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Resumen

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad croénica, progresiva
y letal asociada con el envejecimiento. Sin embargo, los mecanismos moleculares
del proceso de envejecimiento que contribuyen a la patogénesis de la FPI no han
sido dilucidados. La FPlI se caracteriza por abundantes focos de
fibroblastos/miofibroblastos activos resistentes a la apoptosis. Es importante
considerar que no se ha evaluado en la FPI el papel del envejecimiento en la
actividad de autofagia de fibroblastos pulmonares y su relacién con la apoptosis,
como proceso adaptativo. En el presente estudio, analizamos la dinamica de la
autofagia en lineas primarias de fibroblastos pulmonares de pacientes con FPI,
controles jovenes y controles pareados por edad. Nuestros resultados muestran que
el envejecimiento contribuye a una menor induccion de autofagia en condiciones
basales y en ayuno, la cual estd mediada por la activacion de la via de mTOR. El
tratamiento con Rapamicina y PP242, cuyo objetivo es la inhibicion de la via de
senalizacion de PI3K/AKT/mTOR, modifica la autofagia y la apoptosis en
fibroblastos de FPI inducida por ayuno. Es de destacar que encontramos una
activacién persistente de esta via en condiciones de ayuno que promueve la
resistencia a apoptosis en fibroblastos de FPI. Estos resultados indican que el
envejecimiento afecta las respuestas adaptativas al estrés disminuyendo la
actividad de autofagia a través de la activacion de mTORC1 en fibroblastos de
pulmén. La activacion de esta via también promueve la resistencia a la muerte

celular en fibroblastos derivados de pacientes con FPI.
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and usually
lethal disease associated with aging. However, the molecular mechanisms of the
aging process that contribute to the pathogenesis of IPF have not been elucidated.
IPF is characterized by abundant foci of highly active fibroblasts and myofibroblats
resistant to apoptosis. Remarkably, the role of aging in the autophagy activity of lung
fibroblasts and its relationship with apoptosis, as adaptive responses, has not been
evaluated previously in the context of IPF. In the present study, we analyzed the
dynamics of autophagy in primary lung fibroblasts from IPF compared to young and
age-matched normal lung fibroblasts. Our results showed that aging contributes for
a lower induction of autophagy on basal conditions and under starvation which is
mediated by mTOR pathway activation. Treatment with rapamycin and PP242, that
target of PI3BK/AKT/mTOR signaling pathway inhibition, modified starvation-induced
autophagy and apoptosis in IPF fibroblasts. Interestingly, we found a persistent
activation of this pathway under starvation that contributes to apoptosis resistance
in IPF fibroblasts. These findings indicate that aging affects adaptive responses to
stress decreasing autophagy through activation of mMTORC1 in lung fibroblasts. The
activation of this pathway also contributes to the resistance to cell death in IPF lung

fibroblasts.

11



Antecedentes generales

Enfermedades pulmonares intersticiales difusas

La fibrosis pulmonar es la etapa terminal de las enfermedades conocidas
como enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) (1,2). Las EPID son
un grupo heterogéneo de enfermedades que se agrupan porque todas ellas
comprometen difusamente el parénquima pulmonar, lo cual afecta
fundamentalmente al intersticio y los espacios alveolares, aunque muchas de ellas
también producen lesion de las vias aéreas periféricas con variaciones en el patron
de inflamacién vy fibrosis. Es complicado clasificarlas debido al gran numero de
padecimientos implicados; sin embargo, una vision util para su clasificacion es el
separar inicialmente a las EPID en dos grupos: aquellas con causa conocida y las
de causa desconocida (idiopaticas). Ademas, es necesario incluir el patron
histopatoldgico para determinar otras formas que varian lo suficiente en el grado de
fibrosis e inflamacion por lo que son consideradas entidades diferentes. En esta
ultima categoria se hallan las neumonias intersticiales con patrones caracteristicos,
como la linfangioleiomatosis, la histiocitosis de las células de Langerhans o las
enfermedades granulomatosas —como la sarcoidosis—. El desarrollo de la fibrosis
pulmonar provoca la destruccion de las unidades alveolo-capilares vy, en
consecuencia, insuficiencia respiratoria progresiva. El prototipo mas agresivo de

estas enfermedades es la fibrosis pulmonar idiopatica.

llustracion 1. Clasificacion de las neumonias intersticiales difusas
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Fibrosis pulmonar idiopatica

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)
es una enfermedad progresiva, irreversible
y letal de origen desconocido que se
presenta en individuos viejos, con una edad
promedio de 66 afnos en el momento del
diagnostico, cuya frecuencia es la mas alta
dentro de las neumopatias intersticiales
idiopaticas. La incidencia y la prevalencia
que se estiman para la FPI son de 4.6-16.3
y de 13 a 20 casos por 100,000 personas
respectivamente. Se presenta mas en
hombres que en mujeres (1:5 a 1:7) y su

frecuencia incrementa con la edad.

Actualmente, no tiene un tratamiento
efectivo y aproximadamente la mitad de los
pacientes mueren de la enfermedad entre 2
a 3 afos después de que aparecen los
primeros sintomas. Este padecimiento de
mal pronodstico esta definido como una
neumonia

forma especifica de

intersticialfibrosante y crénica, con un
patrén histopatolégico de una neumonia
intersticial usual, identificada por medio de
biopsia como se muestra en la ilustracion

2 (3).

El diagndstico, ademas de la biopsia senalada, cuenta con frecuencia de la
TAC de térax que muestra un patron caracteristico de opacidades reticulares
subpleurales, bronquiectasias por traccion y patron en panal de abeja (3,4). Su

manifestacion clinica mas frecuente es la disnea, la cual se agrava conforme avanza

13

llustracion 2. Caracteristicas
histopatolégicas de FPI

A Tincion de H&E en biopsia de
pulmon (15x). Las flechas muestran
una densa fibrosis pleural con el
colapso de los espacios alveolares.
B (40x). Se observa lo heterogéneo
de la FPI con un foco de fibroblastos
(asterisco) adyacente a espacios
alveolares (flecha). No se obseva

una inflamacién  excesiva ni
necrosis. Imagen modificada del
articulo de Gross, TJ. y GW.

Hunninghake, NEJM, 2001.



la enfermedad, acompafada por tos seca. Por la velocidad en la progresion de la
enfermedad, los pacientes con FPI se pueden clasificar en “de progresion lenta” y
‘rapida”. La mayoria de los pacientes advierten una progresién lenta y acuden a
consulta cuando aparecen los primeros sintomas. Por otro lado, alrededor del 10%
de los pacientes presentan episodios agudos de deterioro clinico que recorta su

sobrevida, lo cual se ha asociado con la combinacién de fibrosis y enfisema (5).

La fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad multifactorial,
consecuencia de la compleja interaccion de factores ambientales y genéticos. Entre
los diversos agentes ambientales que incrementan el riesgo a esta enfermedad, el
habito de fumar es el principal de todos ellos. Sin embargo, hasta la fecha no se ha
demostrado causalidad en la enfermedad por alguno de tales agentes (6). Por otro
lado, los polimorfismos de genes que se han estudiado en estos pacientes se
relacionan con el sistema inmune, la adhesion celular, la reparacion al ADN, etc.
Recientemente, estudios de asociacion del genoma completo revelaron variantes
de riesgo en genes involucrados en la integridad del epitelio pulmonar (DSP, DPP9
y CTNNA3) y en la mucina pulmonar (MUC5B) (7). También hay casos de FPI
familiar que indican un patrén de trasmision autosémico dominante, pero con una
penetracion incompleta (8). Los genes para TERC y TERT involucrados en la
extension de los telémeros han sido reportados en el 15% de los pacientes con FPI
familiar (9,10). No obstante, los pacientes con FPI familiar son escasos en
comparacion con los casos esporadicos de FPI que solamente presentan un caso

por familia.
Hipoétesis sobre la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopatica

En un inicio, la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopatica estaba acotada
a la teoria de la inflamacion cronica que deriva en fibrosis (11). Es comun
encontrarse una inflamacién prominente en las etapas tempranas de las neumonias
intersticiales de causa conocida y con favorables respuestas al tratamiento con
glucocorticoides, como en el caso de las neumonias por hipersensibilidad (2). Sin
embargo, en el caso de la fibrosis pulmonar idiopatica la inflamacién esta ausente
0 se presenta minimamente cuando el patron fibrético se encuentra desarrollado.
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Muchos marcadores de inflamacién estan ausentes en los patrones histopatoldgicos
de pacientes con FPI (12). De la misma forma, en modelos experimentales los
ratones mutantes deficientes de IL-10, una citocina anti-inflamatoria, mostraron una
mayor inflamaciéon pero menor grado de fibrosis en relacién con sus repectivos
controles (13). Aunado con el fracaso de la terapia con antinflamatorios en pacientes

con FPI, esta hipétesis ha sido paulatinamente desaprobada (14).

Actualmente, la hipdtesis apunta a que la FPl es una enfermedad
epitelial/fibroblastica, como se muestra en la ilustracion 3 (15). Selman, King y
Pardo presentaron en 2001 una nueva hipotesis enfocada en una respuesta
aberrante de los mecanismos de recuperacion de la lesion, por parte de las células
epiteliales, que provoca la migracidén, proliferacidon y activacion de células
mesenquimales, con la formacién de un foco de fibroblastos y/o miofibroblastos.
Esto lleva a una acumulacién exacerbada de proteinas de matriz y, con ello, a la

destruccion irreversible de la arquitectura del parénquima pulmonar (4,16).
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llustracion 3. Esquema hipotético de los principales eventos en la fisiopatologia de la FPI

Modificado del articulo de Selman, M. y A. Pardo, Respiratory Research (2002).
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La evidencia que sustenta esta hipdtesis es extensa. Las biopsias de
pacientes revelan que las células epiteliales sufren cambios severos en la FPI (17).
Los neumocitos tipo | son remplazados por neumaocitos tipo Il que migran al sitio de
lesion (18). Ademas, el analisis por microarreglos de tejidos de pacientes con FPI
apunta a la sobreexpresion de un gran numero de genes involucrados en procesos

de remodelacion tisular, integridad del epitelio y vias de desarrollo embrionario (19).

En un analisis mas detallado por inmunohistoquimica se demuestra que las
células epiteliales son las responsables de la produccion de una gran cantidad de
reguladores mesenquimales profibrosantes, como TGF[B, osteopontina, Twist1,
CTGF, ET1, IGFBP, etc. (19-21). Por esta misma técnica se demuestra que las
metaloproteinasas encargadas del remodelamiento de la matriz extracelular en los
tejidos estan expresadas casi exclusivamente en células epiteliales; por ello, se
piensa que participan en la progresion de la enfermedad promoviendo la ruptura de
la membrana basal asi como la activacion de factores de crecimiento que inducen
procesos implicados en el desarrollo de la fibrosis, como migracién y proliferacién
(22-24). De la misma forma, en células epiteliales se ha demostrado de forma
latente la recapitulacion aberrante de las vias de desarrollo embrionario, como Wnt,
TGFB, Hedgehod, PTEN, entre otras. Estas vias se encuentran normalmente
apagadas en tejidos adultos, pero también se han observado en diferentes tipos de
cancer (19). Por lo tanto, las células epiteliales son las responsables de orquestar
la activacién de fibroblastos asi como la consecuente formacion de los focos

caracteristicos de la fibrosis pulmonar idiopatica.
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Papel de los fibroblastos en la génesis y la progresion de la fibrosis
pulmonar idiopatica

El foco de fibroblastos es un sitio activo de fibrogénesis por lo que representa
la principal caracteristica histopatologica de la FPI. Los fibroblastos son células
mesenquimales que participan en la regulacién de la matriz extracelular y su papel
es fundamental en procesos de reparacion y fibrosis. Por tal, manifiestan un amplio
espectro de activaciéon que va desde un estado quiescente e indiferenciado en
condiciones normales hasta una diferenciacidn a células secretorias y con actividad
contractil para reparar una lesidn. En su estado completamente activo contienen
fibras de estrés, como la actina de musculo liso que les confiere el nombre de
“miofibroblastos”. En una lesién normal, los fibroblastos se diferencian de los
miofibroblastos para la sintesis, secrecion y remodelacién de la matriz extracelular,
para finalmente dar paso a la reparacion de la lesion que coincide con la apoptosis

de miofibroblastos.

En su desarrollo, la fibrogénesis esta asociada con la acumulacién
permanente de fibroblastos activos o miofibroblastos (25). El origen de los
fibroblastos presentes en la FPI es todavia una incognita ya que se ha demostrado
que, ademas de la presencia de los fibroblastos residentes en el intersticio
pulmonar, existen por lo menos otras dos fuentes de fibroblastos adicionales
involucradas. En primer lugar esta la migracién y maduracion de fibrocitos, que
vienen desde el torrente sanguineo y expresan receptores para quimiocinas
CXCR4/CXCL12 (26). El segundo fendmeno descrito es la transicion de células
epiteliales a mesenquimales (TEM). En trabajos in vitro se demostré que células
epiteliales alveolares incubadas con altas dosis de TGFB se transforman para

mostrar caracteristicas propias de fibroblastos/miofibroblastos (27).

En la literatura hoy en dia existen inumerables trabajos que apuntan a que
los fibroblastos aislados de pacientes con FPl manifiestan caracteristicas
profibrosantes (28). Por ejemplo, la ausencia de Thy-1 (CD90) se ha reportado en
tejido de pacientes con FPI exclusivamente en los fibroblastos. Estudios in vitro,

ademas, indican que la pérdida de este marcador les otorga una mayor proliferacion,
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migracion, produccién de colagena, activacion de la via de TGFbeta, etc. (29).
Modificaciones epigénticas han sido reportadas para explicar la modificacién de
estos marcadores en las subpoblaciones de fibroblastos de FPI (29-31), lo que al

mismo tiempo sugiere un substancial objetivo terapéutico.

Por lo tanto, se ha prospuesto que en la fibrosis pulmonar idiopatica los
fibroblastos y miofibroblastos, una vez dentro del alveolo, se organizan en focos
caracteristicos que representan sitios de produccion y depdsito de proteinas de
matriz extracelular. Este fendmeno culmina en una inevitable expansion de estos
focos que, asimismo, se sugiere son resistentes a la apoptosis, lo cual impide el

restablecimiento de la arquitectura normal del pulmédn (32,33).
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El envejecimiento es el principal factor de susceptibilidad para la fibrosis
pulmonar idiopatica

La fibrosis pulmonar idiopatica s6lo aparece en individuos adultos y su
incidencia y prevalencia aumenta considerablemente después de los 60 afios, como
se muestra en la ilustracion 4 (34). A pesar de esta clara asociacion, aun se

desconoce el papel del envejecimiento en la patogénesis de la enfermedad (35).
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llustracion 4. Graficas que agrupan diferentes estudios para incidencia (izquierda)
prevalencia (derecha) de la FPI
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Tomado del articulo de Nalysnk L, et al., Respir Rev (2012).

El envejecimiento se caracteriza por la acumulacién progresiva de cambios
nocivos en células y tejidos que aumentan el riesgo a la enfermedad y la muerte; en
este proceso hay una reduccién progresiva de las funciones biolégicas y una menor
resistencia a multiples formas de estrés que conducen a la acumulaciéon de dafos
a nivel celular. En este momento no existe una teoria consensual que pueda explicar
completamente el proceso de envejecimiento; sin embargo, hay multiples
alteraciones a nivel celular relacionadas: inestabilidad gendmica, acortamiento de
los teldmeros, cambios epigenéticos, pérdida de la proteostasis, desregulacion
nutricional, disfuncién mitocondrial, senescencia, agotamiento de células madre y

una alterada comunicacion intracelular (36,37).
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Mecanismos moleculares asociados al envejecimiento que pueden participar

en la patogénesis de la fibrosis pulmonar idiopatica

Los diversos factores que incrementan la susceptibilidad a la fibrosis pueden
ser explicados en el deterioro de las funciones que se observan durante el
envejecimiento y que sugieren tener un papel en el desarrollo de la fibrosis pulmonar
idiopatica. En el contexto de la FPI no se conoce el principal mecanismo relacionado
con el envejecimiento, pero entre los mecanismos conectados se incluyen: estrés
oxidante, disfuncion mitocondrial, estrés en el reticulo endoplasmico, acortamiento
de los teldmeros, pérdida de la heterocromatina, senescencia, cambios
epigenéticos y autofagia (38,39). Como se muestra en la ilustracién 5, se propone
que la mayoria de estos cambios participan sobre la respuesta aberrante de las
células epiteliales. De los cambios observados en fibroblastos, destaca el papel de
la autofagia, la cual se ha reportado que puede tener un papel fundamental en la
degradacion de los elementos dafiados asi como en la funcion de respuesta a

diferentes tipos de estrés (40).

llustracién 5. Esquema de los cambios asociados con el envejecimiento
que pueden participar en el desarrollo de la FPI

Las células epiteliales (color naranja) y fibroblastos (color verde). Tomado del
capitulo 12: Aging and IPF What is the link? IPF Selman et al. (2014).
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Autofagia

El proceso de autofagia es un objetivo terapéutico capaz de impedir la
acumulacion de elementos en mal estado caracteristicos del envejecimiento
(40,41). En diferentes modelos experimentales se ha demostrado que inducir este
mecanismo incrementa la expectativa de vida; inicialmente se reveld que inhibir la
via de IGF aumenta la longevidad con un concomitante aumento de autofagia en
C.elegans, no obstante la mutacion de los genes esenciales para autofagia impide
el incremento de la longevidad en este organismo (42). Esto coincide con los
reportes de un mal funcionamiento de la actividad autofagica en enfermedades
asociadas a la edad, como cancer, enfermedades neurodegenerativas vy

metabdlicas (43).

Tipos de autofagia

Existen tres principales tipos de autofagia que han sido descritas:
microautofagia, autofagia mediada por chaperona y macroautofagia (ilustracion 6)
(44).
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llustracién 6. Tipos de Autofagia
La figura representa los tipos de autofagia de acuerdo a la forma de entregar el cargo

en el lisosoma (microautofagia, autofagia mediada por chaperona y macroautofagia).
Tomado del articulo: Schneider, JL y Cuervo AM Nat Rev Gastroenterol Hepatol (2014).
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En la microautofagia, la membrana del lisosoma invagina directamente el
cargo a degradar. Para la autofagia mediada por chaperona, se requiere que la
chaperona (HSC70) pueda reconocer la secuencia (KFERQ) de la proteina mal-
plegada para ser escoltada al lisosoma donde LAMP2A en complejo pueda
translocarla al lumen lisosomal. En el envejecimiento, se ha reportado una
disminucién de LAMP2A acompafnada por una baja actividad de las enzimas que

degradan el cargo en el lisosoma (45).

En este trabajo nos enfocaremos principalmente en la macroautofagia
(referida solamente como autofagia de ahora en adelante) porque es el principal
mecanismo de degradacion de la célula y de respuesta al estrés altamente

conservado a través de la evolucion.

A la fecha, se han descrito alrededor de 35 genes involucrados en el proceso
de autofagia que participan en diferentes etapas: induccioén, nucleacion, expansion
del fagéforo (autofagosoma), seleccion del cargo, fusidn con el lisosoma
(autofagolisosoma), para finalmente degradar el cargo por enzimas del lisosomales
(46).

Induccidn y nucleacion

El proceso de autofagia inicia con las cinasas que integran diferentes vias,
sefalizacion que responde a estrés o a procesos celulares tales como migracién o
proliferacion (AMPK, FOXO, AKT/PI3K, entre otras). Estas cinasas regulan a ULK1
y a BECN1 para crear la membrana inicial. ULK1 a su vez, forma un complejo con
ATG 13 y 17 para reclutar otras ATGs (47). El complejo ATG-1-13-17 es regulado
negativamente por el complejo 1 de mTOR (principal inhibidor de la actividad
autofagica), una cinasa de serina/treonina que puede ser inhibida por el ayuno o por
el tratamiento con Rapamicina. Es importante destacar que el fenotipo de las células

senescentes estda mediado por la actividad de mTOR (48).

Por otro lado, se promueve la formacion de fosfatidil-inositol-3-fosfato por
parte del complejo PtdIins3K clase Il (VPS34, p150, ATG14, y BECN1). VPS34 es
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una proteina involucrada en el arreglo de la membrana en la célula y coincide con
Beclin exclusivamente para la formacion de la membrana del autofagosoma. BECN1
es regulado negativamente por BCL2, una proteina anti-apoptoética y anti-autofagica

que es capaz de secuestrar a BECN1 impidiendo su funcion (49).
Expansién del fagoforo

La expansion del fagéforo se da a través de dos complejos de conjugacion:
LC3 y el complejo ATG5-12-16. La cascadas de conjugacion son semejante a la de
sistema de ubiquitina. En sintesis, la ATG4 madura a la proLC3 para generar la
forma soluble LC3-I (citoplasmatica); ésta es modificada a LC3-Il por ATG7 y 3, que
son enzimas de conjugacion parecidas a ubiquitina E1 y E2 respectivamente. La
uniéon de LC3-ll a porciones aisladas de membrana permite la expansién del
fagéforo para completar la vesicula de doble membrana o autofagosoma. LC3 es el
principal marcador del mecanismo de autofagia debido a que LC3-Il esta asociada
a las membranas del autofagosoma por unidn covalente a la fosfatidiletanolamina
lo que le confiere una mayor migracion en la electroforesis y un peso menor de
aprox. 14 kDa por lo tanto esta banda se puede conrrelacionar con el numero de
autofagosomas en un western blot. Por microscopia de flurescencia los
autofagosomas se observan como puntos de mayor intensidad debido a la

acumulacion de LC3-II.

El segundo sistema es ATG5-12-16, éste inicia con la activacion de ATG12
también por ATG7, la cual lo transfiere a ATG10 (enzima E2) para conjugarla
covalentemente con ATG5 y asi poder interactuar con ATG16 para formar el

complejo ATG5-12-16, que es capaz de oligomerizarse en tetrameros por si mismo.

En términos generales, la deficiencia total de cualquiera de los genes —-LC3,
ATGS5 y 7- impide llevar acabo el mecanismo de autofagia, por lo tanto son
valorados en muchos casos para reportar el mecanismo en general. Existen varios
reportes de la disminucion en la funcidon de estos genes durante el envejecimiento

y en las enfermedades asociadas (43,50).
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Seleccién del cargo del autofagosoma

En un inicio se describio a la autofagia como un mecanismo no selectivo y
por el cual en condiciones de ayuno se induce una degradacion rapida e
indiscriminada, ya que para las células en ayuno es importante mantener niveles de
energia a través de la via catabdlica. Este rapida respuesta al estrés de nutrientes

esta regulado principalmente por el complejo 1 de mTOR.

Hoy en dia, la evidencia es basta sobre la seleccién especifica de los
elementos a degradar y se han definido mecanismos de degradacion selectiva para
agregados de proteinas (agregofagia), para la mitocondria (mitofagia), para el
reticulo endoplasmico (reticulofagia), para el nucleo (nucelofagia), etc. En el
envejecmiento se reportado una disminucion de la actividad del proteosoma, por
ello las proteinas danadas o poli-ubiquitinadas forman agregados con p62 o NBR1,
eéstas son proteinas que poseen dominios de reconocimiento a ubiquitina y tienen
unién a LC3, de esta forma la autofagia es capaz de rescatar a la célula de la
deficiencia en la actividad del proteosoma (51). Por ejemplo, en la enfermedad de
Huntington se ha reportado que la proteina p62 se halla alterada y es incapaz de

llevar al lumen del autofagosoma el cargo de huntingtina (52).
Fusién con el lisosomay la degradacion del cargo

El ultimo paso de la via de degradacién por autofagia es la fusion de la
membrana externa del autofagosoma con la membrana del lisosoma
(autofagolisosoma) mediante las proteinas de tipo SNARE: VAMP8 y VTI1B. Dentro
del lisosoma se da la degradacién de la vesicula interna con el cargo del
autofagolisosoma por medio de las enzimas lisosomales como hidrolasas y
catepsinas (53). La acumulacion de elementos dafiados puede ser explicada tanto
por una inadecuada formacién de autofagosomas, una falla en la fusiéon con los
lisosomas o por una insuficiente actividad de las enzimas lisosomales. Aunque se
desconoce si es causa o efecto del envejecimiento, la acumulacién de vacuolas

autofagicas y deposiciones de material lisosomal, en especial en la forma de
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pigmentos autofluorescentes Illamados lipofusina, es el marcador mas

frecuentemente observado en las biopsias provenientes de pacientes viejos (45).

llustracion 7. Flujo de autofagia
La figura representa los diferentes pasos en proceso: induccion, nucleacion o formacion
del fagoéforo “autofagosoma”, fusion con el lisosoma “Autolisosoma” y la degradacion del

cargo. Tomado del articulo: Kasahl GP Kidney int (2012).
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Antecedentes especificos

La fibrosis pulmonar idiopatica se caracteriza por dafo y activacion del
epitelio alveolar, proliferacion de fibroblastos/miofibroblastos y un depésito
exagerado de matriz extracelular (ME) que trae como consecuencia la
desorganizacién de la arquitectura del parénquima pulmonar y la pérdida del
intercambio gaseoso (4,15). En esta secuencia de eventos patolégicos dichas
células, que son las principales responsables del depdsito exagerado de ME, se
organizan en cumulos caracteristicos llamados focos de fibroblastos y se ha

sugerido que son resistentes a la apoptosis (54,55).

La FPI esta claramente asociada al envejecimiento, sin embargo, los
mecanismos moleculares que asocian el envejecimiento con esta enfermedad aun
se desconocen (35,56). La autofagia y el sistema ubiquitina-proteosoma son los
procesos responsables de la degradacién favoreciendo el recambio de elementos
danados en las células. En este contexto, se ha demostrado que un mal
funcionamiento de estos procesos desempefia un papel importante en cancer,
enfermedades neurodegenerativas y metabdlicas (57). En la actualidad existe
evidencia de que estos mecanismos se encuentran acoplados funcionalmente
(58,59).

En un trabajo enfocado en las células epiteliales derivadas de pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica describimos que la disfuncién mitocondrial asociada a
la deficiencia de PINK1 en el envejecimiento incrementa la susceptibilidad a la

fibrosis (60). Sin embargo, esa alteracion no fue observada en fibroblastos.

Es importante recalcar que los estudios de la autofagia en pulmén son
escasos y a la fecha no se ha explorado el papel de envejecimiento sobre esta
actividad en fibroblastos de FPI (61-64). No obstante, existe evidencia que sostiene
el papel del envejecimiento sobre la actividad autofagica y su interacion con el

sistema ubiquitina-proteosoma.
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Justificacion

En términos generales, la fibrosis pulmonar idiopatica es una enfermedad
que aparece en personas adultas y que muestra un patrén progresivo, irreversible
y letal que no tiene un tratamiento efectivo hasta ahora. Las diferentes estrategias
terapéuticas han fallado debido a que su fisiopatologia aun no se encuentra del todo
dilucidada. Por ejemplo, a la fecha no se han descrito los mecanismos que se
encuentran alterados durante el envejecimiento, aunque éste es el principal factor

de riesgo para desarrollar la enfermedad.

La autofagia ha sido estudiada en varios modelos de envejecimiento y ha
mostrado que puede incrementar la expectativa de vida cuando se induce. Ademas,
este mecanismo de respuesta al estrés se encuentra comprometido en otras
enfermedades asociadas con la edad, tales como cancer, enfermedades

neurodegenerativas y metabdlicas.

En los estudios sobre el pulmdn se conoce muy poco sobre la significancia
de la autofagia en las diferentes enfermedades. Ademas, se ha destrado que en un
mismo tejido pueden existir multiples mediadores. En el contexto de la fibrosis
pulmonar idiopatica no hay estudios con controles pareados por edad. Por lo tanto,
este estudio se centro inicialmente en una estirpe celular, los fibroblastos, donde se
examinaron el mecanismo de autofagia en condiciones basales y de estrés por
ayuno evaluando los princincipales componentes del sistema para posteriormente

centrarnos en los mecanismos de los hallazgos principales.
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Hipotesis
e Los fibroblastos de pulmon derivados de individuos mayores de 60 afos tienen

una actividad autofagica menor que los derivados de individuos jovenes.

¢ Los fibroblastos de pulmén derivados de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica
presentan una actividad de autofagia disminuida, en comparacion con fibroblastos
pulmonares normales pareados por edad, y su interaccidon con el sistema

ubiquitina-proteosoma esta alterada.
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Objetivo general

Evaluar los niveles y la interaccion de la autofagia y del sistema ubiquitina-
proteosoma en fibroblastos normales pareados por edad y derivados de pacientes

con fibrosis pulmonar idiopatica

Objetivos especificos

e Cuantificar el nivel de autofagia por LC3 y p62 en condiciones basales en
fibroblastos derivados de pulmones humanos normales pareados por edad y
de pacientes con FPI.

e Evaluar el mecanismo de la formacion de autofagosomas por medio de la
colocalizacién de LC3 y p62.

e Determinar el nive de expresion global de genes involucrados en autofagia
en fibroblastos derivados de pulmones humanos normales pareados por
edad y de pacientes con FPI.

e Cuantificar el nivel de autofagia en condiciones de estrés celular en los
fibroblastos de las poblaciones en estudio.

e Determinar en las fases temprana y tardia de la respuesta al estrés la
participacion de la autofagia y la apoptosis en fibroblastos de pulmén
normales apareados por edad y de pacientes con fibrosis pulmonar

idiopatica.
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Material y métodos

Obtencion y cultivo de fibroblastos de pulmén humano

Se utilizaron fibroblastos de pulmones humanos obtenidos tanto de
donadores como de pacientes con FPI, previo consentimiento informado por parte
de todos los participantes. Asimismo, el protocolo fue aprobado por University of
Pittsburgh Institutional Review Board, PACCM Bio Bank y por el comité de ética del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Los fibroblastos se
establecieron en medio HAM F-12 (Gibco) con 10% de suero fetal bovino (SFB) y
una mezcla de antibidticos. Las células se crecieron en cajas T-25 a 37° en una

atmosfera de 95% aire y 5% de COz2 hasta alcanzar confluencia temprana.

Obtencion y cultivo de fibroblastos de pulmén ratén

Se extrajeron fibroblastos pulmonares de ratones de la cepa C57BL/6 de 2y
24 meses de edad provenientes de los laboratorios Jackson y del Instituto Nacional
de Envejecimiento (NIA por sus siglas en inglés) respectivamente. Las células se
establecieron en medio DMEM (Gibco) con 10% de suero fetal bovino (SFB) y una
mezcla de antibidticos. Las células se crecieron en cajas T-25 a 37° en una

atmdsfera de 95% aire y 5% de COz2 hasta alcanzar confluencia temprana.

Reactivos

Las células fueron sometidas a estrés celular con medio Hank’s (Gibco). Se
incubaron con inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) o cloroquina (Sigma-
Aldrich) para inducir la acumulacién de autofagosomas. Rapamicina 20nM (Sigma-
Aldrich) y/o PP242 1uM (Sigma-Aldrich) fueron usados para inhibir los complejos de
mTOR 1y 2.

Western blot

Las proteinas fueron extraidas con RIPA (Sigma), 10-20ug de proteina total
fue usada para la electroforesis en un gel de poliacrilamida del 8 al 13.5% de
acuerdo al peso molecular de la proteina de interés. Las proteinas se transfirieron
a una membrana de PVDF o nitrocelulosa (BioRad). La membrana se bloqued con
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por una hora. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: LC3 (L7543, Sigma), P62
(aB56416, Abcam), p(S758)ULK (6888, CST), ULK (8054, CST), p(T389)S6K1
(9206, CST), S6K1 (2708, CST), p(S235/236)S6 (2211, CST), S6 (2217, CST),
ATGS5 (12994, CST), BECN1(3495, CST); B-actina (a5441, Sigma) o B-tubulina
(Santa Cruz). fueron utilizados como control de carga Después de la incubacion del
anticuerpo primario, se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos
infrarrojos (Li-Cor) y revelados con un escaner Odyssey scanner (Li-Cor). La

cuantificacion se realizd con el programa Imaged (NIH).

Obtencion de RNA y analisis global de genes de autofagia

El ARN total se obtuvo con el reactivo Trizol (Invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se determiné la expresion por PCR en tiempo real
(i-Cycler, BIORAD) utilizando el arreglo comercial autophagy PCR array (Qiagen),
el cual permite considerar 84 genes que participan en la formacion, transporte y
fusién del autofagosoma con el lisosoma; éste también permite conocer la expresion
de genes del sistema ubiquitina-proteosoma y apoptosis involucrados en autofagia.
La reaccion se llevé acabo en el equipo PCR en tiempo real (CFX96 Real Time PCR
System, BioRad). Los genes diferencialmente expresados fueron validados con una
PCR adicional usando |los siguientes primers: CDNK1B (forward,
TGTAAAACGACGGCCAGT,; reverse, CAGGAAACAGCTATGACC) y DAPK1
(forward, TGTAAAACGACGGCCAGT; reverse, CAGGAAACAGCTATGACC).
GUSB fue usado como housekeeping (forward, TGTAAAACGACGGCCAGT;
reverse, CAGGAAACAGCTATGACC). Todos los primers fueron adquiridos con
Integrated DNA Technologies. El analisis de los datos se baso en el método 2A-ACT

con la normalizacion de los genes housekeeping.

Evaluacién en tiempo-real de la formacion de autofagosomas por
microscopia de fluorescencia

Para analizar la formacién de vesiculas autofagicas se infectaron las células
con baculovirus que expresan LC3-GFP y/o p62-RFP usando el kit (Premo™

Autophagy sensors, Invitrogen). El analisis se realizé6 con un microscopio invertido
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para epifluorescencia tipo eclipse (NIKON) equipado con un objetivo PlanFLUO
60X. La cuantificacion se realiz6 con el programa NIS (Nikon). Se contaron
manualmente los puntos mas intensos para cada célula y se graficaron como el
promedio de 5 fotos de dos experimentos independientes por linea celular (n>30

células por grupo).

Tincion de TUNEL

El numero de células positivas fue determinado por la tincién de TUNEL
siguiendo el procedimiento de acuerdo a las instrucciones del fabricante para el kit
comercial ApopTag (Millipore). Las células fueron fijadas con paraformaldehido al
1%. La tincion del nucleo fue mediante DAPI con el medio de montaje VECTASHIEL
(Vector). Las fotografias fueron tomadas con el sistema de captura de imagenes
Zoe (BioRad). Para la cuantificacion se contaron manualmente el numero de células
positivas para TUNEL y esto se ajusté con el total del numero de células tefiidas
para DAPI tomando un promedio de 5 fotos por linea celular de dos experimentos

independientes.

Determinacion de la actividad de caspasas 3/7

Las células se sembraron en placas de 96 pozos y se sometieron a diferentes
tiempos de ayuno con medio Hank’s (Gibco). La actividad de caspasas fue
determinada siguiendo las instrucciones del kit comercial Caspase-glo 3/7
(Promega). Brevemente, el sustrato luminiscente fue liberado por accion de las
caspasas Y la sefial de luminiscencia fue determinada en un luminémetro GlowMax

(Promega).

Analisis estadistico

El tamafo de la muestra no fue determinado por estadistica. Los resultados
se expresan como el promedio tdesviacion estandar. Las diferencias se analizaron
mediante la prueba estadistica t-de Student con dos colas. Se consideraron los
valores de p<0.05y p<0.01 como * y ** respectivamente.
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Resultados

Rango de edades en las muestras normales permite evaluar el efecto del
envejecimiento en fibroblastos de pulmén derivados de pacientes con

fibrosis pulmonar idiopatica

Para evaluar el efecto de la edad se aislaron fibroblastos pulmonares a partir
de biopsias de donantes y de pacientes con FPI. Las muestras fueron obtenidas por
el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y por la Universidad de
Pittsburgh con previo consentimiento informado por parte de los donantes y de los

comités de ética de ambas instituciones.

Se obtuvieron 6 lineas de fibroblastos pulmonares “jévenes” con un promedio
de edad de 29 afos y 6 lineas de fibroblastos “viejos” con un promedio de 67 afios
de edad; la edad de los viejos es similar al promedio de 6 lineas de fibroblastos

derivadas de pacientes con FPI (Tabla. 1).

Tabla 1. Fibroblastos pulmonares humanos

Controles
Joévenes Viejos FPI
n 6 6 6
Edad promedio *DE 29 + 11 67 7 66 +4
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El envejecimiento disminuye el flujo de autofagia en fibroblastos de

pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica

Para determinar el efecto del envejecimiento en la actividad de autofagia, se
utilizaron los marcadores para LC3 y p62 por la técnica de Western blot. LC3, como
se menciona en el apartado de autofagia, es un marcador especifico porque su
forma lipidada (LC3Il) se une exclusivamente a la membrana del autofagosoma.
p62, por su parte, participa reconociendo a los agregados de proteinas ubiquitinadas
y tiene interaccion con LC3. Como se muestra en la Figura 1A-B, las condiciones
basales para LC3 y p62 son heterogéneas. Los niveles basales para LC3-Il estan
aumentados en fibroblastos de FPI. Por otro lado, algunas lineas de fibroblastos
viejos y de FPI presentan acumulacién de p62, lo que sugiere una interrupcion del
flujo de autofagia. En ambos casos las lineas de FPIl en conjunto muestran un

aumento, pero sin significancia estadistica.

El flujo de autofagia involucra la sintesis y la degradacién de autofagosomas
de forma dinamica. Por ello, para evaluar el flujo de autofagia es necesario incubar
en presencia y ausencia de inhibidores de la degradacion lisosomal (65). La Figura
2A ejemplifica un Western blot representativo para una linea de fibroblastos
derivados de un joven, una linea de viejo y una de FPI. Las células de los tres grupos
de estudio se incubaron con cloroquina (CQ), un inhibidor de autofagia que impide
la fusion del autofagosoma con el lisosoma. La Figura 2B representa el analisis
densitométrico de 3 diferentes lineas para cada condicion mostrando el nivel basal
y el flujo de ambos marcadores. Después de 24 horas del tratamiento con CQ, se
observo un aumento de la banda de LC3II en fibroblastos jévenes, mientras que el
aumento fue significativamente menor en fibroblastos viejos y de FPI, lo que indica
menor degradacion por la via de autofagia (Figura 2A-B).

Para establecer condiciones iniciales mas homogéneas en la formacion de
autofagosomas, se empled una infeccién con baculovirus que expresan LC3-GFP y
p62-RFP. Por microscopia de fluorescencia, la proteina de LC3 tiene dos
distribuciones dentro de la célula: la LC3-l, la cual esta difusa en el citoplasma, y
LC3-1l, agrupada en puntos mucho mas intensos que constituyen autofagosomas.
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p62 en este caso tiene una localizacion con LC3 para su degradacion. Los niveles
basales después de 16 horas de infeccion son mucho mas homogéneos en

comparacion con los de Western blot, como se demuestra en la Figura 3 y 4.

Después del tratamiento con CQ se encontr6 un mayor numero de
autofagosomas, como lo muestra el flujo de LC3 en jovenes comparado con viejos
y en viejos comparados con FPI (Figura 3A, B). En el caso de p62 observamos un
patron similar en jévenes, pero sin diferencias entre viejos y FPI (Figura 4A, B).
Para entender por qué habia diferencias entre los resultados de LC3 y p62 se realizé
una colocalizacién para estas proteinas y se observo que en condiciones con CQ
que los fibroblastos de FPI muestran una colocalizacién incompleta de p62 con LC3
(Figura 4C), lo que podria explicar la falta de diferencia en la cantidad total de p62
entre viejos y FPI. Por lo tanto, los fibroblastos de FPI presentan fallas en el
reconocimiento del cargo y una menor formaciéon de autofagosomas con respecto

de los controles de su misma edad.

La disminucion en la actividad de autofagia observada en fibroblastos de
pulmén humano por efecto del envejecimiento fue confirmada en un modelo de
raton. Fibroblastos pulmonares de ratones jévenes de 2 meses y de ratones
envejecidos de 24 meses, edades que corresponden con las edades que se
obtuvieron en las biopsias de humanos, se aislaron para analizar marcadores de
autofagia en condiciones de ayuno y con el tratamiento de cloroquina a 1y 24 horas.
Como se observa en la Figura 5, LC3, p62 y ATG5 tienen mayor acumulacion a 1
y 24 horas con cloroquina en comparacién con los viejos. En condiciones de ayuno
solamente se observd una mayor cantidad de LC3 a una hora de estimulo en

fibroblastos de ratones de 2 meses contrastado con los de 24 meses.

En relacion con estos resultados, el perfil de expresién de los genes
involucrados en autofagia revela una sobreexpresion de genes involucrados en la
inhibicion de la autofagia como AKT, BCL2L1 por parte de los fibroblastos de pulmén

humano de donantes viejos comparado con los jévenes. (Tabla 2).
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Figura 1. Niveles heterogéneos en los marcadores de autofagia en
condiciones basales

Western blots para LC3 (A) y p62 (C) en fibroblastos normales pareados por edad
y derivados de pacientes con FPI. B-actina fue utilizado como control de carga. En
el panel B se muestra el analisis densitométrico, cada barra representa el promedio
+ DE de 6 diferentes lineas de fibroblastos pulmonares. *p<0.05 **p<0.01 prueba t-
Student.
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Figura 2. El envejecimiento disminuye el flujo de autofagia en fibroblastos
derivados de FPI.

Marcadores de autofagia para LC3 y p62 fueron examinados en fibroblastos
normales pareados por edad y derivados de pacientes con FPI. (A) Western blot
representativo para una linea derivada de joven, una de viejo y una de FPI después
de 24 horas con y sin el tratamiento de cloroquina (20uM). B-actina fue utilizado
como control de carga. En el panel B, se muestran el analisis densitométrico de los
niveles basales a la izquierda y la cuantificaciéon del flujo de autofagia a la derecha,
cada barra representa el promedio £+ DE de 3 diferentes lineas de fibroblastos

pulmonares. *p<0.05 **p<0.01 prueba t-Student.
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Figura 3. Menor formacion de autofagosomas en fibroblastos de FPI es
causado parcialmente por el envejecimiento

Se analiz6 la formaciéon de nuevos autofagosomas por medio de la infeccién con
baculovirus para LC3-GFP en fibroblastos humanos normales pareados por edad y
fibroblastos derivados de pacientes con FPI. Las imagenes de microscopia de
fluorescencia muestran la distribucién de LC3(A) en condiciones basales (izquierda)
y después de 24 horas del tratamiento con cloroquina (20uM) (derecha). Hoechst
fue utilizado para la tincidon del nucleo. La tincién de LC3 se ajustd por célula para
el numero de autofagosomas en (B). Cada barra representa el promedio + DE de 3
diferentes lineas de fibroblastos de pulmén para cada grupo>10 células por cada
linea. * P <0.05, ** p <0.01 t-Student test.
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Figura 4. p62 muestra menor colocalizacién en fibroblastos de FPI

Se analizé la participacion de p62 en la formacion de nuevos autofagosomas por medio de
la infeccién con baculovirus para p62-RFP en fibroblastos humanos normales pareados por
edad y fibroblastos derivados de pacientes con FPI. Las imagenes de microscopia de
fluorescencia muestran la distribucion de p62 (A) en condiciones basales (izquierda) y
después de 24 horas del tratamiento con cloroquina CQ (20uM) (derecha), asi como su
colocalizacion con LC3 con el tratamiento con CQ (C). Hoechst fue utilizado para la tincién
del nucleo. La tincion de p62 se ajusto por célula para el numero de autofagosomas en (B).
Cada barra representa el promedio + DE de 3 diferentes lineas de fibroblastos de pulmén

para cada grupo >10 células por cada linea. * P <0.05, ** p <0.01 t-Student test.
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Joven 2meses Viejo 24meses

Figura 5. El envejecimiento disminuye el flujo de autofagia en fibroblastos

pulmonares de ratén

Marcadores de autofagia fueron analizados en fibroblastos normales de ratones de
2 y 24 meses de edad. Western blots representativos para LC3, p62, Atg5, Beclin-
1, en condiciones basales y después de 1 (A) y 24 horas (B) de ayuno y con el

tratamiento de cloroquina (20uM). B-actina fue utilizado como control de carga.

Tabla 2. Cambios en la expresion de genes involucrados en autofagia en el

envejecimiento

Simbolo del gen Veces de aumento

AKT1 4.2
BCL2L1 26
ATG4B 2.5

HSP90AA1 2.4

ATG12 23

CASP3 -2.1

Valor de p

0.045
0.023
0.025
0.019
0.020
0.026
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El envejecimiento previene la respuesta de autofagia inducida por ayuno en
fibroblastos pulmonares derivados de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica mediado por la via de mTOR

El ayuno es un estimulo muy potente para inducir la respuesta de autofagia,
por esa razon determinamos el flujo de autofagia por LC3 en un medio carente de
nutrientes y en un tiempo mucho mas corto. Inicialmente, examinamos el estimulo
de ayuno a 0, 30 y 60 minutos en presencia y ausencia de inhibidores de proteasas
(Figura 6). Para los experimentos donde se comparan los diferentes grupos de
estudio se escogid el tiempo de 1 hora de ayuno. La Figura 7A muestra un
inmunoblot representativo de las condiciones en presencia de inhibidores (basal y
ayuno), los repectivos controles sin inhibidores no se muestran en el panel A; sin
embargo, fueron considerados para la elaboracién de la grafica de la Figura 7B. En
estas condiciones, el flujo de LC3-Il es significativamente mas alto en fibroblastos

jévenes en comparacion con los fibroblastos viejos y de FPI.

La induccion de autofagia tiene una correlacion inversa con la actividad de
mTOR. El complejo de mTOR puede reprimir la activacion de autofagia fosforilando
a la proteina ULK1 en el sitio de la serina 758 (66). Esta fosforilacion fue examinada
para explorar el mecanismo por el que fibroblastos derivados de individuos viejos
muestran una actividad de autofagia disminuida. Como se demuestra en la Figura
8, en las condiciones iniciales la fosforilacion esta presente en jovenes, viejos y FPI.
Después del estimulo con ayuno solamente los fibroblastos jovenes inhiben la
fosforilacion de ULK1 en S758, mientras que la fosforilacidon es persistente en
células derivadas de viejos y de FPI. Ademas, se observa que otra parte de la via
de mTOR que fosforila a las cinasas S6K1 y S6 esta presente después del estimulo
en viejos y FPI. Por lo tanto, la actividad de la via de mMTORC1 es responsable de
la inhibicion de autofagia y corresponde a una falla en la adaptacién de las células
al estrés también observado en otras enfermedades asociadas con el
envejecimiento (67). La fosforilacion de S235/236 se redujo en jovenes después del
estimulo, aunque también en el grupo de fibroblastos viejos, o que sugiere un
posible retraso en la activacion de la via de mTOR. No se observaron cambios en
los fibroblastos de FPI Figura 8.
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Figura 6. Estandarizacion del flujo de autofagia inducido por ayuno en
fibroblastos de pulmoén

El flujo de autofagia fue examinado a través de western blots para LC3 a 0, 30 y 60
minutos de ayuno con vy sin inhibidores de proteasas en fibroblastos normales (A)

Western blot representativo de LC3 y B-actina como control de carga.
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Figura 7. El envejecimiento impide el flujo de autofagia inducido por ayuno en
fibroblastos derivados de FPI

El flujo de autofagia inducido por ayuno (HBSS) fue examinado en fibroblastos
normales pareados por edad y derivados de pacientes con FPI. (A) Western blots
representativos de LC3 y B-actina como control de carga, en condiciones basales y
después de 1 hora de ayuno con inhibidores de proteasas. (B) Analisis
densitométrico que muestra los niveles basales (arriba) y la cuantificacion del flujo
de autofagia (abajo), cada barra representa el promedio + DE de 3 diferentes lineas

de fibroblastos pulmonares. *p<0.05 prueba t-Student.
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Figura 8. El envejecimiento previene la induccién de autofagia por la actividad
de la via de mTORC1 en fibroblastos derivados de FPI

Marcadores de la via de mTORC1 fueron determinados en fibroblastos normales
pareados por edad y derivados de pacientes con FPI. Western blots para pULK1,
ULK1 pS6K1, S6K1, pS6, S6 en condiciones basales y después de 1 hora de ayuno.
B-actina fue utilizado como control de carga. Analisis densitométrico, cada barra
representa el promedio +DE de 3 diferentes lineas de fibroblastos pulmonares para
el caso de ULK y S6K1 asi como 6 diferentes lineas para S6. *p<0.05 prueba t-
Student.
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Fibroblastos pulmonares derivados de pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica exhiben una activacidén persistente de la via de mTOR que les

confiere una resistencia a la apoptosis inducida por ayuno

Se incrementé el tiempo de ayuno en las lineas celulares de viejos y de FPI
para encontrar un estimulo capaz de inhibir la actividad de mTOR. Los fibroblastos
jévenes inhiben la actividad de mTOR por completo después de una hora de
estimulo. A las 6 horas de estimulo los fibroblastos viejos inhiben la actividad de la
via de mTOR, pero no los fibroblastos de FPI. Esta actividad se observo incluso

después de 24 horas de estimulo (Figura 9).

El complejo de mTOR es un regulador crucial en las respuestas de
adaptacion al estrés por la privacion de nutrientes, por lo que la activacion
persistente de esta via podria participar en los cambios necesarios para la
sobrevivencia celular. Por medio de micrografias de campo claro se revela que la
incubacion prolongada en condiciones de ayuno induce la muerte celular en
fibroblastos jovenes y viejos, pero no en fibroblastos de paciente de FPI (Figura 10).
De acuerdo con la expresion de los genes relacionados con autofagia mediante el
arreglo para PCR (Profile PCR Array Human Autophagy), los fibroblastos de
pacientes con FPIl exhiben una menor expresién de genes involucrados tanto en
autofagia como apoptosis: CDKN1B y DAPK1 (Figura 11A). Estos resultados fueron
confirmados por gPCR en 4 diferentes lineas de fibroblastos jovenes, viejos y de
FPI (Figura 11B-C). CDKN1B participa en la respuesta de autofagia inducida por
estrés de nutrientes principalmente glucosa, y puede desencadenar apoptosis por
medio de la regulacién del ciclo celular (68). Por otro lado, DAPK1 participa en la
muerte celular inducida por interferbn-gamma y se sugerido que puede inhibir a
mTOR por su interaccion con TSC2 (69,70).

Se examind por la tincidon de TUNEL y la actividad de caspasas 3/7 el
mecanismo de apoptosis en las células de los tres grupos después de someterlas a
condiciones de ayuno. Los resultados de la tincion de TUNEL muestran que
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fibroblastos jévenes y viejos despliegan un mayor numero de células apoptéticas,
mientras que la tincion esta casi ausente en las células de FPI (Figura 12A-B).
Estos resultados concuerdan con la actividad de las caspasas 3/7 que incrementan
de manera tiempo dependiente en fibroblastos jévenes y viejos, pero no en
fibroblastos de FPI (Figura 12C).

Figura 9. Fibroblastos derivados de pacientes con FPI exhiben una activaciéon
persistente de la via de mTOR en condiciones de ayuno

(A) Western blot para pS6 24 S6 en condiciones basales y después de diferentes tiempos
de ayuno en fibroblastos normales pareados por edad y derivados de pacientes con FPI.
B-actina fue utilizado como control de carga. (B) Analisis densitométrico, cada barra
representa el promedio +DE de 6 diferentes lineas de fibroblastos pulmonares de cada
grupo para el caso de 0y 1 hora asi como 3 diferentes lineas para 6 y 24 horas. *p<0.05,
** p<0.01 prueba t-Student.
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Figura 10. Fibroblastos normales pareados por edad y de FPI después de 24
horas de ayuno

Micrografias representativas de fibroblastos normales pareados por edad y
derivados de pacientes con FPI en condiciones basales y después de 24 horas de

ayuno con medio Hank’s.
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Figura 11. Genes relacionados con autofagia diferencialmente expresados
en fibroblastos de FPI

(A) Grafica de dispersion que muestra 84 genes involucrados en el mecanismo de
autofagia en fibroblastos pulmonares humanos normales (jévenes y viejos n=6) y
derivados de pacientes con FPI (n=5). Validacién por qPCR de CDNK1B (B) y
DAPK1 (C) en fibroblastos jovenes, viejos y de FPIl. Cada punto representa el
promedio de los triplicados para los valores de 2*-ACT. Se evaluaron cuatro
diferentes lineas celulares primarias para cada grupo. El promedio del grupo se

representa con una linea roja. *p<0.05, prueba t-Student para dos colas.
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Figura 12. Resistencia a la apoptosis inducida por ayuno en fibroblastos
derivados de pacientes con FPI

Las células de los tres diferentes grupos fueron expuestas a condiciones de ayuno
incubandolas con medio Hank’s para inducir apoptosis. (A) Deteccion de células
apoptéticas usando la tincion de TUNEL y la tincién nuclear con DAPI en fibroblastos
después de 6 horas de estimulo. (B) Porcentaje de las células positivas a la tinciéon
de TUNEL ajustadas por el numero total de células determinado por DAPI. Cada
barra representa el promedio +DE de tres diferentes lineas celulares en cada grupo
(n>150 células por grupo). (C) Actividad de caspasas 3/7 después de 1, 3, y 6 horas
de ayuno (Hank’s) ajustados con el tiempo 0. Cada barra representa el promedio
+DE de tres diferentes lineas celulares en dos experimentos independientes.

*p<0.05, **p<0.01prueba t-Student para dos colas.
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Inhibidores de la via de mTOR modifican la respuesta de autofagia en

fibroblastos viejos y de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica

Los complejos de mTOR 1 y 2 regulan las respuestas de estrés por la
privacion de nutrientes. El complejo de mTORC1 incrementa la traduccién de
proteinas y procesos anabdlicos con una directa inhibicion del proceso de autofagia
(71). El complejo de mTORC2 regula a AKT, SGK1 y PKCa (72). Existe evidencia
que indica la retroalimentacion entre ambos complejos. La Rapamicina es un
inhibidor alostérico de mTORC1. PP242 es una nueva droga con un efecto
inhibitorio potente y selectivo sobre el dominio ATP de mTOR que suprime su

actividad en ambos complejos (73).

Preliminarmente, se probaron Rapamicina y PP242 por separado y en
combinacion por 24 horas en fibroblastos de pacientes con FPI. Se observd un
efecto modesto por parte de Rapamicina (20nM) en la reduccion de la actividad de
mTOR, mientras que PP242 (1uM) causo una inhibicion mayor de la actividad de
mTOR demostrado por la disminucion significativa de la fosforilacion de S6K1 y S6
(Figura 13).

Los experimentos con el tratamiento de los inhibidores farmacoldgicos sobre
la actividad de autofagia corroboraron que en condiciones de ayuno los fibroblastos
derivados de individuos jévenes incrementan el nivel de LC3Il. Resultados similares
fueron observados con el pretratamiento de Rapamicina, PP242 y, primordialmente,
cuando ambos se encuentran en combinacion (Figura 14A-B). La notable
disminucién de LC3Il con los inhibidores en condiciones de ayuno puede ser
explicada por la reactivacion de mTORC, como se muestra en la Figura 15. Esta
reactivacion se ha observado después de que se llevo acabo la degradacion dentro
del lisosoma y hay una aumento en la concetracion de aminoacidos (74).
Fibroblastos viejos, como previamente se demostrd, no incrementan la autofagia en
condiciones de ayuno; sin embargo, con el pretratamiento de los inhibidores
responden de manera similar a los fibroblastos jovenes (Figura 14C-D). En el caso
de los fibroblastos de FPI, que son incapaces de incrementar la autofagia en
condiciones de ayuno, el pretratamiento con los inhibidores y fundamentalmente
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con la combinacion de los inhibidores y el ayuno resultan en el incremento de LC3l|
(Figura 14E-F). En contraste con los fibroblastos jovenes y viejos, la actividad de
mTOR en fibroblastos de FPI no fue reactivada con la combinacion de Rapamicina

y PP242 en condiciones de ayuno (Figura 15).

Inhibidores de la via de mTOR modifican la respuesta de apoptosis en

fibroblastos de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica

Finalmente, evaluamos si la disminucion en la respuesta apoptotica
observada en fibroblastos de FPI, como se muestra en la Figura 12, fue afectada
por el tratamiento con los inhibidores de mTOR. Después de 6 horas de ayuno, la
inhibicion de mTOR con PP242 solo o en combinacién con Rapamicina induce un
incremento en el numero de células positivas para la sefal apoptética por la tincidon
de TUNEL (Figura 16A), mientras que en condiciones basales sin ayuno no se
observaron diferencias (Figura 16B). De la misma forma, un incremento significativo
de la actividad de las caspasas 3/7 fue detectado en fibroblastos de FPI después de
6 horas de ayuno, principalmente con el pretratamiento con la combinacion de
PP242 y Rapamicina (Figura 16C); no se detectaron diferencias en las condiciones
basales (Figura 16D). El tratamiento con Rapamicina induce un incremento

marginal, pero no significativo, en la actividad de las caspasas.
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Figura 13. Rapamicina y/o PP242 reducen la actividad de la via de mTOR en
fibroblastos derivados de FPI

Marcadores de la via de mTOR fueron examinados en fibroblastos derivados de
pacientes con FPI después de 24 horas con Rapamicina (20nM) y/o PP242 (1uM).
(A) Western blots para pS6K1, S6K1, pS6, S6 en condiciones basales y después
del tratamiento. B-actina fue utilizado como control de carga. Analisis densitométrico
para pS6K1 (B) y pS6 (C), cada barra representa el promedio +DE de tres diferentes

lineas celulares. *p<0.05 prueba t-Student para dos colas.
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Figura 14. Rapamicina y/o PP242 modifican la actividad de autofagia de los
tres grupos de fibroblastos pulmonares (jovenes, viejos y FPI)

El efecto sobre la actividad autofagica con y sin ayuno fue analizada por Western
blots para LC3 y B-actina como control de carga en fibroblastos jovenes (A), viejos
(C) y derivados de pacientes con FPI (E). (B, D, F) Analisis densitométrico, cada

barra representa el promedio +DE de dos diferentes lineas celulares.
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Figura 15. Efecto de Rapamicina y PP242 en la actividad de mTOR de
fibroblastos pulmonares de jovenes y de FPI

Fibroblastos pulmonares derivados de individuos jovenes (A) y de pacientes con FPI
(B) después de 24 horas con Rapamicina (20nM) y PP242 (1uM) con y sin ayuno
fueron analizados para determinar la actividad del complejo 1 de mTOR por Western
blots para fosforilacion de (S235/236)S6.
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Figura 16. Rapamicina y/o PP242 rescata la respuesta de apoptosis inducida
por ayuno en fibroblastos derivados de FPI

La apoptosis fue determinada en fibroblastos derivados de pacientes con FPI después de 24 horas
con Rapamicina (20nM) y/o PP242 (1uM). Micrografias representativas de la tincion para TUNEL y
tincion nuclear para DAPI después del tratamiento con Rapamicina £+ PP242 con ayuno de 6 horas
(A) y en condiciones control (B) n=3. Actividad de caspasas 3/7 después del tratamiento con

Rapamicina +PP242 en condiciones control (C) y con ayuno de 6 horas (B) n=3.

55



Discusion

El envejecimiento no es una enfermedad, pero los procesos bioldgicos que
cambian con la edad tienen un papel crucial en numerosas enfermedades cronico
degenerativas (36,37). Una caracteristica comun en las enfermedades relacionadas
con la edad, como cancer, desérdenes cardiovasculares y enfermedades
neurodegenerativas, es la disfuncion del mecanismo de autofagia (75,76). Ademas,
hay evidencia que sostiene que la deficiencia en autofagia recapitula el fenotipo del

envejecimiento (40,77).

En las enfermedades pulmonares, el envejecimiento incrementa la
morbilidad y mortalidad de enfermedades como EPOC, neumonias y FPI; sin
embargo, los mecanismos involucrados no han sido completamente dilucidados
(35,38,56). En esta misma linea, la FPI es el prototipo de una enfermedad asociada
con el envejecimiento ya que usualmente ocurre en individuos mayores de 50 afios
e incrementa considerablemente con el envejecimiento (78,79). En la actualidad, el
envejecimiento es el principal factor de riego demografico para la FPI. Diversos
mecanismos parecen estar implicados, no obstante han sido estudiados
principalmente en células epiteliales como el acortamiento de los telémeros,
inestabilidad gendmica y senescencia (38). Recientemente, hemos mostrado que la
disfuncién mitocondrial asociada con la deficiencia de PINK1 en células epiteliales
alveolares durante el envejecimiento asi como en el estrés de reticulo endoplasmico
promueve la fibrosis (60). Sin embargo, el efecto del envejecimiento en fibroblastos

de FPI aun no esta claro.

En este contexto, el presente estudio fue disefiado para examinar el papel
que puede tener el envejecimiento en la actividad de autofagia de fibroblastos
pulmonares tanto normales como de pacientes con FPl. Se encontr6 que el
envejecimiento inhibe la autofagia de fibroblastos pulmonares normales de humano
y de ratdn. Sin embargo, se encontraron pocas diferencias entre fibroblastos viejos

y de FPI, ejemplificado por la deteccion de las acumulaciones de LC3 puncta por
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célula. Comparados con los fibroblastos normales viejos, los fibroblastos de FPI
muestran una menor cantidad de autofagosomas recién sintetizados con una
incorrecta localizacién de p62. En condiciones de estrés, la via de mTOR en
fibroblastos viejos se mantiene activa por un periodo mas largo de tiempo, el cual
fue mas prominente en fibroblastos de FPI. Esta activacién persistente de las células

derivadas de FPI coincide con un incremento en la resistencia a apoptosis.

El flujo de autofagia es critico para mantener la homeostasis celular. Los
resultados demuestran que fibroblastos derivados de pulmones normales de
individuos viejos y de FPI tienen una disfuncion en la actividad de autofagia. En
condiciones basales, algunos casos de viejos y FPI tienen un flujo de autofagia
interrumpido. Cuando la acumulacion es inducida por cloroquina hay menor numero
de autofagosomas en fibroblastos viejos y FPI, analizado por dos diferentes
meétodos y en un modelo murino de envejecimiento. Ademas, genes que participan
en la regulacion de autofagia estan desregulados en fibroblastos viejos. Por
ejemplo, AKT, el cual esta involucrado en la activaciéon de mTOR, y BCL2L1, que
tiene un papel secuestrado a BECN1: ambos estan sobreexpresados en fibroblastos
viejos con un efecto negativo en la regulacion de autofagia (80,81). La
sobreexpresion del gen para ATG4B en fibroblastos viejos, el cual esta involucrado
en la lipidacién de LC3, puede representar un mecanismo compensatorio que
previene la fibrosis. De hecho, un estudio realizado en nuestro laboratorio

demuestra que ATG4B tiene un papel protectivo en la fibrosis experimental (82).

La hormesis se define como un estrés no letal que puede proteger a la celula
incrementando su resistencia al comprometer a los mecanismos de proteccion
(83,84). Por ejemplo, ha sido reportado que la restriccion caldrica incrementa la
longevidad mediada por autofagia (85). Basandonos en estos estudios, se indujo el
estrés por ayuno en un periodo corto y se encontré6 que fibroblastos jovenes
mostraron un incremento esperado en la actividad de autofagia asi como una
inhibicion de la actividad de mTOR. En contraste, fibroblastos viejos y de FPI tienen
una activacion persistente de mTOR y una debilitada actividad de autofagia. Es

importante destacar que la fosforilacion (S235/236) de S6 fue reducida
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significativamente en fibroblastos viejos después de una hora de ayuno y que
después de 6 horas fue suprimida por completo, o que sugiere un posible retraso
en la inactivacion de la via de mTOR. Esto contrasta con las células derivadas de
pacientes con FPl que mostraron una activacion persistente de mTOR incluso
después de 24 horas de ayuno, lo que puede contribuir a la resistencia a la
apoptosis. Aunque no se detall6 el mecanismo por el que mTORC1 induce la
resitencia apoptosis, se sabe que esta via participa en la sobrevivencia y se ha

reportado en diferentes tipos de cancer (72).

El pretratamiento de Rapamicina y de PP242 por separado o en combinacién
inducen un incremento de la autofagia en fibroblastos jovenes, viejos y de FPI.
Mientras que Rapamicina mostré un efecto modesto en la inhibicién de la via de
mTOR, PP242 por separado y en combinacién exhibié un efecto mayor. PP242 es
un nuevo y especifico inhibidor competitivo para el sitio de ATP de la cinasa mTOR,
capaz de inhibir al complejo 1y 2; su ihnibicion del complejo 1 es mas eficiente que
el de la Rapamicina (86). Se requieren mas experimentos para determinar qué

complejo especifico de mTOR esta involucrado.

La autofagia y la apoptosis son procesos interconectados en las respuestas
de estrés. Normalmente, en condiciones de estrés estos procesos tienen una
respuesta sincronica con una etapa temprana de autofagia y una tardia de apoptosis
(87,88). Siguiendo este contexto, la apoptosis fue determinada bajo condiciones
prolongadas de ayuno. Destacadamente, fibroblastos de FPI mostraron una

persistente activaciéon de mTOR que les confirid una resistencia a apoptosis.

Estos resultados en conjunto sugieren que en fibroblastos de FPI ambos
procesos, la disminucion de autofagia y el incremento en la resistencia a apoptosis,
pueden estar relacionados. Asi, cuando la actividad de mTOR fue inhibida, la
autofagia fue rescatada y de la misma forma la apoptosis. Mas aun, una mayor
induccion de autofagia fue acompanada de una fuerte induccion de apoptosis. Sin
embargo, como la regulaciéon de autofagia y la muerte celular estan regulados por
la via de mTOR, no se descarta que estos procesos puedan no estar relacionados

mecanisticamente.
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Esta ampliamente descrito que la autofagia y la apoptosis son procesos que
se regulan a si mismos, usualmente en una forma inhibitoria. Por lo tanto, la
autofagia reduce la susceptibilidad de las células para iniciar apoptosis. No
obstante, hay diferentes ejemplos en los cuales la induccién de autofagia facilita la
activaciéon de apoptosis (89). Los resultados obtenidos sugieren que esto ocurre en
fibroblastos de FPI.

Se propone que la falla en la respuesta al ayuno puede ser clave en la
fisiopatologia de la FPI, que esta caracterizada por la persistencia de fibroblastos
activos organizados en focos. Estos focos representan sitios activos de fibrogénesis
y son esenciales para la progresion de la fibrosis. Efectivamente, la disminucién de
la degradacion intracelular por autofagia y la interrupciéon de apoptosis, ambos
mediados por la activacion aberrante de la via de mTOR, son consistentes con el
fenotipo de los fibroblastos de FPI. Apoyando la nocion de que la disminucién de la
actividad de autofagia contribuye a la fibrosis, hemos reportado que el raton con
mutacion nula para la MMP19, cuando se expone a la instilacion de Bleomicina para
inducir fibrosis, muestra un aumento de la respuesta fibrética con la formacién de
focos de fibroblastos. Estos fibroblastos exhiben una baja expresién de la proteina
ATGA4C, otro miembro involucrado en las respuestas de estrés por autofagia que ha

sido asociado con envejecimiento (23,90).

En conjunto, los resultados indican que la edad es un factor determinante en
la respuesta de autofagia de fibroblastos pulmonares. Las evidencias apuntan que
la deficiencia en las respuestas adaptativas al estrés, mediada por la actividad de

mTOR, incrementa la vulnerabilidad a la fibrosis pulmonar.

Las perspectivas de este trabajo estan encaminadas a entender desde
niveles basales la acumulacion de p62 y LC3Il por falla en la degradacion en el
interior del lisosoma. Recientemente ha destacado el papel del lisosoma por ser
capaz de regular la autofagia y a mTOR (91). Esta estrecha relacién se debe a que

la actividad de mTOR puede ser manipulada en la superficie del lisosoma (92).
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Summary

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive, and
usually lethal disease associated with aging. However, the
molecular mechanisms of the aging process that contribute to
the pathogenesis of IPF have not been elucidated. IPF is charac-
terized by abundant foci of highly active fibroblasts and myofi-
broblasts resistant to apoptosis. Remarkably, the role of aging in
the autophagy activity of lung fibroblasts and its relationship
with apoptosis, as adaptive responses, has not been evaluated
previously in this disease. In the present study, we analyzed the
dynamics of autophagy in primary lung fibroblasts from IPF
compared to young and age-matched normal lung fibroblasts.
Our results showed that aging contributes for a lower induction
of autophagy on basal conditions and under starvation which is
mediated by mTOR pathway activation. Treatment with rapamy-
cin and PP242, that target the PI3K/AKT/mTOR signaling path-
way, modified starvation-induced autophagy and apoptosis in
IPF fibroblasts. Interestingly, we found a persistent activation of
this pathway under starvation that contributes to the apoptosis
resistance in IPF fibroblasts. These findings indicate that aging
affects adaptive responses to stress decreasing autophagy
through activation of mTORC1 in lung fibroblasts. The activation
of this pathway also contributes to the resistance to cell death in
IPF lung fibroblasts.

Key words: aging;  apoptosis; autophagy; idiopathic
pulmonary fibrosis; lung fibroblast; mTOR pathway.
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Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a highly lethal lung disease of
unknown etiology characterized by activation of alveolar epithelial cells,
fibroblast/myofibroblast proliferation, and activation with exacerbated
deposit of extracellular matrix (ECM) resulting in the gradual destruction
of the lung architecture (Selman et al., 2001; King et al., 2011). In this
sequence of pathological events, fibroblasts/myofibroblasts are usually
organized in a distinctive foci and it has been suggested to be resistant to
apoptosis (Kazufumi et al., 1997).

IPF is a multifactorial disease that likely results from complex
interactions between genetic and environmental factors (Taskar &
Coultas, 2006) (Fingerlin et al., 2013). The most important environ-
mental risk factors are cigarette smoking and exposure to metal and
wood dust, while several gene variants associated with host defense,
cell-cell adhesion, and DNA repair contribute to IPF risk. Importantly,
IPF occurs in middle-aged and elderly adults and the incidence and
prevalence increase markedly with each decade of life; actually, two-
thirds of patients with sporadic IPF are older than 60 years at the time
of presentation with a mean age of 66 years at the time of diagnosis
(King etal, 2011) (Raghu etal, 2006). Likewise, patients with
familial IPF display autosomal dominant inheritance with age-
dependent penetrance, and abnormally short telomeres have been
observed in both familial IPF with telomerase mutations and sporadic
IPF (Armanios & Blackburn, 2012). Importantly, telomerase deficiency
and telomere attrition trigger telomere dysfunction-mediated alveolar
stem cell replicative senescence, thereby driving pulmonary premature
aging, reducing the regenerative capacity, and increasing myofibrob-
last activity and fibrosis (Chen et al., 2015). Furthermore, senescence
of alveolar epithelial cells and fibroblasts has been found in this
disease strengthening the mechanistic links between telomere short-
ening, cell senescence, and IPF (Minagawa et al., 2011; Hecker et al.,
2014).

Although age is a determinant factor of the pathogenesis of IPF, the
molecular mechanisms of the aging process that influence the suscep-
tibility to develop this disease and its clinical progression are still
uncertain (Selman et al., 2010; Selman & Pardo, 2014).

Aging is characterized by increasing the risk of disease and death. In
this process, there is a progressive reduction of biological functions and
less resistance to multiple stressors. In this context, a pivotal anti-aging
pathway is autophagy (Lopez-Otin et al, 2013). Macroautophagy
(referred as autophagy) is a highly conserved process that participates
in maintaining the energy resources and quality control by degradation
of unnecessary elements. As an adaptive response, autophagy is able to
relief stressful conditions as starvation, hypoxia, endoplasmic reticulum
stress, oxidative stress, etc. (He & Klionsky, 2009). Among the sensors
that regulate autophagy, the serine/threonine protein kinase mammalian
target of rapamycin (mTOR) plays a central role in promoting growth in
the presence of nutrients and maintaining low levels of autophagy. But,
when cells are under starvation condition, mTORC1 is switched off and
autophagy is activated (Laplante & Sabatini, 2012). Importantly, it has
been recently shown that mTOR pathway drives the senescence-
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associated secretory phenotype which is suppressed by rapamycin
(Laberge et al., 2015).

There are few reports that evaluate the relationship between
autophagy and IPF and most of them agree that autophagy activity is
reduced in IPF lungs, suggesting that this decrease may contribute to the
activation of pro-fibrotic responses (Patel et al., 2012; Araya et al.,
2013; Ricci et al.,, 2013; Nho & Hergert, 2014). However, these studies
lack the corresponding age-matched controls and shelve the dynamic
connection between autophagy and apoptosis in the stress responses. In
the present study, we explored the effect of aging in autophagy activity
and its implication in the pathogenesis of IPF.

Results

Aging decreases autophagy activity in fibroblasts from
patients with IPF

To evaluate the effect of aging on autophagy, normal human lung
fibroblasts were sorted out among ‘young’ normal donors [mean+SD
29 4+ 11 years (n = 6)] and ‘old’ normal donors [67 + 7 years (n = 6)].

IPF fibroblasts were obtained from 6 patients with a mean age of
66 =+ 4 years (Table S1).

Autophagy flux involves a dynamic autophagosome formation and
degradation that can be estimated by monitoring the protein levels of
LC3 in the presence and absence of lysosomal inhibitors (Tanida et al.,
2005). LC3 has two forms in the cell: LC3-I in the cytosol and LC3-II
which is associated specifically with the autophagosome membrane.
We cultured the fibroblasts from the three groups in the presence of
the lysosomal inhibitor, chloroquine (CQ), to determine the level of
autophagy through the amount of LC3-Il. Figure 1A exemplifies a
representative Western blot of one young, one old, and one IPF cell
lines. Figure 1B represents the densitometric analysis of three different
cell lines for each condition showing the steady-state LC3-Il levels and
the LC3-Il flux. A significantly higher LC3-Il flux was observed in
normal young human lung fibroblasts compared to normal old and IPF
fibroblasts after 24 h of CQ treatment (P < 0.05).

Another marker of autophagy is p62, an autophagic cargo involved
in the recognition of aggregated proteins. No significant differen-
ces were observed in the p62 steady-state levels or in p62 flux
(Fig. 1A,B).

Fig. 1 Aging decreases autophagy flux in IPF fibroblasts. (A) Western blots of LC3 and p62 after 24 h with/without chloroquine treatment (20 pM) in human
fibroblasts derived from young, old, and IPF lungs. B-actin was used as a loading control. (B) Densitometric analysis representing LC3-Il and p62 steady-state and flux
levels. Each bar represents the mean =+ SD of 3 different lines of lung fibroblasts. (C) Fluorescence microscopic images show LC3 and p62 distribution. Baculovirus infection
of LC3-GFP and p62-RFP in human fibroblasts from young, old, and IPF lungs under basal conditions and after 24 h with chloroquine treatment (20uM). Hoechst was
added to nuclei stain. LC3 and p62 puncta were quantified in D; each bar represents the mean + SD of 3 different cell lines for each group (n > 30). *P < 0.05,

*kp < (0.01 two-tailed Student’s t-test.

© 2016 The Authors. Aging Cell published by the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd.



Table 1 Changes in the expression of autophagy-related genes with aging*

Gene symbol Fold regulation p value
AKT1 4.2 0.045
BCL2L1 2.6 0.023
ATG4B 2.5 0.025
HSP90AA1 2.4 0.019
ATG12 2.3 0.020
CASP3 =21 0.026

*Complete list in Table S2.

Autophagy was further examined using GFP-LC3 and RFP-p62
expressed in a baculovirus expression system. Recombinant proteins
expressed in the three different groups of primary human lung
fibroblasts showed similar levels of autophagosomes at steady state.
After 24 h of CQ treatment, young fibroblasts displayed significantly
higher number of autophagosomes compared to old fibroblasts (Fig. 1C,
D). Fibroblasts from patients with IPF showed significantly less LC3-II flux
compared to those of normal controls of the same age as shown for
levels of LC3 puncta per cell (Fig. 1C and D). p62 flux measured by this
method was significantly lower in old and IPF fibroblasts compared with
young fibroblasts although no differences were detected between them.
In Fig. S1, we show that fibroblasts from IPF seem to have an incomplete
colocalization of p62 with LC3, suggesting that p62 is accumulating out
of the autophagosome which might explain the lack of difference in
total p62 among old and IPF fibroblasts. However, no quantification was
performed.

In addition, expression profile of autophagy-related genes through
Profiler PCR Array Human Autophagy revealed that lung fibroblasts from
‘old’ normal donors have upregulated genes with an inhibitory effect on
the autophagy pathway compared with young fibroblasts such as AKT,
BCL2L1 (Morselli et al., 2009) (Table 1; the complete list of genes are
shown in Table S2). Therefore, in human fibroblasts, aging is related to
defective autophagy. The inhibitory effect of aging in autophagy was
confirmed in old mice (24 months) lung fibroblasts compared to younger
(2 months) counterparts (Fig. S2).

Aging decreases starvation-induced autophagy through
mTOR activity in fibroblasts from patients with IPF

Starvation is the most potent inducer of autophagy (Galluzzi et al.,
2014), and accordingly, we used starvation to analyze LC3 turnover.
Initially, we examined starvation at 0, 30, and 60 min with and without
inhibitors of proteases. We choose for our experiments 1-h starvation.
Figure 2A illustrates a representative immunoblot of basal and starva-
tion conditions with inhibitors. The basal and starvation levels without
inhibitors (data not shown) were considered for the graphical represen-
tation (Fig. 2B). Under these conditions, LC3-Il flux was significantly
higher in young fibroblasts, compared with old and IPF fibroblasts.
Autophagy induction follows an inverse correlation with the activity
of mTOR complex 1. mTOR directly prevents autophagy activation
through phosphorylation of Ser 758 in ULK1 (Kim et al., 2011). This
phosphorylation was evaluated to explore the mechanism by which
fibroblasts derived from old individuals and IPF patients show decreased
induction of autophagy. At baseline, although phosphorylation is
present in young, old, and IPF fibroblasts, after 1 h of starvation, this
phosphorylation was inhibited in young fibroblasts, while it was
maintained in old and IPF fibroblasts (Fig. 2C-D). These findings suggest
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that in these fibroblasts, mTOR activation persists as also demonstrated
by phosphorylation of (T389) S6K1 (Fig. 2C—E). The deficiency in mTOR
inhibition might be responsible for the decrease in autophagy flux
observed in old and IPF fibroblasts, and corresponds to a failure of
adaptation to stress, as it has been observed in other diseases associated
with aging (Johnson et al., 2013). The phosphorylation of (5235/236) S6
was reduced in young but also in the group of old fibroblasts, suggesting
a possible delay in the inactivation of mTOR pathway. No changes were
observed in IPF fibroblasts (Fig. 2C-F).

Fibroblasts from patients with IPF show a persistent
activation of mTOR, which contributes to apoptosis
resistance

Next, we investigated the effect of increased exposure time of starvation
on mTOR pathway in old and IPF fibroblasts. As previously shown, at 1 h
of starvation mTOR activity determined by phosphorylation of S6 was
abolished in young fibroblasts. At 6 h under these conditions, complete
abrogation of mTOR activity was observed in old normal fibroblasts, but
not in IPF-derived cells, which exhibited a persistent activation even at
24 h of starvation (Fig. 3A-B). mTOR is a key regulator in the adaptation
to nutrients stress and persistent mTOR activity under nutrient depriva-
tion can mediate changes in cell survival. Microscopic observation of
fibroblasts suggested that prolonged exposure to starvation induces cell
death in young and old normal fibroblasts, but not in IPF fibroblasts
(Fig. 3C). The decreased apoptotic response in IPF fibroblasts was
confirmed by TUNEL assay and activity of caspases 3/7 after starvation.
As illustrated in Fig. 4A,B, young and old fibroblasts showed abundant
apoptotic positive signal, whereas the signal was almost undetectable in
IPF fibroblasts. Paralleling these results, the activity of caspase increased
in a time-dependent manner in young and old but not in IPF fibroblasts
(Fig. 4C).

mTOR inhibitors modify starvation-induced autophagy in old
and IPF fibroblasts

mTOR complexes 1 and 2 regulate the starvation-stress response.
mTORC1 activation increases protein translation and other anabolic
processes with direct inhibition of autophagy (Galluzzi et al., 2014).
mTORC2 regulates Akt, SGK1, and PKCa (Laplante & Sabatini, 2012).
Evidence indicates that there is a feedback between both complexes.
Rapamycin is an allosteric inhibitor of mMTORC1 and PP242 is a new drug
with potent and selective inhibitory effect on ATP domain of mTOR that
suppresses its activity in both complexes (Lamming et al., 2013).

The effect of both inhibitors was analyzed through the phosphory-
lation of S6K1 and S6 in IPF fibroblasts. When treated with rapamycin for
24 h, IPF fibroblasts displayed a modest reduction of mTOR activity,
while PP242 showed a marked effect as demonstrated by the strong
decrease in phosphorylation of S6K1 and S6 (Fig. S3).

Treatment with the pharmacological inhibitors on the autophagy
activity corroborated that under starvation, fibroblasts from young lungs
exhibited an increase in the LC3-ll/B-actin and in LC3-II/LC3-I ratios.
Similar results were observed with the pretreatment of rapamycin,
PP242, and mainly with the combination of both (Fig. 5A,B). The
noticeable decrease in LC3-Il/B-actin and LC3-Il/LC3-I ratios with the
combination of inhibitors under starvation may be explained by the
reactivation of mTORC activity as shown in Fig. S4. Old fibroblasts, as
previously demonstrated, do not increase autophagy under starvation;
however, with the pretreatment of the inhibitors, they performed a
similar response as young fibroblasts (Fig. 5C-D). In the case of IPF
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Fig. 2 Aging prevents autophagy induction mediated by mTOR pathway. Autophagy and mTOR pathway activity were examined in human fibroblasts derived from
young, old, and IPF lungs. (A): Representative Western blot of LC3 and B-actin as loading control, under basal conditions and after 1 h of starvation with inhibitors
of proteases (IP). (B) Densitometric analysis showing steady-state levels and LC3-II flux. Each bar represents the mean =+ SD of 6 different lines of lung fibroblasts. *P < 0.05
two-tailed Student’s t-test. The activity of mTOR complex 1 was examined by the phosphorylation of ULK1, S6K1, and S6. (C) Immunoblots of p(S758)ULK1, ULKT,
p(T389)S6K1, S6K1, p(S235/236)S6, S6 at baseline and after 1 h of starvation. (D, E, F) Densitometric analysis of the phosphorylation ratio of ULK1, S6K1, and S6 shown
in C. Each bar represents the mean + SD of 3 different cell lines for each group in D and E and 6 different cell lines for each group in F. *P < 0.05, **P < 0.01 two-tailed

Student’s t-test.

fibroblasts, which are unable to increase autophagy under starvation,
pretreatment with the inhibitors mainly with the combination of both
and starvation resulted in an increase in LC3-II/B-actin and in LC3-1I/LC3-I
ratios (Fig. 5E-F). By contrast to young and old fibroblasts, mTORC
activity in IPF fibroblasts was not reactivated with the combination of
rapamycin plus PP242 under starvation (Fig. S4).

mTOR pathway inhibitors modify the apoptotic response in
IPF fibroblasts

Next, we evaluated whether the decreased apoptotic response observed
in IPF fibroblasts as shown in Fig. 4 was affected by mTOR inhibitors.
After 6-h starvation, the inhibition of mTOR with PP242 alone or in
combination with rapamycin induced an increase in the number of cells
showing positive apoptotic signal by TUNEL (Fig. 6A), while on basal
nonstarving conditions, no differences were observed (Fig. 6B). Likewise,
a significant increase in caspase 3/7 activity in IPF fibroblasts was
detected after 6 h of starvation, mainly with the combination of PP242
and rapamycin (Fig. 6C), whereas no differences were noticed under
basal conditions (Fig. 6D). Rapamycin alone induced a marginal but
nonsignificant increase in these caspases.

Discussion

Aging is not a disease itself, but the biological processes that change
with age have a crucial role in numerous chronic degenerative diseases
(Kennedy et al., 2014). One common feature in age-related diseases
such as cancer, cardiovascular disorders, and neurodegenerative
diseases is autophagy dysfunction (Rubinsztein et al., 2012; He et al.,
2013). Moreover, there is growing evidence supporting that autophagy
deficiency recapitulates aging phenotype (Cuervo et al., 2005; Rubin-
sztein et al., 2011).

In lung diseases, aging increases morbidity and mortality of chronic
obstructive pulmonary disease, pneumonias, and IPF, but the involved
mechanisms are not fully elucidated (Ryter & Choi, 2010; Selman &
Pardo, 2014; Thannickal et al., 2015). Along this line, IPF is the
prototype of age-associated disease since usually occurs in individuals
older than 50 years old, and increases remarkably with aging (Gribbin
et al., 2006; Raghu etal, 2011). Actually, aging is the higher
demographic risk factor for IPF. Several mechanisms seem to be
implicated, but all of them have been revealed in alveolar epithelial
cells including abnormal shortening of telomeres, genomic instability,
and senescence (Selman & Pardo, 2014). More recently, we have
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Fig. 3 IPF fibroblasts exhibit a persistent activation of mTOR. mTOR pathway activity was examined in normal lung fibroblasts sorted by age and IPF fibroblasts after
starvation. (A) Representative Western blot of p(5235/236)S6, S6, and B-actin as a loading control in fibroblasts exposed for different hours of HBSS media to induce
starvation. (B) Densitometric analysis of the immunoblot showing the phosphorylation of S6. Each bar represents the mean + SD of 6 different cell lines for each group in the
time 0 and 1 h; and 3 different cell lines for each group in the time 6 and 24 h. **P < 0.01 two-tailed Student'’s t-test. (C) Representative micrographs of cells from young,

old, and IPF fibroblasts at baseline and after 24 of starvation.

shown that mitochondrial dysfunction associated with PINK1 deficiency
in alveolar epithelial cells with age and ER stress promotes fibrosis
(Bueno et al., 2015). However, the effect of aging in IPF fibroblasts
remains unclear.

In this context, the present study was designed to examine the
putative role of aging in autophagy on normal lung fibroblasts as well as
on IPF fibroblasts. We found that aging inhibits autophagy of human and
mouse lung normal fibroblasts. However, we observed few differences
between old and IPF fibroblasts exemplified by the detection of LC3
puncta per cell. Compared with old normal lung fibroblasts, IPF
fibroblasts showed less amount of autophagosomes with a possible
improper p62 localization. Under stress conditions, mTOR pathway in old
fibroblast stays active for a longer period which was even more
accentuated in IPF fibroblasts. This persistent activity in IPF cells match
with an increased resistance to apoptosis.

Autophagy flux is critical to maintain cell homeostasis. Our results
show that aged normal lung and IPF fibroblasts have a dysfunction in
autophagy activity. On basal conditions, some cases of old and IPF
fibroblasts have an interrupted autophagy flux. When accumulation is
induced, there is less activity of autophagy in old and IPF fibroblasts,
analyzed by two different methods and confirmed in lung fibroblasts

from aging mice. In addition, genes that participate in the regulation of
autophagy are dysregulated in old fibroblasts. For example, AKT, which
is involved in activation of mTOR, and BCL2L1 that sequesters beclin 1,
are overexpressed in old fibroblasts with a negative regulation of
autophagy (Shaw & Cantley, 2006; Maiuri et al., 2007). The upregula-
tion of ATG4b in old fibroblasts, which is involved in lipidation of LC3,
may represent a ‘compensatory’ mechanism that prevents fibrosis.
Actually, a recent study performed in our laboratory demonstrates that
ATG4b has a protective role in experimental fibrosis (Cabrera et al.,
2015).

Hormesis is a beneficial approach because it engages in the
protective mechanisms to overcome stress (Matus et al., 2012). For
instance, caloric restriction has been reported that increases longevity
mediated by autophagy (Kroemer, 2015). Based on these studies, we
induced stress by a short period of starvation. We found that young
fibroblasts show the expected increase in autophagy activity and
inhibition of mTOR activity, while old and IPF fibroblasts showed
persistent activation of mTOR and amelioration of autophagy.
Interestingly, the phosphorylation of (S235/236) S6 was reduced in
old fibroblasts, from the first hour of starvation and abolished at 6 h,
suggesting a possible delay in the inactivation of mTOR pathway. In
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Fig. 4 IPF fibroblasts show diminished induction of apoptosis after starvation. Normal human lung fibroblasts sorted by age and IPF fibroblasts were exposed to HBSS media
to evaluate the induction of apoptosis. (A) Detection of apoptotic cells using TUNEL stain and DAPI for nuclear staining in fibroblasts exposed to 6 h of starvation. (B)
Percentage of TUNEL-positive cells adjusted by the total number of cells quantified by DAPI. Each bar represents the mean + SD of 3 different cell lines in each group
(n > 150 cells per group). *P < 0.05, **P < 0.01 two-tailed Student’s t-test. (C) Activity of caspases 3/7 under basal conditions (0) and after 1, 3, and 6 h of starvation. Data
are expressed as mean =+ SD of 3 different cell lines from two independent experiments. *P < 0.05, two-tailed Student’s t-test.

sharp contrast, IPF-derived cells exhibited a persistent activation of
mTOR even at 24 h of starvation which may contribute to apoptosis
resistance.

Pretreatment with rapamycin, PP242, or in combination resulted in an
increase in autophagy in young, old, and IPF fibroblasts. While rapamycin
had a modest inhibition of mTOR pathway, PP242 or the combination of
both inhibitors showed a stronger effect. PP242 is a novel and specific
ATP competitive inhibitor of mTOR kinase that is a dual inhibitor of
TORC1 and TORC2 and inhibits more efficiently TORC1 than rapamycin
(Feldman et al., 2009). Further studies are necessary to investigate the
specific mTOR complex involved.

Autophagy and apoptosis are processes interconnected in stress
responses. Normally under stress, these processes have a synchronous
response with an early autophagic stage and a late apoptotic stage
(Marino et al.,, 2014). Following this approach, apoptosis was deter-
mined under prolonged starvation. Remarkably, IPF fibroblasts displayed
persistent activation of mTOR pathway that confers them resistance to
apoptosis.

Altogether, our results suggest that in IPF fibroblasts, both processes
decreased autophagy activity and increased resistance to apoptosis may
be linked. Thus, when mTOR activity was inhibited, autophagy was
increased and also apoptosis, and moreover, stronger increase in
autophagy was accompanied by stronger induction of apoptosis.
However, as regulation of autophagy and death are both downstream
of mTOR, we cannot rule out that these two processes might not be
mechanistically linked.

It is well known that autophagy and apoptosis cross-regulate each
other, usually in an inhibitory manner. Thus, autophagy reduces the
susceptibility of cells to undergo apoptosis, while apoptosis suppresses
autophagy (Mattiolo et al, 2015). However, there are also several
examples in which the induction of autophagy facilitates the activation
of apoptosis, and our findings suggest that this is what occurs in IPF
fibroblasts.

We propose that this failure in the response to starvation could play a
key role in the pathophysiology of IPF which is characterized by the
persistence of the fibroblasts organized in the fibroblastic foci. These foci
represent sites of active fibrogenesis and are critical for the fibrotic
progression. Actually, the decrease in intracellular degradation by
autophagy and the interruption of apoptosis both mediated by aberrant
activation of mTOR pathway are consistent with the IPF fibroblast
phenotype. Supporting the notion that decreased autophagy activity
contributes to fibrosis, we have found that knockout mice for MMP-19,
when exposed to bleomycin instillation, develop a stronger lung fibrotic
response with the formation of fibroblasts foci. These fibroblasts
exhibited a decrease in the expression of Atg4c, other member involved
in autophagy stress response that has been associated with aging
(Fernandez & Lopez-Otin, 2015; Jara et al., 2015).

Altogether, our results indicate that age is a determinant factor in the
autophagy response of lung fibroblasts. Our data support that age-
related deficiency in adaptive responses to stress, together with an
increased resistance to apoptosis of IPF lung fibroblasts, mediated by
mTOR activity, enhances the vulnerability to lung fibrosis.
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Fig. 5 Effect of rapamycin (20 nM) and/or PP242 (1uM) for 24 h on autophagy activity in the three groups of lung fibroblasts (young, old, and IPF). The effect on autophagy
with and without starvation was evaluated by Western blot for LC3 using B-actin as a loading control in young (A), old (C), and IPF-derived fibroblast (E). (B, D, F)
Densitometric analysis of LC3Il Western blots presented in A, C, and E. Each bar represents the mean + SD of 2 different cell lines for each group.

Experimental procedures

Human lung fibroblasts culture

The study was approved by the University of Pittsburgh Institutional
Review Board and. Lung tissues from normal controls were provided by
the PACCM Bio-Bank and Instituto Nacional de Enfermedades Respira-
torias (INER) under protocols approved by the University of Pittsburgh
Institutional Review Board and the ethics committees of INER with a
written informed consent obtained from all participating individuals.
Lung fibroblasts were insolated by enzymatic dispersion with trypsin
(Sigma-Aldrich). Cells were grown with Ham’s F-12 (Gibco) add 10%
FBS (Gibco) at 37 °C in an atmosphere of 95% air and 5% CO, until
reaching early confluence from the passage 4 to 8.

Reagents

To induce starvation, cells were incubated in Hank's balanced salt solution
(HBSS) (Gibco). Protease inhibitors (Sigma-Aldrich) 1:500 or chloroquine
(Sigma-Aldrich) 20uM were used to induce the accumulation of
autophagosomes. Rapamycin 20 nM (Sigma-Aldrich) and/or PP242 1uM
(Sigma-Aldrich) were used to inhibit mTOR complexes 1 and 2.

Western blot

Proteins were extracted using RIPA (Sigma), and 20ug of total protein
was used for electrophoresis in a polyacrylamide gel. Proteins were

transferred to PVDF membrane and blocked for 1 h. Primary antibodies
for LC3 (Sigma), P62 (Abcam), p(S758)ULK1, ULK1, p(T389)S6K1, S6K1,
p(5235/236)S6, S6 (cell signaling), and beta-actin as loading control
(Sigma) were incubated overnight. Finally, secondary antibodies (Licor)
and Odyssey scanner (Licor) were used. Quantification was performed
using ImageJ software (NIH).

Quantitative PCR (qPCR)

About 5ug of total RNA was isolated with Trizol (Sigma), according to the
manufacturer’s instructions. cDNA synthesis and genomic DNA elimina-
tion were done with RT? First Strand Kit (Qiagen). Gene expression
analysis was performed using RT? Profiler PCR Array Human Autophagy
(Qiagen) with 84 autophagy-related genes simultaneously with CFX96
Real Time PCR System (Bio-Rad). Data analysis was based on the 2747
method with normalization of the housekeeping genes.

Analysis of autophagy activity by fluorescence microscopy

Cells were incubated overnight with a baculovirus for LC3B-GFP and p62-
RFP (Premo™ Autophagy Sensors, Invitrogen). To induce the accumulation
of autophagosomes, CQ (20uM) was used for 24 h. The micropho-
tographs were taken of live cells with an inverted epifluorescence
microscope (eclipse, NIKON) with an objective PlanFLUO 60X. Quantifi-
cation was performed using NIS software (Nikon), and LC3 intense dots
were quantified for each cell and plotted as the average of 5 photos of two
independent experiments per cell line (n > 30 cells per group).
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Fig. 6 mTOR pathway inhibitors increase the apoptotic response in IPF fibroblasts. Detection of apoptotic cells using TUNEL stain and DAPI for nuclear staining under 6 h
of starvation (A) and basal conditions (B). (C, D) Activity of caspases 3/7 with and without starvation in IPF fibroblasts. Data are expressed as mean + SD of

2 different lines of IPF fibroblasts. *P < 0.05, two-tailed Student’s t-test.

Apoptosis

The cells were incubated with HBSS (Gibco) to induce starvation.
Number of apoptotic cells was determined with TUNEL stain. Cells were
fixed with 1% paraformaldehyde and ApopTag kit (Millipore) was used
according to manufacturer’s instructions. Nuclear stain was through
VECTASHIELD mounting media with DAPI (Vector). The micropho-
tographs were taken using ZOE™ Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad).
Positive cells for TUNEL and DAPI were quantified and plotted as the

average of 5 photographs of two independent experiments per cell line
(n > 150 cells per group).

Caspase 3/7 activity assay

The activity of caspases 3 and 7 was evaluated using the caspase-glo 3/7
assay (Promega) according to the manufacturer’s instructions. Briefly,
the luminescent substrate is released by the cleavage of caspases and the
luminescent signal was measured in a GloMax luminometer (Promega).

© 2016 The Authors. Aging Cell published by the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd.



Statistical analysis

Two-tailed Student’s t-test was used to determine statistical significance.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found online in the supporting
information tab for this article:

Fig. S1 IPF fibroblasts show an incomplete LC3 and p62 colocalization after
chloroquine treatment. Fluorescence micrographs of baculovirus infection of

LC3-GFP and p62-RFP in the three groups of fibroblasts after chloroquine
treatment (20uM). Hoechst was added to nuclei stain.

Fig. S2 Aging decreases autophagy markers in lung fibroblasts from old
(24 months) compared with young (2 months) mice. Western blots of
LC3, p62, Atg5, Beclin-1 after 1 h of starvation or chloroquine treatment
(20uM) (A). (B): Same treatment for 24 h. B-actin was used as a loading
control. Densitometric analysis of (A) and (B) blots are showed in C and D,
respectively. Each bar represents the mean + SD of two different cell
lines.

Fig. S3 Rapamycin and/or PP242 reduce the activity of mTOR in IPF
fibroblasts. (A) Fibroblasts from IPF patients were stimulated with rapamycin
(20 nM) and/or PP242 (1uM) for 24 h and the activity of mTOR complex 1
was examined by Western blot through the phosphorylation of (T389) S6K1
and (S235/236) S6. (B, C): Densitometric analysis. Each bar represents the
mean + SD of 3 different cell lines for each group. * P < 0.05 two-tailed
Student’s t-test.

Fig. S4 Effect of rapamycin plus PP242 and starvation on mTOR activity in
young and IPF fibroblasts. Fibroblasts from young lungs (A) and IPF patients
(B) were stimulated with rapamycin (20 nM) and PP242 (1uM) for 24 h with
and without starvation and the activity of mTOR complex 1 was examined by
Western blot through the phosphorylation of (5235/236) S6.

Table S1 Age and sex of enrolled subjects and patients with IPF.

Table S2 Changes in the expression of autophagy-related genes with aging
(complete list).

Data S1 Supplementary experimental procedures.
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