar, se
realizaron cortes seriados del tejido tanto de los sujetos control como de los sujetos con NH

para localizar cada uno de los marcadores de autofagia en el mismo campo visual.

En nuestro estudio, la expresion de los distintos antigenos se visualiz6 mediante deteccion
cromogénica, lo cual hace dificil la colocalizacion con cromdgenos como diaminobencidina
(DAB) y 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) que tifien en color marron y rojo. Otro problema que
hemos encontrado con la colocalizacion cromogénica, es la deteccion de antigenos escasos
vs abundantes en el mismo tejido, dado que los antigenos abundantes pueden conducir a una

sefal rapida e intensa que podria enmascarar una sefial tenue de otro antigeno.

A pesar de que era de esperarse encontrar el mismo patrén de expresion de todos los
marcadores de autofagia en los mismos tipos celulares, se encontré que algunas proteinas de
la via de autofagia se encuentran de manera mas abundantemente en cierto tipo de células,
probablemente debido a diferencias en las diferentes funciones autofagicas y no autofagicas
gue llevan a cabo dichas proteinas estudiadas en cada tipo celular. Por lo tanto, sera necesario
explorar a cada marcador de autofagia en modelos in vivo e in vitro que permitan controlar
tiempos de exposicion, tipo de antigeno, etc., y estudios de colocalizacion por

inmunofluorescencia, para definir con precision los tipos celulares.

Asi mismo, cabe aclarar que este proyecto es descriptivo, y reconocemos que el nimero de
muestras es limitado, pero por cuestiones de bioética, no podemos incluir a mas pacientes en
el mismo. Sin embargo, resulta relevante pues es el primer estudio que ha explorado los

marcadores de autofagia en la patogénesis de la NH.
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De los resultados obtenidos podremos realizar en un futuro otros experimentos en muestras

mas accesibles como, por ejemplo, sangre. Por otro lado, seria necesario complementar

nuestra investigacion con modelos in vivo e in vitro para determinar si existe una correlacion

con la expresion de estos marcadores de autofagia y la progresion hacia fibrosis que se

presenta en la forma cronica de la NH.

10. CONCLUSIONES

En resumen, este trabajo describe por primera vez la localizacion celular y subcelular

especifica para las proteinas involucradas en la autofagia LC3B, p62/SQSTM1, ATG4B, ATG5

y ATG7 en pulmones de sujetos con NH comparados con los sujetos control.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

En los pulmones de individuos control, observamos una tincion citoplasmica difusa
tenue de LC3B solo en algunos macréfagos, mientras que otros tipos de células fueron

negativos

Se observé una tincién positiva intensa para LC3B en macréfagos alveolares e

intersticiales y en algunos neutréfilos en los pulmones de pacientes con NH.

Todos los macrofagos acumulados dentro de los espacios alveolares fueron positivos
para LC3B y mostraron un patron citoplasmatico granular en los pulmones NH.

En los pulmones de individuos control, se observé una tincion baja de p62/SQSTML1 en

algunos macréfagos y células epiteliales bronquiales.

En los pulmones de pacientes con NH, se observd una fuerte tincion p62/SQSTM1

positiva en macrofagos intersticiales y alveolares y también en neutréfilos.

El epitelio bronquial y alveolar mostré una tincion citoplasmatica granular para

p62/SQSTML1 en el pulmén de pacientes con NH.

Localizamos tincion nuclear positiva de p62/SQSTM1 en macrofagos alveolares en
pulmones de pacientes con NH, mientras que la tincion nuclear en macrofagos de

pulmones de control fue poco comun.

64



8) Existe un aumento significativo del nivel de proteina LC3B y p62/SQSTM1 en extractos
de tejido pulmonar de pacientes con NH en comparacion con los tejidos de individuos

control, lo que confirma los hallazgos obtenidos por inmunohistoquimica.

9) Los pulmones de individuos control exhibieron un bajo nivel de tincion de ATG4B en

macrofagos, mientras que otros tipos de células fueron negativos.

10) En el pulmon de pacientes con NH, ATG4B se identifico principalmente en macréfagos
alveolares y en células epiteliales bronquiales y alveolares que recubren areas de

fibrosis.

11) La expresion de ATG5 se encontré principalmente en las células del masculo liso

bronquial y vascular en los pulmones de individuos control.

12) En el pulmén de pacientes con NH, ATG5 ademas se observo en células endoteliales,

macréfagos y algunos neutrofilos en areas de alveolitis.

13) Los pulmones de individuos control exhibieron un bajo nivel de tincion para ATG7 en

algunos macréfagos y otros tipos de células fueron negativos.

14) Se observo una fuerte sefial positiva de LC3B, p62/ SQSTM1, ATG4B y ATG7 en

macréfagos y células epiteliales bronquiales en los pulmones de NH.

15) Hay un aumento significativo de ATG4B y ATG5 en los pulmones de NH en

comparacion con los tejidos de los individuos control.
16) No se encontraron diferencias significativas en el nivel de ATG7 por Western blot.

Adicionalmente, se encontr6 un aumento en la expresion a nivel proteico de LC3B,
p62/SQSTM1, ATG4B y ATG5 comparado con los sujetos control, indicando que la autofagia

podria tener un papel importante durante la patogénesis de la NH.
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