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RESUMEN

La neumonitis por hipersensibilidad (NH) es una de las enfermedades pulmonares intersticiales
més frecuentes, puede ser desarrollada en personas de todas las edades, mas frecuentemente en
personas con edad laboral ya que se trata de una enfermedad ocupacional. Puede ser desencadenada
por mas de 300 antigenos que son capaces de llegar al epitelio pulmonar y desencadenar una
reaccion de hipersensibilidad de tipo 111 o IV en individuos susceptibles genéticamente. Entre los
agentes etioldgicos se encuentra Saccharopolyspora rectivirgula el agente causal de la enfermedad
del granjero. La NH se clasifica en dos categorias: la NH aguda / inflamatoria y la NH cronica /
fibrética. Por otro lado, se ha descrito que la autofagia, un proceso de degradacion intracelular, esta
involucrada en el desarrollo de diversas patologias pulmonares como asma, cancer, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica y fibrosis pulmonar idiopatica, sin embargo, los estudios de su
posible participacion en la NH son escasos, por ello en esta tesis, como una primera aproximacion,
se evalud la localizacién celular por inmunohistoquimica de las proteinas LC3B y p62,
involucradas en la maquinaria de autofagia, en un modelo animal de NH inicial y avanzado
inducido por S. rectivurgula desarrollado en raton (Mus musculus). Se encontro la presencia de
estas proteinas en mayor abundancia en células inflamatorias, principalmente en neutrofilos y
macrofagos, aunque también en el epitelio bronquial y algunas células mesenquimales,
especificamente para p62. Estos resultados sugieren que el proceso de la autofagia podria estar
involucrado en el desarrollo de NH y nuestros hallazgos abren nuevas rutas de investigacion para

esta patologia.



1. INTRODUCCION

1.1. ESTRUCTURA PULMONAR
El sistema respiratorio, es un complejo multicelular que se vincula intimamente con el sistema

cardiovascular para lograr el intercambio gaseoso. Se puede dividir en la zona conductora y la zona
respiratoria, la primera consta de las vias respiratorias que transportan los gases dentro y fuera de
los pulmones, que incluye a la traquea, bronquios y se extiende hasta los bronguiolos terminales,
por otro lado, la zona respiratoria corresponde al parénquima pulmonar que incluye bronquiolos
respiratorios, conductos alveolares, sacos alveolares y alveolos. Las diversas regiones anatdmicas
del tracto respiratorio estan pobladas por diferentes tipos de células epiteliales, endoteliales,
mesenquimales e inmunes Unicas, criticas para el funcionamiento de cada compartimento. Hay
principalmente células ciliadas, células club, células caliciformes y células basales en la traquea y
el epitelio bronquial, mientras que los bronquios mas pequefios estan compuestos por células
ciliadas, células club y células neuroendocrinas en los puntos de ramificacion (Figura 1) (Brune et
al., 2015; Treuting et al., 2018; Wu & Song, 2020).

En los alvéolos hay dos linajes primarios de células en el epitelio: las células del epitelio alveolar
tipo 1 0 AT1 (del inglés, Alveolar Type I cell) y tipo 2 o AT2 (del inglés, Alveolar Type 11 cell)
(Figura 1). Las células AT1 cubren el 95% de la superficie alveolar y estan yuxtapuestas con el
plexo capilar, son células planas muy delgadas, morfologia esencial para el intercambio gaseoso y
estan unidas entre si y a otras células por uniones ocluyentes. Las AT2 son células cubicas
secretoras que estan dispuestas entre las AT1 (Figura 1), tienen tendencia de congregarse en
uniones septales y son las responsables de generar el surfactante pulmonar, que esta formado por
una mezcla de lipidos y proteinas que se colocan en la interfaz alveolar aire-liquido y reducen la
tensién superficial de la fina capa de agua que cubre el epitelio pulmonar, logrando una reduccion
en el trabajo respiratorio y la prevencion del colapso alveolar (Figura 2b). Las células AT2 pueden
actuar tanto como una poblacién de células madre autorrenovables como en la regeneracion de
células AT1 después de una lesion en el pulmon adulto (Basil et al., 2020; Pawlina, 2017; Lopez
& Perez 2014).
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Figura 1. Estructura pulmonar y tipos de células. El pulmén esta formado por ramas progresivamente mas pequefias; desde la
traquea central hasta los bronquiolos. Las vias respiratorias superiores estan unidas por anillos cartilaginosos y estan revestidas
con células basales, células ciliadas y células caliciformes productoras de moco. Las vias respiratorias inferiores carecen de
cartilago y estan revestidas principalmente por células epiteliales ciliadas y células epiteliales no ciliadas. Los bronquiolos
terminales luego se dividen en conductos alveolares y finalmente alvéolos. Los alvéolos consisten en neumocitos de tipo 1y Il
(células epiteliales AT1 y AT2), una matriz extracelular rodeada de capilares, fibroblastos pulmonares y macréfagos alveolares
que escanean las vias respiratorias en busca de dafios o patégenos. Tomada y modificada de: https://ars.els-
cdn.com/content/image/1-s2.0-S2468867318300610-gr1.jpg

Los pulmones estdn expuestos al medio ambiente, encontrandose a diario con patdgenos
transportados por el aire; incluyendo particulas de polvo, humo de cigarrillo, contaminantes, virus
y bacterias. El pulmdn tiene sistemas de defensa para protegerse de esta agresion (cilios, moco y
macrofagos alveolares residentes). Sin embargo, la exposicion repetida a ciertos agentes y la falla
de los mecanismos de defensa pueden causar enfermedades pulmonares inflamatorias como la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, neumonitis por hipersensibilidad (NH) y

fibrosis pulmonar.

1.2 SISTEMA INMUNE DEL PULMON.
Los humanos tienen una frecuencia respiratoria promedio de 15 respiraciones/min y un volumen

corriente promedio de 500 ml, los pulmones estan expuestos a mas de 10,000 L de aire ambiental

por dia. El aire inspirado consiste en una mezcla compleja de gases con cantidades variables de
3
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particulas que incluyen polvos organicos e inorganicos, polen, bacterias y virus, ademas de
contaminantes, oxidantes y toxinas, esto provoca que el tracto respiratorio esté expuesto a agentes
patdégenos y nocivos desde los conductos nasales hasta los alvéolos (Figura 2a); las estructuras
anatomicas que constituyen las vias respiratorias conductoras y el epitelio pulmonar desempefian
funciones distintas en la defensa innata de los pulmones y la diversidad de células epiteliales que
recubren el tracto respiratorio contribuyen de manera unica a la homeostasis pulmonar, sin embargo
las particulas de 1 um de tamafio o mas pequefias como bacterias, proteinas virales entre otras
pueden atravesar todas estas barreras y llegar a la superficie alveolar donde interactdan con los
componentes solubles y celulares responsables de la inmunidad del pulmén (Whitsett & Aleghat,
2015; Riches & Martin, 2018).

A nivel celular, la inmunidad innata esta mediada principalmente por las funciones coordinadas de
las vias respiratorias y las células epiteliales alveolares, macrofagos residentes, neutréfilos
reclutados y monocitos que responden inmediatamente al material inhalado. Por otra parte, el
sistema inmunitario adaptativo, que esta compuesto principalmente por linfocitos T, linfocitos B y
celulas presentadoras de antigenos (APC, del inglés Antigen Presenting Cell), responde mas
lentamente pero con una especificidad considerablemente mayor y con el desarrollo de la memoria
inmunologica (Riches & Martil, 2018).

El epitelio respiratorio y otras células pulmonares secretan una variedad de polipéptidos que
cumplen funciones de defensa, ademéas de crear mdltiples barreras mediadas por productos
secretorios como el glucocalix, las superficies de membrana y las proteinas de union intercelular
como claudinas, conexinas, paranexinas, cadherinas y proteinas de la zona ocluyente. Los
componentes solubles de las vias respiratorias y los fluidos alveolares tienen un papel importante
en la inmunidad innata de los pulmones. En las vias respiratorias conductoras, los componentes de
los fluidos incluyen lisozima, que es litica para muchas membranas bacterianas; lactoferrina, que
excluye el hierro del metabolismo bacteriano; IgA e 1gG; defensinas, que son péptidos
antimicrobianos liberados por leucocitos y células epiteliales respiratorias. Las proteinas del
complemento y las proteinas asociadas al surfactante sirven como opsoninas microbianas
adicionales. Las proteinas que conforman al surfactante (SP-A, SP-B, SP-C y SP-D) ejercen un rol
importante en la inmunidad innata del pulmoén, la SP-A y SP-D son miembros de la familia de las
colectinas, sus dominios tipo lectina carboxi-terminales se unen con especificidad variable a una
diversidad de patrones moleculares asociados a patdogenos o PAMP (del inglés Pathogen-

Associated Molecular Patterns), incluidas las superficies de carbohidratos complejos de virus,



patogenos bacterianos, fangicos y toxinas asociadas, estas proteinas pueden regular las actividades
de macrofagos, neutrofilos y linfocitos, potenciando la opsonizacion y destruccion de patégenos.
La mielina tubular es un complejo lipido-proteina que alberga otras proteinas de defensa innatas,
incluidas la lisozimay la SP-C que tiene distintas actividades antivirales y antimicrobianas ademas
de su capacidad de mejorar la actividad tensoactiva (Figura 2). La SP-B, una proteina catidnica,
ademas de su rol en la funcidn tensoactiva también mejora la destruccion de bacterias a pH acido
dentro de los macréfagos alveolares (Brune et al., 2015; Whirsett & Alenghat 2014; Martin &
Frevert, 2005).
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Figura 2. Inhalacion de particulas organicas e inorganicas y organizacion del surfactante. El tracto respiratorio esta expuesto
a agentes patégenos y nocivos que pueden llegar hasta los sacos alveolares, el epitelio alveolar estd compuesto por células
alveolares de tipo | y tipo 11, ests Ultimas secretan el tensoactivo, formando una capa de tensoactivo en la interfaz aire-liquido y
la mielina tubular, un complejo lipido-proteina constituido por proteinas de defensa innatas, incluidas la lisozima y la SP-C que
tiene distintas actividades antivirales y antimicrobianas ademds de su capacidad de mejorar la actividad tensoactiva. Tomada y
modificada de: https://www.nature.com/articles/s41598-020-76332-7



Las células de las vias respiratorias y del entorno alveolar pueden detectar y responder ante PAMP
0 ante patrones moleculares asociado a dafio o DAMP (del inglés Damage-Associated Molecular
Patterns), por sus receptores de reconocimiento de patrones o PRR (del inglés Pattern Recognition
Receptor), incluida la familia TLR (del inglés Toll-Like Receptor) que, algunos de sus miembros
se encuentran en las paredes alveolares y el epitelio ciliado de las vias respiratorias conductoras,
como el TLR4 que se expresa en los AT2; otros PRR como NLR (del inglés, Nucleotide-binding
Oligomerization Domain—like Receptors), Nod1 y Nod2 también se expresan en células epiteliales
pulmonares, siendo estas sefiales esenciales para impulsar la respuesta inmunitaria. Por lo tanto, el
sistema inmunoldgico y la producciéon de quimiocinas y citocinas sirven de manera autocrino-
paracrina para modular la expresion de genes que median la defensa innata e inmunodependiente,
asi como el crecimiento celular, critico para la reparacion del parénquima después de una lesion
(Whitsett & Alenghat, 2014).

Los macrdfagos alveolares representan aproximadamente el 95% de los leucocitos del espacio
aéreo, del 1 a 4% lo ocupan los linfocitos y solo alrededor de 1% los neutréfilos, de modo que el
macrdfago alveolar es la célula fagocitica centinela del sistema inmunitario innato en los pulmones,
su funcidn principal es la eliminacidn de microbios y particulas inhaladas, asi como la eliminacion
el surfactante pulmonar contribuyendo a la homeostasis, también ayudan a suprimir el desarrollo
de respuestas inflamatorias e inmunes inapropiadas (Richies & Martin, 2018; Martin & Frevert,
2005).

Los granulocitos como neutrofilos y eosindfilos también participan en la inmunidad innata del
pulmon, los eosinofilos se activan en respuesta a mediadores proinflamatorios (Figura 3) y migran
a los pulmones donde liberan una serie de mediadores y proteinas granulares citotoxicas que causan
dafio e inflamacidn tisular; por su parte la migracion de los neutréfilos depende de la integrina
CD11b / CD18 en su superficie que reconoce al ligando ICAM-1 en la superficie endotelial, en el
pulmon existen mecanismos dependientes de CD18 como independientes; una vez en los espacios
aereos lo neutrofilos ingieren bacterias y hongos que han sido opsonizados por el complemento y
las inmunoglobulinas que se acumulan en los espacios aéreos en los sitios de inflamacién. Los
neutrdfilos tienen mecanismos efectores para matar bacterias y hongos, incluida la produccion de
oxidantes, proteinas microbicidas en granulos azuréfilos primarios y trampas extracelulares
(Michaeloudes et al., 2020; Richies & Martin 2018).

Los monocitos tienen el potencial de migrar a tejidos inflamados y diferenciarse en macréfagos.

Los monocitos reclutados tienen importantes actividades proinflamatorias y de defensa del



huesped, incluida la destruccion de microbios y la amplificacion de la inflamacion, pueden matar

microbios con especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Richies & Martin 2018)
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Figura 3. Expresion de citocinas en células inflamatorias. Representacion esquematica de varias células inflamatorias y las
diferentes citocinas que expresan. Los principales componentes de la inmunidad celular son los macroéfagos, los monocitos, las
células dendriticas, los neutrdfilos, linfocitos T y B. Tomada y modificada de https://www.mdpi.com/ijms/ijms-20-
06008/article_deploy/html/images/ijms-20-06008-g001.png

1.3 NEUMONITIS POR HIPERSENSIBILIDAD
La neumonitis por hipersensibilidad (NH), también conocida como alveolitis alérgica extrinseca,

es una de las enfermedades pulmonares intersticiales (EPI) mas frecuentes, puede desarrollarse en
personas de todas las edades, incluidos nifios; la edad promedio al momento del diagnéstico es de
50 a 60 afios. En general, se ha observado una distribucion por sexos casi igual, pero existe
variacion segun el tipo de NH y las condiciones de exposicion, siendo la NH cronica més frecuente
en varones. Es dificil estimar con precision la incidencia y prevalencia debido al infradiagnéstico
por ausencia de criterios de diagndstico aceptados (Costabel et al., 2020). La NH se caracteriza por
la exposicion a un antigeno incitante inhalado que conduce a una reaccion inmunologica del
huésped que determina la inflamacion intersticial y la distorsion de la arquitectura pulmonar
(Leone, 2020).
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1.4  CLASIFICACION DE LA NH.
Histéricamente, la NH se clasifico en tres categorias: aguda, subaguda y cronica; esta clasificacion

se basé tanto en el comportamiento de los sintomas como en el curso de la enfermedad. Mientras
que una clasificacion propuesta recientemente, con el objetivo de resolver algunos fenotipos
compartidos entre la forma subaguda y crénica, reconoce solo dos categorias: la NH aguda /
inflamatoria y la NH cronica / fibrética (Leone, 2020).

En la NH aguda/inflamatoria los sintomas se presentan después de la exposicién al antigeno y
pueden tener una duracion de <6 meses 0 <24 semanas, a menudo es reversible y se caracteriza por
patrones radiolégicos como opacidad en vidrio esmerilado predominante en l6bulos superior y
medio, nddulos centrolobulillares poco definidos y patrones histopatologicos como infiltrados
linfoplasmociticos, mononucleares (macrofagos), linfociticos centrados en las regiones
peribronquiales, granulomas mal formados o sueltos, células gigantes multinucleadas, también se
han descrito otros patrones morfoldgicos, incluida una inflamacion intersticial relativamente
homogénea y una fibrosis que se asemeja a la neumonia intersticial inespecifica o NSIP, (del inglés
Non-Specific Interstitial Pneumonia) (Vasakova et al., 2017; Gaxiola et al., 2011); en el lavado
broncoalveolar o BAL (del inglés, BronchoAlveolar lavage), se puede ver una marcada
inflamacion neutrofilica en los pulmones de los pacientes con NH en la fase aguda, inmediato a la
inhalacion de los antigenos. La IL-8 y la citosina CCL2 estan significativamente elevadas en NH
aguda (Inoue et al., 2019). En general, hay una mejoria espontanea después de evitar el antigeno,
aunque algunos pacientes con episodios agudos recurrentes de pulmén de granjero pueden
desarrollar una enfermedad pulmonar obstructiva con enfisema centrolobulillar en lugar de fibrosis
(Selman et al., 2012).

La NH cronica es inducida por la exposicion persistente y recurrente a un nivel bajo de antigenos,
la duracion de los sintomas suele ser mayor a 6 meses, donde hay un riesgo de progresion, estos
pacientes evolucionan con frecuencia a fibrosis y finalmente mueren a causa de la enfermedad
respiratoria. En el patrén radiografico se puede observar fibrosis predominante en los I6bulos
superior y medio, fibrosis peribronquioalveolar, panal de abeja, atenuacion en mosaico,
atrapamiento de aire y nddulos centrolobulillares; se caracteriza por patrones histopatolégicos
como una fibrosis NSIP y un patrdn irregular de fibrosis periférica con distorsion de la arquitectura
y focos de fibroblastos que se asemejan a la neumonia intersticial habitual o UIP, (del inglés Usual
Interstitial Pneumonia) (Figura 4) (Vasakova et al., 2017; Gaxiola et al., 2011). Se observa una
expresion elevada de IL-6, 1L-8, IL-17 y CXCL2, FN-y, IFN-y-inducible 10 / CXC motivo ligando



10 (IP10 / CXCL10) y las citocinas Thl, estas Gltimas conocidos por contribuir a la formacion de

granulomas (Inoue et al., 2019).

Figura 4. Histologia comparativa de pulmén con NH. Comparacion de la histologia pulmonar de un individuo control (izquierda)
y un individuo con NH (derecha). Tincion hematoxilina-eosina. Del lado derecho se muestra una biopsia pulmonar de un paciente
con neumonitis fibrética por hipersensibilidad, se observa una neumonia intersticial crénica, con células gigantes peribronquiales
(flechas) que presentan cuerpos de Schaumann calcificados en su citoplasma, que son caracteristicas de un posible diagnéstico de
NH mas certero. Figura tomada y modificada de: https://www.atsjournals.org/doi/full/10.1164/rccm.202005-2032ST y
https://www.pnas.org/content/pnas/103/48/18278/F3.1arge.jpg

1.5  AGENTES ETIOLOGICOS DE LA NH.

La exposicion a factores ambientales o “inductores” en individuos predispuestos genéticamente
converge en el desarrollo de la NH. La estructura molecular Unica y la forma caracteristica de cada
inductor influyen en una respuesta inmunitaria y, por tanto, también en el fenotipo clinico de la
enfermedad. Se ha descrito mas de 300 antigenos entre ellos una amplia variedad de particulas
organicas lo suficientemente pequefias como para alcanzar los alveolos (5 pum); los antigenos
causantes incluyen hongos, bacterias, protozoarios, proteinas animales e insectos, compuestos
quimicos de bajo peso molecular y sustancias inorgéanicas que se vuelven antigénicas después de
unirse a proteinas humanas formando haptenos (Selman et al., 2012; Vasakova et al., 2019). La
exposicion a estos antigenos esta relacionada con el trabajo del paciente, es decir que se trata de
una enfermedad ocupacional, entre las més frecuentes se encuentran la enfermedad del criador de
aves que es causado por proteinas animales de fuentes como el polvo de plumas de palomas y
pericos, los excrementos y el suero de los animales; la enfermedad de granjero o agricultor que es
causado por el actinomicete Saccharopolyspora rectivirgula, Thermoactinomyces vulgaris,
Absidia corymbifera, Eurotium amstelodami o Wallemia sebi, que se encuentran en la pajay heno;

el pulmén del humidificador causada por actinomicetos termdéfilos y otras bacterias, mohos y
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levaduras, por la exposicion a humidificadores o acondicionadores de aire contaminados;
recientemente se han identificado instrumentos de viento (pulmén del instrumentista de viento)
como fuente de antigenos como Ulocladium botrytis , Mycobacterium chelonae y
Stenotrophomonas maltophilia que pueden causar NH. Otras exposiciones ambientales como la
posesion de pajaros, un jacuzzi interior, exposicion a la ropa de cama rellena de plumas, aumentan
significativamente la probabilidad de diagnostico de NH en sujetos susceptibles (Leone, 2020;
Selman et al., 2012; Morell et al., 2020; Costabel et al., 2020).

El cigarrillo tiene un papel dual, la NH parece afectar con mayor frecuencia a mujeres ancianas no
fumadoras y en general es menos frecuente en fumadores que en no fumadores. También se han
reportado varios casos en ninos y adolescentes acostumbrados a “vapear”. El humo del cigarrillo
parece tener un doble papel en la NH, por un lado parece proteger del desarrollo de la enfermedad,
pero si hay antecedentes de tabaquismo positivo empeora el pronéstico (Leone, 2020). Los
mecanismos por los que el humo del cigarrillo parece proteger de la NH no estan claros, pero los
enfoques experimentales atribuyen este efecto a la nicotina, molécula altamente lipofilica y por lo
tanto tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y causar adiccion. Este agonista
nicotinico tiene algunos efectos inmunomoduladores y antifibroticos; inhibe la proliferacion de
linfocitos, a la IL -1B, al TNF, la produccion de IL-6 e IL-12 por macrofagos, la expresion de
moléculas coestimuladoras como CD28 y CTLA-4 en células T y la proliferacion de fibroblastos
(Blanchet et al., 2004). La activacion del receptor nicotinico de acetilcolina a7 reduce la secrecion
de varias citocinas proinflamatorias por parte de los macréfagos, mientras que en los linfocitos
disminuye la reactividad de los linajes Thl y Th17, aumentando la respuesta Th2 (Nizri et al.,
2009). Cuando la NH ocurre en los fumadores, éstos pueden desarrollar un curso clinico crénico
con episodios mas recurrentes y una tasa de supervivencia significativamente menor en
comparacion con los pacientes no fumadores (Selman et al., 2012).

La sintomatologia de NH es inespecifica y se superpone con varias condiciones, caracterizandose
por dificultad para respirar, empeoramiento agudo o leve, tos seca, malestar general, fatiga, pérdida
de apetito, escalofrios, fiebre, etc. (Leone, 2020; Selman et al., 2012; Morell et al., 2020).

El primer paso para el tratamiento de la NH es evitar la exposicion al antigeno causante, esto es
eficaz principalmente en la fase temprana o aguda de la enfermedad. Otros pilares en el tratamiento

son los inmunosupresores, corticosteroides y antifibroticos (Leone, 2020).
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1.6 SUSCEPTIBILIDAD GENETICA DE LOS INDIVIDUOS Y FACTORES
AMBIENTALES.

Se ha sugerido la hipotesis de dos efectos en la etiologia de la NH, en el que la susceptibilidad
genetica preexistente o los factores ambientales (es decir, el primer impacto) aumentan el riesgo
de desarrollo de NH después de la exposicion al antigeno (el segundo impacto). La exposicion a
antigenos acttia como factor inductor y los factores genéticos o ambientales actian como factores
de riesgo promotores (Selman et al., 2012).

La predisposicion genética juega un papel importante ya que se encuentran involucrados alelos de
diversos genes. Se ha demostrado que la susceptibilidad al desarrollo de NH se ve influenciada por
el locus de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad o MHC (del inglés Major
Histocompatibility Complex) (Vasakova et al.,2019). El MHC es una region de cuatro megabases
(Mb) situada en el cromosoma 6 (6p21.3). En esta region se encuentran los genes MHC de clase |
y 11, los cuales codifican dos grupos de proteinas homologas, con estructura diferente que participan
en la presentacion del antigeno. Las moléculas del MHC de clase | presentan los péptidos a los
linfocitos T CD8+, y las moléculas de la clase Il presentan los péptidos a los linfocitos T CD4+
(Figura 5). Son tres loci responsables de codificar las moléculas de la clase | del MHC, HLA-A,
HLA-B y HLA-C y tres loci mas de la clase Il del HLA denominados HLA-DP, HLA-DQ y HLA-
DR. Estos genes se caracterizan por su nivel de polimorfismos, es decir que tienen un alto grado
de variacion alélica en un locus genético, que da lugar a una gran variedad entre individuos que
expresan alelos diferentes. En la poblacion, el nimero total de alelos del HLA con diferentes
secuencias de aminoacidos son alrededor de 5000, haciendo de este segmento el mas polimorfico
conocido en el genoma humano; estos aminoacidos determinan la especificidad de union al péptido
y el reconocimiento del antigeno por el linfocito T (Abbas et al., 2018; Gerald et al., 2021).

Se han encontrado polimorfismos en el MHC que aumentan la susceptibilidad a la NH,
principalmente en el locus del MHC clase 11, estos polimorfismos se han encontrado en diferentes
grupos étnicos; se ha asociado un aumento de los alelos HLA-DR7 (Selman, et al., 1987), HLA-
DRB1, HLA-DQB1 (Camarena et al., 2001) en pacientes con NH inducida por el antigeno aviar
en mexicanos, por otra parte, en pacientes japoneses con NH provocada por Trichosporon
cutaneum se ha observado un aumento en la frecuencia del alelo HLA-DQw3 (Ando, et al., 1989).
También se ha encontrado un aumento en los haplotipos DRB1 * 1305-DQB1 * 0301 y una
disminucién de DRB1 * 0802-DQB1 * 0402 en pacientes con la enfermedad del criador de palomas

o PBD (del inglés, Pigeon Breeders Disease) (Camarena et al., 2001).
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Se han identificado polimorfismos en los genes del transportador asociado al procesamiento de
antigenos (TAP, por sus siglas en inglés de Transporter associated with Antigen Processing)
asociados con un mayor riesgo de desarrollar NH. EI complejo TAP es un heterodimero compuesto
por TAP1 y TAP2; este complejo trasloca péptidos antigénicos del citosol al lumen del reticulo
endoplasmaético (RE), donde se cargan en moléculas del MHC de clase | (Figura 5) (Aquino et al.,
2008). Los polimorfismos en la secuencia de genes TAP resultan en sustituciones de aminoacidos
que pueden aumentar la afinidad a antigenos intracelulares, pero también pueden provocar
susceptibilidad a ciertas enfermedades, la presencia de Gly en lugar de Asp en la posicién 637
ubicada dentro del dominio de unién de ATP de TAP1 podrian contribuir a la susceptibilidad de la
enfermedad en la poblacién mexicana (Aquino et al., 2008).

Se han asociado polimorfismos en los genes del proteosoma con la predisposicion genética de la
NH. El proteosoma es un complejo enzimatico multimérico que degrada las proteinas en péptidos
intracelulares para presentarse en la via del MHC de clase I. Se sabe que el haplotipo PSMB9-RH
/ PSMB8 KQ se encuentra aumentado en pacientes con NH (Camarena et al., 2010).

También se han descrito polimorfismos en el gen de la mucina (MUC5B), en la antiproteasa
(TIMP-3-915 TIMP-3-1296), y la longitud y mutaciones en los telomeros estan relacionadas con

la susceptibilidad de la enfermedad (Vasakova et al., 2019).

1.7 RESPUESTA INMUNE Y SU RELEVANCIA EN EL DESARROLLO DE
NH.

En la respuesta inmune innata los PRR tienen dominios proteicos de reconocimiento a antigenos y
se encuentran en las células presentadoras de antigeno (APC) y se clasifican, en TLR, NLR y
dectinas miembros de la familia de receptores de lectina de tipo C (CLR del inglés, C-type lectin
family), entre otros. Algunos de los PRR que contribuyen en la al reconocimiento de antigenos tras
la inhalacion son el TLR6 que forma un heterodimero con TLR2 y reconoce diacil lipopéptidos
bacterianos y cido lipoteicoico, TLR4 que se uney es activado por lipopolisacaridos (LPS), TLR2,
que reconoce B-glicanos y zymosan de hongos, TLR9 reconoce ADN fungico (Fong et al., 2010;
Bhan et al., 2013; Higashino et al., 2016). La sefializacion a través de los PRR después conduce a
la activacion de células inmunes innatas y a la produccion de citocinas como, IL-4, Interferon- y
(IFN-y), IL-13 e IL-17, que contribuyen al desarrollo de NH frente a diferentes inductores
(Vasakova et al.,2019).
Una vez que el antigeno es reconocido y fagocitado por APC (células dendriticas y macrofagos),
es degradado en el proteosoma para expresarse en moléculas del complejo principal de
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histocompatibilidad de clase I (MHC 1) y poder ser presentados a los linfocitos CD8+ o ser
degradados en el endosoma por la catepsina para expresarse en moléculas del MHC Il y poder ser
presentados a los linfocitos CD4+ (Figura 5). Las APC inducen la diferenciacién de los linfocitos
en una variedad de subgrupos efectores, principalmente a células TH1, impulsado por la expresion
de IL-12, TNF e IFNy. La progresion de la sensibilizacion a NH requiere de la acumulacion de
células CD4+ TH1 en el pulmén, creando un microambiente proinflamatorio (Costabel et al.,
2020). El cambio a TH1 se ha asociado a la formacion de granulomas, en un modelo de
granulomatosis pulmonar en ratones, al inhibir receptores de quimioquinas Thl se atenud la
formacion de granulomas (Kishi et al., 2011), ademas, el IFNy y TNF (citosinas secretadas por
células TH1) promueven la acumulacion, activacion y agregacion de macréfagos, resultando en el

desarrollo de una inflamacion granulomatosa (Costabel et al., 2020).
7
C. RESPUESTA INMUNE INNATA D. PROCESO DE SENSIBILIZACION

EXPRESION Y PROCESAMIENTO DEL INDUCTOR Inmunoterapia con

Inhibidores antigeno especifico :
MHC | proteosoma
TLR9
inductor O O
APC
TLR6

Linfocito T CD8*
sensibilizado

Linfocito T

D8 Treg

PROTEOSOMA

MHC 11 Inductor 0

Figura 5. Respuesta inmunitaria innata. Se muestra el procesamiento del antigeno por moléculas del MHC de clase 1 y II, en el
panel de arriba, el antigeno es reconocido por la dectina, una vez dentro es transportado al proteosoma donde sera degradado en
pequefios péptidos que son traslocados al lumen del reticulo endoplasmico por el transportador TAP, y poder ser presentado a los
linfocitos CD8 por moléculas del MHC de clase I. En el panel inferior el inductor es embebido en un fagolisosoma donde es
degradado por la enzima catepsina, los péptidos resultantes son presentados a los linfocitos CD4 por moléculas del MHC de clase
Il (Tomada y modificada de Vasakova et al., 2019).
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1.8 RESPUESTAS DE HIPERSENSIBILIDAD FRENTE AL ANTIGENO
La hipersensibilidad se refiere a una mayor reactividad o mayor sensibilidad por parte del cuerpo
del animal a un antigeno al que ha estado expuesto previamente. El término se usa a menudo como
sindénimo de alergia, que describe un estado de reactividad alterada a un antigeno. Los trastornos
de hipersensibilidad ocurren cuando la respuesta inmune es exagerada o inapropiada, lo que
conduce al dafo tisular (Momtazmanesh et al., 2020); las enfermedades por hipersensibilidad se
clasifican de acuerdo con el tipo de respuesta inmunitaria y de mecanismos efectores responsables
de las lesiones celular y tisular (Abbas et al., 2018).
La clasificacion actual mas ampliamente adoptada es la de Coombs y Gell que designa las
reacciones de hipersensibilidad mediadas por inmunoglobulinas (inmediatas) como tipos I, 11 y 111
e hipersensibilidad mediada por células linfoides (tipo retardado) / inmunidad mediada por células
como una reaccion de tipo IV (Figura 6) (Momtazmanesh et al., 2020).
Tipo I: reaccién mediada por anticuerpos IgE
Tipo Il: reaccion citotoxica mediada por anticuerpos IgG o IgM
Tipo I11: reaccién mediada por inmunocomplejos
Tipo IV: reaccion retardada mediada por respuesta celular
Se cree que la NH se caracteriza principalmente por una inmunidad mediada por células T,
principalmente por células Thl (hipersensibilidad de tipo IV) este tipo de respuesta ocurre
generalmente cuando el paciente se encuentra en una exposicioén constante y repetitiva con el
antigeno inductor; sin embargo, la lesion pulmonar mediada por inmunocomplejos con anticuerpos
IgG especificos (hipersensibilidad de tipo I11) también puede participar (Vasakova et al., 2019).
La hipersensibilidad de tipo Il ocurre cuando se producen en cantidades excesivas complejos
antigeno-anticuerpo o no se eliminan eficientemente, esto ocasiona que se depositen en las paredes
de los vasos sanguineos y los tejidos. El deposito de estos inmunocomplejos activa la via clasica
del complemento que causa dafio epitelial mediado por el complejo de ataque a membrana,
ocasionando que los inmunocomplejos se filtren al tejido subyacente, agravando la activacion del
complemento, su acumulacion lo que conduce a la produccién de anafilotoxinas que son capaces
de reclutar leucocitos y mastocitos que secretan citocinas y mediadores vasoactivos los cuales
pueden provocar el depésito de mas inmunocomplejos en las paredes vasculares, al aumentar la

permeabilidad vascular y el flujo sanguineo (Momtazmanesh et al., 2020; Abbas et al., 2018).
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La NH es el resultado de una combinacion de reacciones de hipersensibilidad mediadas por
complejos inmunes (tipo Il1) y de tipo retardado (tipo IV) tras la exposicion de una persona
susceptible a un antigeno o sustancia quimica provocadora. La reaccién dominante al principio y
en la NH aguda o no fibrética parece estar mediada por complejos inmunitarios. Con la exposicion
continua, la reaccion predominante pasa a ser una reaccion de hipersensibilidad retardada (tipo 1V).
La activacion de células T por APC puede conducir a la inflamacion mediada por citocinas o a la
muerte celular directa, al estimular la diferenciacion de los linfocitos CD4+ a subgrupos celulares,
los linfocitos CD4+ son los mediadores de la inflamacién, los subgrupos Thl puede promover la
activacion de macrofagos por IFN-y, reclutar monocitos por el factor de necrosis tumoral o (TNF-
a), agravar la proliferacion de Th1 por IL-2, activan fibroblastos y la angiogénesis por factores de
crecimiento. El subgrupo de los Th17 recluta neutrofilos, los cuales junto con los macréfagos
producen factores toxicos como especies reactivas de oxigeno (ROS) y mediadores inflamatorios,
que provocan lesiones tisulares (Mak et al., 2014). Las células T citotoxicas CD8+ pueden causar
la muerte directa de la célula, que puede llevar a una lesion tisular al matar células infectadas,
aunque el virus o antigeno por si mismo no tenga efectos citopatoldgicos ya que los linfocitos
CDB8+ son incapaces de distinguir entre virus citopaticos y no citopaticos (Abbas et al., 2018), en
el caso de la NH se caracteriza por una diferenciacion de los linfocitos al subtipo de células Thl
por la estimulacion de la IL-12 y el IFNy, estimulando la formacion de granulomas, este estado
puede ser reversible, por el contrario, una respuesta Th2 predominante, conduce al mantenimiento
de la inflamacién y al desarrollo de fibrosis en etapas posteriores, pues las citosinas asociadas al
fenotipo TH2, principalmente IL-4 e 1IL-13, se han relacionado con el desarrollo de la fibrosis en
enfermedades inflamatorias cronicas (Vasakova et al.,2019; Wynn, 2011), a demas de que la IL-
13 parece inducir fibrosis estimulando la produccion y activacion de TGFB1 y activando
directamente la proliferacion de fibroblastos (Firszt et al., 2014).

Las células B son reclutadas al sitio de inflamacion, reconocen antigenos en moléculas de MHC y
se diferencian en células plasmaticas productoras de anticuerpos de alta afinidad.

Las células T reguladoras (Treg) son una poblacion de células T CD4+ que desempefian un papel
fundamental en el mantenimiento del equilibrio entre los efectos dafiinos para los tejidos y los
efectos protectores de la respuesta inmunitaria, estas se diferencian por la expresion extracelular
de CD25, la cadena a de alta afinidad del receptor de interleucina (IL) -2 (IL-2Ra) y la expresion
intracelular de FoxP (Girard et al., 2011). Se ha informado que la respuesta inmune a los antigenos

causantes de NH puede estar modulado por las células Treg, al tener una funcion linfosupresora en
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sujetos asintomaticos, esta es capaz de atenuar la magnitud de la respuesta inmune de las celulas

Thly Th2, generando tolerancia a los antigenos (Girard et al., 2011).
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Figura 6. Representacion esquematica de los cuatro tipos de hipersensibilidad. 1) Hipersensibilidad de tipo I: se caracteriza por
una produccidn excesiva de IgE en respuesta a antigenos inofensivos, llamados alérgenos, los anticuerpoS IgE se unen al receptor
de inmunoglobulina E de alta afinidad (FceRl) en la superficie de los mastocitos sensibilizandolos, en la siguiente exposicion al
alérgeno, este se entrecruza con moléculas de IgE unidas a FceRI en los mastocitos lo que conduce a su activacion y degranulacion.
2) Hipersensibilidad de tipo I estd mediada por la union de 1gG e IgM a antigenos enddgenos o exdgenos esta unién puede producir
citotoxicidad mediada por el sistema del complemento provocando la muerte directa de la célula diana o, citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC); en la ADCC, las células NK o citotdxicas detectan los complejos antigeno-anticuerpo por las
colas Fc del anticuerpo y se activan liberando compuestos citotéxicos como perforinas que provocan la muerte celular. 3) La
Hipersensibilidad de tipo Il esta mediada por inmunocomplejos, producidos por el entrecruzamiento de pares de antigeno-
anticuerpo, estos tienen la capacidad de activar la via clasica del complemento, lo que resulta en un aumento en la permeabilidad
vascular, permitiendo el ingreso de leucocitos al tejido. 4) Hipersensibilidad de tipo 1V, esta mediada por células T y macréfagos.
Tiene dos mecanismos de accion, tras la activacion de células T CD4+ por las APC pueden conducir a inflamacién mediada por
citocinas promoviendo la activacion de macréfagos o causar muerte celular directa por células T citotdéxicas. Tomada y
modificada de: https://www.thesciencenotes.com/wp-content/uploads/2020/07/Hypersensitivity-Type-1-Type-I1-Type-111-Type-

1V.jpa

1.9 AUTOFAGIA
Parte del objeto de estudio de esta tesis fue evaluar si el proceso celular de la autofagia podria estar

participando en el desarrollo de la enfermedad. A continuacién se describe de forma general este
proceso.

Las células eucariotas degradan sus componentes dafiados u obsoletos principalmente por dos
sistemas de degradacion, la autofagia y el proteosoma. La autofagia es un proceso dependiente de
lisosomas, esta via de degradacion y reciclaje permite eliminar grandes componentes como

material extracelular, proteinas de membrana plasmatica, agregados de proteinas e incluso
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organelos completos a diferencia de la degradacion proteosomal, la cual es selectiva, reconociendo
generalmente s6lo sustratos ubiquitinados, que son principalmente proteinas de vida corta (Figura
7B). La autofagia es un proceso celular altamente regulado, evolutivamente es activado en todos
los eucariontes cuando hay un déficit de nutrientes, pero también puede ser desencadenado por una
variedad de estimulos que incluyen sefiales de estrés como el estrés oxidativo, la inflamacion, el
estres del reticulo endoplasmico, el estrés metabdlico, la presencia de patdgenos y alteraciones de
la funcion mitocondrial (Mizushima et al., 2011; Painter et al., 2020). Est4 via actia como control
de calidad metabolico, citoplasmatico y proceso homeostatico general, la autofagia es
principalmente citoprotectora, protectora de tejidos y anti-inflamatoria y también puede estar
asociada con muerte celular (Galluzzi et al., 2017).
La autofagia puede ser selectiva o no selectiva (macroautofagia). La primera se encarga de eliminar
y reciclar por medio de enzimas lisosomales materiales agregados, dafiinos o simplemente
innecesarios para la célula, que involucran el reconocimiento de sustratos (y de acuerdo a éstos se
han asignado distintos prefijos para clasificar a la autofagia); estos incluyen agregados de proteinas
(agregofagia), mitocondrias dafiadas (mitofagia), peroxisomas (pexofagia), porciones del nucleo
(nucleofagia), exceso de ribosomas (ribofagia), reticulo endoplasmatico (reticulofagia) y
endosomas, gotitas de lipidos (lipofagia) incluso patdgenos intercelulares (xenofagia bacteriana/
viral). Por su parte, la autofagia no selectiva se desencadena por inanicion y es fundamental para
mantener un suministro celular de lipidos, aminoacidos, carbohidratos y nucledtidos (Hurley et al.,
2017).
Dependiendo de las vias para la entrega de la carga al lisosoma, la autofagia en células de
mamiferos se puede subdividir en tres (Figura 7):

1) La microautofagia (Figura 7iii) internaliza directamente la carga en los lisosomas a través
de invaginaciones directas en la membrana lisosomal. Un proceso similar también puede ocurrir a
lo largo de la superficie de los endosomas tardios, lo que lleva a la formacién de cuerpos
multivesiculares o MVB (del inglés, Multivesicular Body). Luego, los MVB se fusionan con
lisosomas para degradar la carga. Esta Gltima forma de autofagia se denomina microautofagia
endosémica lisosomal (Liao et al., 2019)

2) La Autofagia mediada por chaperonas o CMA (del inglés Chaperone-Mediated Autophagy)
(Figura 7ii) implica la entrega directa de proteinas citosolicas dirigidas a degradacion directamente

al lisosoma. Esta via s6lo degrada proteinas solubles que llevan un motivo similar a KFERQ unido
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a HSPAS8. Los sustratos de CMA unidos a la chaperona son traslocados al lumen del lisosoma a
través de complejos LAMP2A (Galluzzi et al., 2017).

3) La macroautofagia (Figura 8) a menudo se define como autofagia celular, es el principal
mecanismo catabolico utilizado por las células eucariotas para mantener la homeostasis de los
nutrientes y el control de la calidad de los organulos. Se caracteriza por la formacién de una
estructura de doble membrana Ilamada fag6foro (o membrana de aislamiento), que se alarga para
secuestrar el material citoplasmatico antes de que se cierre para formar un autofagosoma. Esta
mediada por un conjunto de genes conservados evolutivamente, los genes ATG (del inglés
AuTophaGy-related genes) (Levine & Kroemer, 2019), cuya funcion es orquestar y mediar la
formacion del autofagosoma, que entregan el contenido citoplasmatico al lisosoma para su

degradacion (Levine & Kroemer, 2019).
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Figura 7. Representacién esquematica de los 3 tipos de autofagia. i) Macroautofagia, donde la carga es envuelta en una
vesicula de doble membrana que se fusionara con el lisosoma; ii) Autofagia mediada por chaperonas, donde la entrega al
lisosoma es mediante chaperonas que se pueden unir al motivo KFERQ); iii) Microautofagia que internaliza directamente la
carga en los lisosomas a través de invaginaciones directas en la membrana lisosomal. Tomada y modificada de:
https://nyaspubs-onlinelibrary-wiley-com.pbidi.unam.mx:2443/doi/10.1111/nyas.14305

La autofagia incluye varias etapas secuenciales (Figura 8).

)] inicio o nucleacion
i) elongacién
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iii) maduracion del autofagosoma

iv) fusién con el lisosoma (formacion de autolisosoma)

V) degradacion del cargo o contenido por hidrolasas lisosomales y reciclaje de productos
degradados (aminoacidos, nucledtidos, lipidos)
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Figura 8. Resumen del proceso de autofagia. A. Cuando la célula se encuentra en condiciones de innanicion, mTOR se inactiva
provocando la translocacion al nicleo de TFEB lo que desencadena la transcripcion de genes de la maquinaria de la autofagia,
simultaneamente ULK1 y AMBRAL son activados. B. AMBRAL activado interactla con TRAF6 catalizando la ubiquitinacién de
ULK y Beclin. El resultado de la fosforilacion de Beclinl por ULK1 es la activacion del complejo PI3K3C3y con ello la
generacion de Ptdins3P por VPS34 activado en la superficie de la estructura de nucleacion de autofagia, Ilamada membrana de
aislamiento/omeganosoma. C. La biogénesis del autofagosoma implica dos sistemas de conjugacion similar al sistema de
ubiquitina ATG12 y LC3; C.1 ATG12 es conjugado con ATGS5 por las enzimas ATG7 y ATG10 para después unirse con ATG16L.
C.11/ D pro-LC3 es escindido por ATG4 para formar LC3-1, posteriormente se genera LC3-11 en la superficie del fagéforo por la
adicion de fosfatidiletolamina (PE) a LC3-I por la accion del complejo ATH12-ATH5-ATG16L. E. p62 actla como una proteina
adaptadora que se une a dianas de autofagia poliubiquitinadas que las dirige al fagéforo por su interaccion con LC3-11. F. El
fagoforo se cierra dando origen al autofagosoma, que luego se fusionara G. con la membrana lisosomal en un proceso mediado
por Rab7, LAMP-1/2, UVRAG, conduciendo a la liberacién de hidrolasas acidas H. que degradan la carga y se reciclan
componentes que aumentan la disponibilidad de nutrientes para la célula. Tomada y modificada de:
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2020.118926
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1.10 ETAPAS DE LA AUTOFAGIA

1.10.1 Inicio o nucleacién
La nucleacion y formacion del fagoforo es iniciada por la cinasa de serina y treonina ULK1 (del

inglés Unc-51 Like autophagy activating Kinase 1) ubicada dentro del complejo ULK1 junto con
las subunidades no cataliticas FIP200, ATG13 y ATG101. El objetivo mecanicista de la rapamicina
(mTOR) es un importante regulador de la autofagia, crecimiento y metabolismo celular, es una
proteina cinasa de serina / treonina. Forma la subunidad catalitica de dos complejos de proteinas
distintos; el Complejo mTOR 1 (MTORC1) y el Complejo mTOR 2 (mTORC2) (Schmeisser &
Parker, 2019), mTORCL1 participa en la regulacién de la autofagia, al suprimir mediante la
fosforilacién inhibitoria en la Ser-757 y 637 de ULK1 y Ser-258 de ATG13. mTOR se inactiva
durante los periodos de agotamiento de nutrientes (inanicién) y/o agotamiento de energia al haber
un incremento de AMP citosélico resultando en la activacion de la proteina cinasa activada por
AMP o0 AMPK, (del inglés, Active Protein Kinase) quien fosforilamTORC1 inactivandolo (Hurley
etal., 2017; Galluzzi & Green, 2019), tras su inactivacién ULK1 se activa, al autofosforilarse o ser
fosforilado por AMPK, una vez activo, ULK1 fosforila a ATG13 y FIP200 conduciendo a la
activacion del complejo ULK (Sgreng et al., 2018; Lorzadeh et al., 2020).

ULK1 y ULK2 contienen un dominio C-terminal de union a la membrana, llamado dominio de
focalizacion de la autofagia temprana o EAT (del inglés, Early Autophagy Targeting/tethering),
que permite que el complejo ULK sea reclutado en el sitio de formacion del fagéforo (Hurley et
al., 2017; Sereng et al., 2018). Ademéas, ATG13 tiene un grupo N-terminal de aminoacidos
positivos que pueden interactuar con fosfolipidos acidos y proporcionar union a la membrana. Este
dominio esta involucrado en llevar el complejo ULK al RE justo al sitio de formacion del fagoforo
que ha sido marcado por ATG9 (Karanasios, et al., 2013). ULK1 parece ser reclutado en estructuras
preexistentes que contienen VMP1 (del inglés, Vacuole Membrane Protein 1) proteina residente
del RE (Sereng et al., 2018).

En la nucleacion del fagoforo (Figura 9A). Esta involucrado el complejo Pi3K de clase 11l o
PIK3C3 (del inglés, Phosphatldylinositol 3-kinase). Hay dos tipos de complejos de PIK3C3,
PIK3C3-C1 y PIK3C3-C2, UVRAG es un componente del complejo Il que se encarga de la
maduracion del autofagosoma, por otro lado, ATG14L forma parte del complejo | y participa en la
formacion del fagéforo al ser fosforilado en la serina 29 (Kim et al., 2018), ambos complejos estan
formados por AMBRAL, Beclinl, Vps15, Vps34. En condiciones libres de estrés, AMBRAL
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estabiliza al complejo | de PI3BKC3 en el citoesqueleto al interactuar con Beclinl, lo que provoca
su blogqueo. AMBRAL esté regulado por la fosforilacion inhibitoria mediada por mTOR en la Ser-
57. Cuando se inactiva mTOR, se elimina la fosforilacion de AMBRA1 en Ser-57. Esto conduce a
la interaccion de AMBRAL con el factor 6 asociado al receptor de necrosis tumoral (TRAF6), una
ligasa E3 involucrada en las respuestas inflamatorias que promueve la ubiquitinacién de UKL1 en
Lys 63, facilitando la actividad de las quinas del complejo ULK, cataliza la ubiquitinacion ligada
a Lys 63 en Beclinl para promover la iniciacion de la autofagia (Lorzadeh et al., 2020).

ULK1 fosforila a Beclinl induciendo la activacion de PIK3C3, el cual es reclutado al RE a través
de ATG14L lo que desencadena la fosforilacion del fosfatidilinositol en la posicion 3 del inositol
por Vps34 dando como resultado PtdIns3P (Yu et al., 2015; Liao et al., 2019) formando dominios
0 estructuras del RE ricas de este compuesto llamado omegasomas (Yu et al., 2017; Sgreng et al.,
2018).

Los omegasomas son estructuras de membrana en forma de copa de las que parecen surgir los
fagoforos, estas estructuras estan en contacto con el reticulo endoplasmico, donde se recluta la
maquinaria central restante, proporcionan un sitio de unién para proteinas de union a PtdIns3P
como FYVE 1, DFCP1 y WIPI.

ATGY, la Unica proteina de autofagia transmembrana. Atg9 se localiza en la red trans-Golgi y en
los endosomas tardios; puede localizarse en el sitio de formacion del autofagosoma. Ademas,
ATG9 es un objetivo de ULK1 y se cree que su fosforilacion esta involucrada en las primeras
etapas de la formacién del autofagosoma que conduce a su expansion (Coutts & La Thangue,
2016). En el omegasoma también se recluta a los dos sistemas de conjugacion, dando inicio a la

siguiente etapa.

1.10.2 Elongacién
La biogénesis del autofagosoma implica dos sistemas de conjugacion similar al sistema de

ubiquitinay son conocidos como sistemas de conjugacion ATG12y LC3 (Figura 9B). En el primer
sistema de conjugacion ATG12 se conjuga covalentemente a ATG5, mediante una serie de
reacciones similares a la ubiquitinacién, esto involucra a la proteina ATG7 que actla como una
enzima activadora de ubiquitina E1, activa a ATG12 de una manera dependiente de ATP al unirse
a su residuo de glicina C-termianal, posteriormente ATG12 se transfiere a ATG10, una proteina
portadora de ubiquitina similar a E2 que potencia el enlace covalente de ATG12 a la lisina 130 de
ATGS5, formando el complejo ATG5-ATG12 (Glick et al., 2010). EI complejo ATG12-ATG5 se

une de forma no covalente a ATG16L para formar un complejo de union trimérico, ATG15-ATG5-
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ATGI16L el cual se recluta al sitio de inicio del fagoforo a través de la interaccion de ATG16L1
con WIPI2 (Dikic & Elazar, 2018). Este complejo se asocia con el fagoforo extensor y es esencial
para definir el sitio del reclutamiento de LC3B-I1 procesado induciendo la curvatura del fag6foro.

La conjugacion de ATG5-Atgl12 es independiente de la activacion de la autofagia.

A mTORC1 AMPK

ATG4

E2

Figura 9. Nucleacion y elongacién del fagéforo en mamiferos. A. La autofagia se desencadena tras la activacion del complejo
ULK (ULK1, FIP200, ATG13 y ATG101) regulado por mTOR y AMPK, una vez activado es reclutado al reticulo endoplasmatico
en donde ULK1 activa a PI3BKC3 por la fosforilacion a Beclinl, este complejo cataliza la formacion de PtdIns3P formando los
omegasomas marcados por proteinas de union a PtdIns3P (DFCP1 y WIPI). B. La biogénesis del autofagosoma implica dos
sistemas de conjugacion similar al sistema de ubiquitina y son conocidos como sistemas de conjugacion ATG12 y LC3. ATG12 se
conjuga con ATG5 mediante la enzima ATG7 similar a E1 y ATG10 similar a E2, el resultado (ATG12-ATG5) se une a ATG16L,
resultando en un conjunto dimérico unido a la membrana del fagéforo (ATG12-ATG5-ATG16L). La pro-LC3 es escindida por
ATG4 produciendo LC3-I que es activado por ATG7 y transferido a la enzima ATG3 similar a E2, finalmente el sistema de
conjugacion ATG12-ATG5-ATG16L facilita la conjugacion de LC3-1 a PE formando LC-I1 unido a la membrana interna y externa
del fagéforo. Tomado de: https://doi.org/10.1016/bs.ircmb.2017.07.001

En el segundo sistema de conjugacion, es el procesamiento de la proteina de cadena ligera 3 B
(LC3B del inglés, Light Chain 3) la proteasa ATG4B procesa a la proteina pro-LC3B para exponer
un residuo de glicina en su extremo carboxilo terminal; este corte genera a la forma LC3B-I, que
entonces es activada por ATG7 y conjugada con ATG3 una proteina portadora de tipo E2. El
complejo ATG3-LC3B-I se une al complejo trimérico de ATG12-ATG5-ATG16L vy la glicina
expuesta se conjuga luego con fosfatidiletanolamina (PE) generando la forma LC3B-Il. La
conjugacion de LC3B-1 a PE promueve la expansion del fagéforo. La sintesis y procesamiento de
LC3 aumentan durante la autofagia, ademas de que LC3B-Il permanece unido hasta que se recicla
durante la degradacion lisosomal, caracteristicas que lo convierten en un marcador clave de
autofagia (Couttss & La Thangue, 2016).
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La membrana del fagoforo necesita expandirse y alargarse para formar un autogafosoma completo,
esta expansion implica la entrada de vesiculas de membrana de varias fuentes, se ha sugerido que
los sitios de salida del reticulo endoplasmico (ERES), las mitocondrias, los sitios de contacto RE-
mitocondrias, el compartimento intermedio RE-Golgi (ERGIC), el aparato de Golgi y la membrana
plasmatica proveen de lipidos a la membrana en crecimiento del fagéforo en las células de
mamiferos, pero el mecanismo exacto que media en este proceso sigue siendo ambiguo (Wei et at.,
2018).

1.10.3 Maduracion del autofagosoma
LC3B-II al tener un componente lipidico, se incorpora tanto a la membrana externa como a la

interna del autofagosoma, lo que lleva al alargamiento y maduracion de éste. LC3B-II interactia
directamente con el receptor SQSTM1 / p62 (Sequestosome-1). Este participa en la autofagia
selectiva reconociendo y clasificando la carga citosoélica, tiene ocho dominios, el dominio phox y
bem1p en los residuos 6-88; Dominio de dedos de zinc (residuos 122-167); Dominio de union a
TRAF6; sefial de localizacion nuclear o NLS (del inglés Nuclear Localization Signal); sefial de
exportacion nuclear o NES (del inglés Nuclear Export Signal); region de interaccion con LC3 o
LIR (del inglés LC3 Interaction Region), region de interaccion KEAP1 o KIR (del inglés, KEAP1
Interaction Region) y dominio asociado a ubiquitina 0 UBA (del inglés Ubiquitin-Associated
Domain) en sus residuos 391-346 (Cao et al., 2021). p62 tiene la capacidad de unirse a proteinas
ubiquitinadas a través de su dominio UBA seguido de la interaccion con LC3 a través de su dominio
LIR lo que la hace una proteina adaptadora entre el cargo y LC3B-I11, promoviendo la elongacién
del autofagosoma alrededor de la carga ubiquitinada. La ubiquitinacion es una modificacion
postraduccional que juega un papel esencial en el reconocimiento del sustrato y la degradacion de
proteinas tanto por el proteosoma como por la autofagia selectiva. Este sistema de marcado de
ubiquitina utiliza una serie de reacciones enzimaticas que involucran la enzima activadora de
ubiquitina E1, la enzima conjugadora de ubiquitina E2 y la proteina ligasa de ubiquitina E3. La
ubiquitina tiene siete residuos de lisina internos (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63) que son
utilizados para conjugar proteinas como mondémeros o como cadenas de poliubiquitina. Los
residuos unidos a K48 se han identificado como sefiales que dirigen los péptidos al proteosoma;
mientras que las cadenas de mono o poliubiquitinacion unidas a K27 y K63 son reconocidas por
p62 y otras proteinas como NBR1, TAX1BP1, NDP52, OPTN, TRIM y TOLLIP para su

incorporacion al fagéforo y posterior degradacion (Jeong et al., 2019).
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p62 ademas de reconocer agregados de proteinas, mitocondrias dafiadas, peroxisomas marcados
con ubiquitina, bacterias ubiquitinadas, proteinas ribosémicas, proteinas de la capside del virus
entre otros (Mizushima et al., 2011), también funciona como un centro de sefializacién que puede
determinar si las células sobreviven activando la via del factor 6 asociado al receptor TNF (TRAF6)
y con esto la activacion de NF-kB o muere al facilitar la agregacion de caspasa-8 y caspasas
efectoras. También puede interactuar con el sitio de union a Nrf2 en Keapl, estabilizando a Nrf2 y
activando la transcripcion de sus genes dianas (Mizushima et al., 2011).

Durante el cierre del autofagosoma, las membranas interna y externa deben sufrir fision y fusion
para formar la vesicula de doble membrana; antes del cierre las proteinas ATG unidas a la
membrana externa del autofagosoma se eliminan gradualmente por un cambio en la composicion
lipidica en la membrana, para dar paso a la maquinaria responsable de la fusion con el lisosoma
(Dikic & Elazar, 2018). LC3 y p62 permanecen unidas hasta que se degradan en el autolisosoma.
La maquinaria de ESCRT (del inglés, Endosomal Sorting Complex Required for Transport) juega
un papel directo en el cierre del autofagosoma durante la macroautofagia selectiva como durante
la inanicion. ESCRT media varios eventos de escision de membrana dentro de las células, consta
de 4 subcomplejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-1l y ESCRT-III, este ultimo regulado por la
ATPasa VPS4. La subunidad ESCRT-III se ha localizado de forma transitoria en el autofagosoma

en formacion (Zhen et al., 2020).

1.10.4 Fusidn con el lisosoma y formacion de autolisosoma
Una vez el autofagosoma maduro, éste se dirige hacia los lisosomas al area perinuclear para su

fusion, degradacion y el reciclaje de los distintos componentes. EI hambre provoca un aumento en
el pH intracelular, lo que induce la relocalizacion del lisosoma en al area perinuclear, por otro lado
el autofagosoma es transportado por microtubulos (Yu et al.,2017). RAB7 es miembro de la familia
RAB de GTPasas, pueden unirse de forma reversible a las membranas y unirse a los nucledtidos
guanosina-5'-di- (GDP) o -trifosfato (GTP), esta proteina une los autofagosomas a los
microtubulos, para lograr su migracion al extremo positivo, Rab7 unida a la membrana de los
autofagosomas interactlia con la kinesina mediante la unién a FYCO1 (del inglés, FYVE and
coiled-coil domain-containing protein 1), en caso de que el autofagosoma deba moverse al extremo
negativo, Rab7 interactlia con la dineina mediante la union de RILP (del inglés, Rab-interacting
Lysosomal Protein) (Figura 10) (Hikita et al., 2018). Se ha informado que en la autofagia selectiva

de proteinas agregadas, la remodelacion de actina que involucra a la desacetilasa de histonas 6
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(HDACSG) es otro movimiento de autofagosomas a lisosomas que es independiente de microtdbulos
(Leeetal., 2010).

La membrana externa del autofagosoma se fusiona con la membrana del lisosoma para formar un
autolisosoma de membrana Unica. Este fendmeno ocurre en concierto con la proteina de membrana
lisosomal 122 (LAMP-1/2), GTPasas, PI3KC3-ClI, HOPS, proteinas SNARE como STX17 entre
otras proteinas potenciadoras de la autofagia (Lorzadeh et al., 2020).

Las proteinas GTPasa, RAB reclutan proteinas efectoras especificas, como adaptadores de carga
para formar vesiculas de transporte, asi como proteinas de unién para ayudar a la maquinaria de
fusion cuando la carga vesicular llega a su destino. Cada proteina RAB se localiza en un
compartimento de membrana especifico y esto ayuda a dar especificidad al trafico vesicular. Se ha
informado que RAB7 forma un complejo con PLEKHML1 (del inglés, Pleckstrin homology and
RUN domain-containing protein M1) y HOPS esencial para la fusion del autofagosoma con el
lisosoma (Hikita et al., 2018). PLEKHM1 est4 implicado en la fusion mediante la formacion de
complejos con RAB7, HOPS y LC3 en endosomas Yy lisosomas tardios (Lorzadeh et al., 2020).
UVRAG, un componente del complejo 11 de PIK3C3 regulado por mTOR que esta involucrado en
la maduracion y fusion del autofagosoma-lisosoma a través de RAB7. UVRAG se une a VPS16,
una subunidad de las 6 (ntcleo de clase C: Vps 11, Vps 16, Vps 28, Vps 33Ay las dos subunidades
de union a Rab7: Vps4l y Vps39) que componen a HOPS dando como resultado la estimulacion
de la actividad de GTPasa de Rub7 y la fusion del autofagosoma-lisosoma (Nakamura & Yoshimori
2017).

Las proteinas SNARE son esenciales para la fusion de la membrana externa del autofagosoma con
la membrana del lisosoma, durante este proceso la STX17 (syntaxin 17), una proteina SNARE, en
los autofagosomas forma un complejo con VAMPS (vesicle-associated membrane protein 8), otra
proteina SNARE, en los lisosomas y con SNAP29 (synaptosomal-associated protein 29) en el
citoplasma. La subunidad Vps33A de HOPS promueve el ensamblaje y cierre del complejo
SNARE evitando que se desmonte.

Se ha encontrado que los PI(3)P, PI(3,5)P2, P1(4)P y P1(4,5)P2 pueden estar implicados en la fusion
autofagosoma-lisosoma, pero aun se sabe poco sobre la composicién lipidica de las membranas

autofagosomicas (L6érincz & Juhdsz, 2020)
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Figura 10. Fusién del autofagosoma con el lisosoma. La GTPasa Rab7 une a los autofagosomas a la kinesina a través de FYCO1
0 a la dineina a través de RILP y ORP1L para facilitar el movimiento hacia la regién perinuclear y el encuentro con el lisosoma.
Tomada y modificada de: https://doi.org/10.1242/jcs.196352

1.10.5 Degradacion del cargo y reciclaje de productos degradados
La fusion se completa mediante la degradacion de la membrana autofagosémica interna por las

hidrolasas lisosomicas y la exposicion del contenido del autofagosoma a la luz del lisosoma (Yu et
al., 2017), logrando el comienzo del proceso de degradacién de la carga autofagosdémica.

Los componentes de degradacion de las biomoléculas degradadas como aminoacidos y azucares
son devueltos al citoplasma a través de transportadores de salida del lisosoma, provocando un
aumento local en la disponibilidad de nutrientes para la obtencidn de energia y la sintesis de nuevas
biomoléculas. Estos fendmenos conducen a la reactivacion de la via de sefializacion de mTORC1
y la regeneracion de lisosomas maduros a partir de autolisosomas es un proceso de remodelacion
dindmico conocido como regeneracion de lisosomas autofagicos (ALR, autophagic lysosome

regeneration).

1.11 AUTOFAGIA Y SU ASOCIACION CON NH.
La autofagia influye en el desarrollo, la homeostasis y la supervivencia de las células inflamatorias,

incluidos los macrofagos, los neutrofilos y los linfocitos, que desempefian funciones fundamentales
en el desarrollo y la patogenia de los procesos inflamatorios. Ademas, hay pruebas contundentes
gue han demostrado que la autofagia es fundamental en la regulacién de los procesos inflamatorios

y en las respuestas inmunes adaptativas en el sistema respiratorio a través de la regulacién de la
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presentacion de antigenos y el desarrollo de linfocitos, actividades del inflamasoma, eliminacion
directa de patdgenos invasores y modulacion de la secrecion y sefializacion de citocinas, entre otros
(Deretic, 2018). Adicionalmente estudios recientes han asociado a la autofagia con el desarrollo de
distintas enfermedades pulmonares como asma, cancer pulmonar, EPOC vy fibrosis pulmonar
idiopatica (FPI).

Dado que la autofagia tiene un papel critico tanto en la respuesta inflamatoria como en la
homeostasis pulmonar, recientemente Cabrera et al., 2020 evaluaron si habia una alteracion en la
expresion de algunos marcadores de la via de la autofagia en el pulmoén de pacientes con NH, por
lo que actualmente la relacién de la autofagia con el desarrollo de NH es una linea de investigacion
de su grupo. En este estudio se evalué por western blot los niveles de expresion y por
inmunohistoquimica la localizacion de las proteinas LC3B, p62, ATG5, ATG4B y ATG7 en el
pulmon de pacientes diagnosticados con NH vy clasificados como agudos y como crénicos (con
evidencia de fibrosis pulmonar), asi como en individuos control.

En este estudio, detectaron un nivel de expresion basal de todos los marcadores de autofagia en
extractos de pulmdn de sujetos de control, probablemente porque la autofagia es un mecanismo
constitutivo, sin embargo en el extracto de tejido proveniente de biopsias de pacientes con NH, se
observd un aumento significativo en el nivel de LC3B, p62, ATG4B y ATG7. Por
inmunohistoquimica, se observo una fuerte tincion positiva de las proteinas LC3B, p62, ATG4B y
ATGT7 en las células epiteliales bronquiales y alveolares de los tejidos de pacientes con NH aguda
y cronica. También se observo sefial positiva de LC3B, p62, ATG4B, ATG5 y ATG7 en
macrofagos tanto alveolares como intersticiales y neutréfilos positivos para LC3B y p62. Por lo
tanto, los autores sugieren que la expresion de proteinas de autofagia aumenta en las células
epiteliales e inflamatorias de los pulmones de pacientes con NH probablemente después de la
exposicion a antigenos organicos o inorganicos. Sin embargo, este trabajo inicial fue descriptivo y
los autores discuten que estos hallazgos no necesariamente indican niveles altos de autofagia
activa; sino, podria reflejar una autofagia defectuosa y una acumulacién de autofagosomas durante
la patogénesis de NH, o la autofagia podria estar involucrada con la muerte de células epiteliales.

Dada la heterogeneidad en los pacientes diagnosticados con NH (tipo de antigeno inhalado, edad
del paciente, etapa de evolucion de la enfermedad) y el problema que implica poder hacer
asociaciones o correlaciones, se plante6 para este proyecto evaluar la expresion de LC3B y p62 en
un modelo animal de NH desarrollado en raton (Mus musculus), que permitiera controlar las

variables antigeno, carga antigénica y periodo de evolucién de la enfermedad.
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1.12 MODELOS ANIMALES DE NH EN RATON.
Se han utilizado varias especies de animales para evaluar los efectos de sustancias que se sabe que

causan NH en humano, entre ellos estan incluidos los ratones, cobayos, conejos, terneros y
primates; gran parte de los trabajos publicados han utilizado Saccharopolyspora rectivirgula como
antigeno, el agente causante de la enfermedad pulmonar del agricultor o granjero FLD (del inglés
Farmer's Lung Disease) un tipo comun de NH ocupacional, que es desencadenada por la
inhalacién de antigenos de microorganismos presentes en condiciones de alta humedad como en el
heno, la paja y el polvo de granos almacenados en los patios y bodegas agricolas (Burleson et al.,
2018; Nogueira et al., 2019). Saccharopolyspora rectivirgula, (Figura 11) también llamada
Mucropolyspora faeni es un actinomiceto termofilico grampositivo aerobio y filamentoso con
esporas resistentes a la desecacion, el micelio del sustrato tiene un tamafo entre 0.5 y 0.8 um, el
micelio aéreo entre 0.8 y 1.2 um y las esporas entre 0.7 y 1.5 um de didmetro, sus proteinas no
glicosiladas, asi como la cadena lateral de carbohidratos de las glucoproteinas actGan como
determinantes antigénicos en este tipo de NH ocupacional (Schéfer et al., 2011; Madigan et al.,
2015; Mundt et al., 1996).

El modelo experimental mas comun para NH implica la administracion intratraqueal o intranasal
repetida del antigeno S. rectivirgula (SR-AQ) en ratones C57BL / 6 (Joshi et al., 2009), el modelo
desarrolla infiltrados mononucleares con una distribucion peribroncovascular al igual que la
enfermedad humana (Ishizuka et al., 2015), lesiones granulomatosas peribronquiales y
perivasculares linfociticas. El liquido de lavado broncoalveolar (BALF) de ratones tratados con
SR-Ag revela grandes cantidades de neutréfilos; hay una induccion de citocinas proinflamatorias
que incluye a TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IFNy, IL-17 poco después de la exposicion al antigeno
(Andrews et al., 2015). A medida que aumenta el tiempo después de la exposicion al antigeno, la

alveolitis se vuelve més linfocitica con un aumento de las células T CD8 +y CD4 +.
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Figura 11. Saccharopolyspora rectivirgula. Bacteria grampositiva, que presenta filamentos largos y ramificados, de 1-2 um.
Crecen a 50-55 °C, produciendo cadenas de esporas cortas sobre el sustrato y las hifas aéreas. Se pueden observar almohadillas
interesporas caracteristicas entre las esporas. Tomada de: http://www.actino.jp/DigitalAtlasl/section_3/pics s3/3-12A.jpg

La utilizacién de estos modelos ha permitido ampliar el conocimiento de la enfermedad, en su
estado agudo/inflamatorio y cronico/fibrotico. Generalmente el modelo murino crénico mas comun
implica la instilacion intratraqueal del SR-Ag 3 dias consecutivos a la semana durante tres semanas
(21 dias), mientras que para el modelo agudo los ratones son desafiados con SR-Ag por tres dias
consecutivos y se sacrifican 24 h después de la ultima exposicion (Bernatchez et al, 2017).

Otros antigenos son ampliamente usados para el estudio de la NH, como el extracto de paloma o
PDE (del inglés Pigeon Dropping Extracts), en un estudio realizado para investigar las funciones
de la IL-17A y los neutrdfilos en la inflamacion formadora de granulomas en la NH aguda, se
realiz6 un modelo de NH aguda en ratones a los que se les inyect6 de forma intraperitoneal PDE,
luego se expusieron a PDE durante 4 dias, al sacrificio la histologia reveld que la exposicion a PDE
se asocio con la infiltracion marcada de células inflamatorias en las &reas peribronquiolar y
perivascular. También se observaron granulomas compuestos de linfocitos, macréfagos y
granulocitos en las areas peribronquiales y perivasculares y se observaron muchos granulocitos
segmentados en las areas perivasculares, en particular, cuando se neutralizé a la IL-17, se atenu6
la formacion de granulomas y el reclutamiento de neutrofilos, asi como la expresion de
quimiocinas, sugiriendo que la IL-17A y los neutrdfilos son clave en la formacién de granulomas
en la NH aguda (Ishizuka, et al., 2015).

También se han propuestos otros modelos murinos, con el agente causal Mycobacterium
immunogenum, una micobacteria que se ha asociado con brotes de NH en trabajadores de fabricas
expuestos a aerosoles de fluidos de metales contaminados. Tras la aspiracion orofaringea de los
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extractos o células viables por tres dias consecutivos 1 vez al dia para un total de tres instilaciones.
La exposicion dio como resultado respuestas robustas y tempranas de IL-6 y TNFa pero niveles
bajos de IFNy (segun el tipo de dosis) en el pulmon del raton, en el BALF y la histologia mostraron
que el tipo de célula infiltrante predominante eran los neutréfilos, mientras la inflamacion
granulomatosa alcanzd su punto maximo entre las 8 y 24 h posteriores a la exposicion y se resolvio
a las 96 h, esta respuesta son consistente con eventos asociados con formas humanas agudas de HP
(Johansson et al., 2017).

Se ha considerado ampliamente que la NH ocurre con predominio de células Th1l; sin embargo, el
papel del equilibrio Th1 / Th2 aun no es claro. Jiménez- Alvarez L, et al., 2010 trataron a ratones
de las cepas C57BL/6 (con sesgo Thl), BALB/C WT (con sesgo Th2) y BALB/C Stat6 /-
(deficiente en Th2) con Saccharopolyspora rectivirgula (SR) o solucion salina durante 3 semanas,
y los sacrificaron 1 y 4 dias (respuesta temprana y tardia) después de la Gltima administracion.
Encontraron que los ratones C57BL/6 mostraron un aumento significativo en la extension del dafio
pulmonar cuando se sacrificaron a los 4 dias en comparacion con los ratones sacrificados 1 dia
después de la ultima administracion de SR. Por el contrario, los ratones BALB/C WT mostraron
una disminuciéon progresiva en la extension del dafio pulmonar y reportaron un aumento
significativo células NK CD4 + en ratones C57BL / 6. Los ratones Stat6 -/ - se comportaron de
manera similar a los ratones C57BL / 6, mostrando un aumento progresivo en la extension del dafio
pulmonar y un aumento significativo en los niveles de citocinas Thl, por lo tanto los autores

confirman un papel predominante de la respuesta Th1 en NH (Jiménez- Alvarez L, 2010).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha mencionado, la autofagia desempefia un papel fundamental en la regulacion de la
inflamacion y la respuesta inmunitaria. Dado que el desarrollo de la NH es resultado de reacciones
inmunes exacerbadas en individuos susceptibles frente a la exposicion continua a diversos
antigenos inhalados, el objetivo de esta tesis es evaluar si ocurren cambios en la expresion de los
biomarcadores de autofagia LC3 y p62, y determinar los tipos celulares que los expresan en un
modelo murino de NH. Los modelos animales proporcionan una herramienta clave para entender
la patologia y los procesos moleculares que hay detras del desarrollo de la NH y lo que puede

contribuir a un mejor diagnostico y tratamiento de la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

La expresion de los marcadores de autofagia LC3B y p62 estara aumentada en el pulmén de los
ratones con NH inducida por la inhalacion de Saccaropolyspora rectivirgula, en comparacién con

el pulmon de los ratones control, tratados con solucidn salina.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:
Determinar si los marcadores de autofagia p62 y LC3B se expresan en el pulmon en un modelo de

neumonitis por hipersensibilidad desarrollado en raton (Mus musculus).

4.2 Objetivos particulares:
1. Evaluar qué tipos celulares producen las proteinas de autofagia p62 y LC3B en el pulmén de

raton bajo condiciones fisiologicas.

2. Evaluar qué tipos celulares producen las proteinas de autofagia p62 y LC3B en el pulmén de
raton después de la induccion de neumonitis por hipersensibilidad.

3. Cuantificar el nimero de células positivas para p62 y LC3B por campo en tejidos de pulmon en
condiciones control y en el modelo de neumonitis por hipersensibilidad inducido por
Saccaropolyspora rectivirgula.

4. Determinar si existen diferencias en la expresion de p62 y LC3B en las distintas poblaciones

celulares en los tejidos inflamados en comparacion con el tejido control.

5. METODOS

5.1 Modelo de neumonitis por hipersensibilidad.

Ratones macho de 8 a 10 semanas de edad de la cepa C57BL/6 fueron tratados por via intranasal

con 2pg/ul de Saccharopolyspora rectivirgula disuelta en solucion salina (volumen total por dosis
31



50ul), durante 3 dias a la semana, durante 3 semanas consecutivas. Los ratones control fueron
tratados con solucion salina siguiendo el mismo esquema de tratamiento. Los ratones
experimentales y control se sacrificaron 1y 4 dias después de la tercera semana de tratamiento. No
se observaron diferencias entre los ratones control de los periodos 1 dia y 4 dias, y en esta tesis se

utilizaron solo controles de 4 dias post-tratamiento.

Estimulo
intranasal

Saccharopolyspora
rectivirgula

dial dia4 post-tratamiento

Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4

Saccharopolyspora rectivirgula (Modelo NH) ”

Solucion salina (Control)

Figura 12. Modelo de neumonitis por hipersensibilidad. Grupo control: ratones tratados con solucion salina y sacrificados 4
dias post-tratamiento. Grupo NHi: ratones tratados con Saccharopolyspora rectivirgula por 3 semanas y sacrificados 1 dia post-
tratamiento. Grupo NHa: ratones tratados con Saccharopolyspora rectivirgula por 3 semanas y sacrificados 4 dias post-
tratamiento. Los grupos NHi y NHa no corresponden a la neumonitis aguda y cronica descrita en la enfermedad desarrollada en
humanos, y es solo la nomenclatura utilizada en esta tesis para los periodos indicados en el modelo animal.

El modelo fue desarrollado por el Dr. Jiménez Alvarez Luis, los ratones fueron sacrificados y el
pulmon completo fue fijado en paraformaldehido al 4% en PBS 1X. y embebido en parafina para
generar blogues. Se utilizaron cortes de pulmoén incluidos en parafina con un espesor de 5 micras
y montados en portaobjetos de vidrio silanizados, que fueron donados por el Dr. Jiménez-Alvarez
(Jiménez-Alvarez L, et-al, 2010) , mismos que fueron utilizados para localizar por

inmunohistoquimica a las proteinas p62 y LC3B.
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5.2 Inmunohistoquimica.

Los cortes de tejido se desparafinaron con lavados secuenciales (5 minutos cada uno) en xilol
100%, etanol (100, 80, 50%) y finalmente se rehidrataron en agua desionizada, posteriormente se
bloquearon con 3% de H202 en metanol por 30 minutos para eliminar la actividad de peroxidasa
enddgena y se dieron dos lavados en PBS 1x de 5 minutos cada uno. Todo fue desarrollado a
temperatura ambiente (20-22 °C). Para la revelacion del antigeno, las laminillas se incubaron en
buffer de citratos (pH 6) y se calentaron en el horno de microondas por 1 minuto a potencia 3 y
después por 2 minutos a potencia 5.

Posteriormente, se dejaron enfriar las laminillas por 30 minutos y se lavaron con PBS 1x. El
bloqueo de los tejidos se realizé mediante la colocacion de solucion bloqueadora a 1X (Universal
Blocking Reagent 10x, BioGenex) en los tejidos durante 10 minutos y posteriormente con una
solucion de suero fetal bovino (SFB 1:100) diluido en PBS 1X. Los tejidos se incubaron con los
anticuerpos primarios (2ug/mL) durante toda la noche a una temperatura de 4°C. Al dia siguiente
las laminillas se lavaron dos veces con PBS-T 1X 0.05%. Los tejidos se incubaron con el anticuerpo
secundario (0.5 ug/mL) durante 45 minutos a temperatura ambiente y después fueron incubados
con estreptavidina durante 30 minutos. A continuacion se realizaron dos lavados con Buffer de
fosfatos PBS-T 1X 0.05%. Para obtener la reaccion cromogeénica, los tejidos se incubaron con una
solucion de buffer sustrato 1X (BioGenex), peroxido de hidrogeno y cromdgeno Aminoetil-
Carbazol. La contratincion de nudcleos se realiz6 con hematoxilina acuosa y solucion de bicarbonato
de sodio, seguida por un bafio con agua potable. Por altimo, a los tejidos fueron secados y fijados
con medio de montaje Crystal Mount, y finalmente con resina Clarion para obtener laminillas
permanentes. Anticuerpos primarios: anti-LC3B (1:100) y anti-p62 (1:1000) Sigma-Aldrich,

posteriormente se hizo el andlisis de los tejidos por microscopia de luz.

5.3 Evaluacion por microscopia.
Se seleccionaron distintos campos representativos de los tejidos y fueron fotografiados al menos 3
campos distintos por cada individuo, tanto en el grupo control, como en el grupo experimental, por
microscopia de luz en campo claro. Se utilizd una camara Nikon modelo DXM-1200C. Para
determinar el nimero total de células y si hay un incremento en la celularidad en NH en
comparacion con el control, se conto el nimero total de ndcleos en el pulmén de 3 ratones control,

3 NH modelo inicial y 3 NH modelo avanzado, utilizando el software image J.
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Como se menciond previamente el pulmon completo fue fijado en paraformaldehido al 4% en PBS
1X, se uso una laminilla /corte de cada individuo para cada proteina (LC3B y P62) y una para
control negativo. Se seleccionaron 3 campos al azar por cada individuo para cada proteina.

5.4 Prueba estadistica.

Se evaluo el porcentaje de células positivas para cada marcador de autofagia en relacion al nimero
de células totales. Se identifico el tipo celular positivo (macréfagos y neutréfilos). Se compard el
porcentaje de células positivas en el grupo control vs el grupo de NH. Los datos se analizaron
mediante la prueba ANOVA de una y dos vias seguida de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Las pruebas estadisticas y las graficas se realizaron utilizando el
programa Prism versién 6.0 (software Graph-Pad). N=3 para cada grupo experimental. Un valor
de p menor o igual a 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo e indicado con el
simbolo *, 0 a, b, ¢ para cada valor especifico.

6. RESULTADOS

6.1 INMUNOLOCALIZACION DE LC3B EN PULMON.

Controles tratados con solucion salina.

Inicialmente se evaluaron cortes de tejido pulmonar de ratones control que fueron tratados con
solucion salina para determinar qué tipos celulares sintetizan LC3B en condiciones fisiologicas.
LC3B se ha propuesto de forma ampliamente aceptada como un biomarcador del autofagosoma
porque es una proteina que se incorpora tanto en la membrana interna como externa del

autofagosoma.

En nuestro grupo de investigacion consideramos BASAL a los ratones que no han sido tratados
con nada. CONTROL son aquellos que estdn sometidos a los mismos procedimientos, pero fueron

tratados con vehiculo (solucion salina), por ello son el control experimental.

Con el objetivo corroborar que la reaccion positiva visualizada se debe a la interaccion especifica

del epitopo de la molécula diana y el paratopo del anticuerpo del anticuerpo primario, 3 tejidos de
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pulmon de ratones control, y 3 tejidos de ratones del modelo de NH fueron incubados sin anticuerpo

primario, pero con anticuerpo secundario anti-conejo, y fueron sometidos a los mismos

tratamientos durante todo el protocolo de IHC, para descartar cualquier posible interaccion

inespecifica, ya que, ademas de la molécula a la que se dirige el anticuerpo, los resultados de un

ensayo inmunohistoquimico pueden revelar la presencia de moléculas estructuralmente

relacionadas, asi como la union de los anticuerpos utilizados de forma no especifica a otros

componentes celulares y tisulares. Como se muestra en la figura 13, no se observé sefial positiva

(o tincidn en color rojo), ni siquiera tenue, en ningun tipo celular, lo que indica que la interaccién

con el antigeno LC3 es especifica.
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Figura 13. Controles negativos de la IHC para LC3B. Microfotografias representativas de los tejidos control negativo (tejidos
incubados sin anticuerpo primario y con anticuerpo anti-conejo). Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul).
Magnificacion 200X. Inserto indicado con lineas punteadas (izquierda) y con magnificacion digital de 4 veces (derecha). Grupo
control (A-D): ratones tratados con solucién salinay sacrificados 4 dias post-tratamiento. Grupo NH (E-H): ratones tratados con
Saccharopolyspora rectivirgula.

En el pulmoén de ratones control se observan los espacios alveolares preservados y se observan
escasos macrdfagos alveolares. Como se muestra en la Figura 14, se observa una sefial positiva
tenue en el epitelio bronquial, incluso algunos nucleos de las células bronquiales se ven positivos;
también algunas células mesenquimales debajo del epitelio bronquial muestran sefial positiva
(Figura 14, flecha inserto D). El patrén que se observa es una tincion citoplasmatica difusa y débil
de LC3B en algunas células que se encuentran en las esquinas de los alvéolos (Figura 14, circulos

rojos inserto E y F), sugiriendo que podrian ser neumocitos tipo 2, sin embargo seria necesario
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hacer un colocalizacion con la proteina SP-C, para corroborar que se trata de éste tipo celular.
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Figura 14. Evaluacién de LC3B en pulmén de ratones control tratados con solucién salina y sacrificados 4 dias post-tratamiento.
(A-C) Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de LC3B en el pulmon de tres ratones distintos. La sefial positiva
se observa en rojo. Los nlcleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Magnificacién 200X. (D-F) Inserto indicado
con lineas punteadas (izquierda) y con magnificacion digital de 4 veces (derecha). Flechas: células mesenquimales; circulo rojo:
posibles neumocitos tipo 1. Grupo control: ratones tratados con solucion salina y sacrificados 4 dias post-tratamiento.
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Ratones tratados con Saccharopolyspora rectivirgula (Modelo de NH inicial).

En comparacién con el pulmon control, después de la exposicién al antigeno de S. rectivirgula se
observa un incremento en la celularidad, debido a la infiltracion de células inflamatorias,
principalmente neutr6filos, macréfagos y algunos linfocitos en los espacios intraalveolares, con
una mayor densidad en la zona peribronquial de linfocitos (Figura 15, B e inserto E). Se observa
una fuerte tincion positiva para LC3B en neutréfilos y en macrofagos alveolares e intersticiales.
Casi todos los neutréfilos acumulados dentro de los espacios alveolares fueron positivos para LC3B

y mostraron un patrdn de tincion granular e intenso (Figura 15).

Ratones tratados con Saccaropolyspora rectivirgula (Modelo de NH avanzado).

Se aprecia una neumonia intersticial mas avanzada en comparacion con el modelo inicial, es
posible observar acumulacion de neutrdfilos en la region subpleural y de manera consistente se
observan neutréfilos en los espacios alveolares e intraalveolares positivos para LC3B. En
comparacion con el modelo inicial, se puede observar que hay una respuesta inflamatoria linfocitica
peribronquiolar prominente en el tejido linfoide asociado a bronquiolos conocido como BALT
(Figura 16 asteriscos). En el panel B y E de la figura 16, se observa una gran densidad de
agregados linfociticos y neutrofilos positivos para LC3B en la periferia del endotelio (flechas
Figura 16E). También se observa una sefial positiva difusa y tenue en el epitelio bronquial (Figura
16 CyF).
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Figura 15. Evaluaciéon LC3B en pulmon de ra

tones tratados con administracion intranasal del antigeno de Saccharopolyspora
rectivurgula, por tres semanas y sacrificados 1 dia post-tratamiento (modelo inicial). (A-C) Microfotografias representativas de
la inmunolocalizacién de LC3B en el pulmdn de tres ratones distintos. La sefial positiva se observa en rojo. Los ndcleos de las
células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Magnificacion 200X. (D-F) Inserto indicado con lineas punteadas (izquierda) y
con magnificacion digital de 4 veces (derecha). Circulo: neutrdfilos; flechas: macrdfagos. Grupo NHi: ratones tratados con
Saccharopolyspora rectivirgula por 3 semanas y sacrificados 1 dia post-tratamiento. Los grupos NHi y NHa no corresponden a
la neumonitis aguda y cronica descrita en la enfermedad desarrollada en humanos, y es solo la nomenclatura utilizada en esta
tesis para los periodos indicados en el modelo animal.

39



- , b K51
:' ¢zf?_‘ﬁ & “'.b.\

i e W

D CoTAVEE 2TV SN e
R ‘?\-,}?r‘ﬁk e W
P B anib
-

. : 5 % "w;". v

(B SR, SRl > e - $

FEX NG T 3 o g0 T

-".'" "4‘,'36’_3' 7 @" -~ 9",“"*“ *,' w.“ .
A (o TNl e ey
LB Co Kol g TR
i~ K A - < & * ) oY
R
R, M.o L " "%

v : B
‘.) Ve N 2
gge. T@" ~

-
AT Y b

(7R 4

g LT

’ ’ TR, 4 1 ) oS P Y% )
E v RS LN . [ oA

%“;2‘. - — ":-g"-;‘ '\3 ;\,;é‘r ;‘-‘!J_I,.w * i’.; ..' A g‘a“ \ ; \ R .__\3:

I £ Ry R B ?é, e AW KGR B M e o

BEN S (o L AR U S o L Sk

A u".'x Y
LY D
A PEATN K

“’.:‘b'- X :

» VL,
%
N

(sl
‘f-‘c;ni"‘

b L R ..d‘-
W R 2L 4. ‘= ““’ ’ g ‘0:
\ W ¢ ELOE SRR B e sk \

Savatd - RS ST SR STt W LR KT o WXy Ty, e ) Ki} o)

Figura 16. Evaluacién de LC3B en pulmon de ratones tratados con administracion intranasal del antigeno de
Saccharopolyspora rectivurgula por tres semanas y sacrificados 4 dias post-tratamiento (modelo avanzado). (A-C)
Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de LC3B en el pulmén de tres ratones distintos. La sefial positiva se
observa en rojo. Los nlcleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Magnificacion 200X. (D-F) Inserto indicado
con lineas punteadas (izquierda) y con magnificacion digital de 4 veces (derecha).

En resumen, en la figura 17 se observa un cuadro comparativo de las células que son positivas
para el marcador LC3B en el pulmon de controles y en el pulmén derivado del modelo de NH. En
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el caso de las células del epitelio alveolar y mesenquimales no se encontré tincion positiva para

LC3B en el modelo de neumonitis.

Epitelio Alveolar  Epitelio Bronquial Macréfagos Mesenquimales Neutréfilos
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Figura 17. Resumen comparativo de los distintos tipos de células positivas para LC3B en el pulmén de ratones control y pulmén
proveniente de ratones tratados con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. No
identificado: no se encontré marcador para LC3B en ese tipo celular en los campos.

Como se describié previamente en métodos, se cuantificd el nimero total de ndcleos por campo
para tener una estimacion del nimero total de células, y ademas se cuantifico el nimero de células
con sefial positiva (color rojo) por campo/ individuo. En la tabla 1 y 2 se muestra el porcentaje de
células positivas para LC3B de forma individual, y también se obtuvo un promedio del nimero de
células en los individuos control (1085.33 células totales), para normalizar vs este valor cada uno
de los datos, donde la intencién fue que los valores normalizados permitieran la comparacion de
los valores con conjuntos de datos de manera que se eliminaran los efectos de influencias para

medidas de proporcion.
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Tabla 1. Cuantificacion de células totales (ntcleos totales) y macréfagos posotivos para LC3B en el pulmdn de ratones control
y en el pulmon de ratones del modelo inicial y avanzado de NH.

LC3 positivo en MACROFAGOS

Controles Nucleos totales Macrofagos Porcentaje/ Normalizacion
caso individual

1292.5 8 0.618955513 0.73710074
1052.5 9 0.760095012 0.82923833
911 7 0.878155873 0.64496314
1085.333333 0.752402132 0.73710074
1649 19 0.485142511 1.75061425
1857 18.5 0.430802369 1.70454545
1556.5 23 0.513973659 2.11916462
1687.5 0.476639513 1.85810811
3427 2 0.233440327 0.18427518
3365.5 0 0.237706136 0

21945 1.5 0.364547733 0.13820639
2995.666667 0.278564732 0.10749386

Tabla 2. Cuantificacion de células totales (nucleos totales) y neutréfilos para LC3B en el pulmén de ratones control y en el

pulmoén de ratones del modelo inicial y avanzado de NH.

LC3 positivo en NEUTROFILOS

Controles Nucleos totales Neutrofilos Porcentaje/ Normalizacion
caso individual
1292.5 0 0 0
1052.5 0 0 0
911 0 0 0
promedio 1085.333333 0 0
NH inicial
1649 285 17.28320194 26.2592138
1857 205 11.03931072 18.8882064
1556.5 49 3.14808866 4,51474201
promedio 1687.5 10.49020044 16.5540541
NH avanzada
3427 254 7.411730376 23.4029484
3365.5 166 4932402318 15.2948403
21945 139 6.33401686 12.8071253
promedio 2995.666667 6.226049851 17.1683047




Tabla 3. Células totales (nucleos totales), porcentaje normalizado de macroéfagos y neutrofilos positivos para LC3B en el
pulmdn de ratones control, del modelo inicial y avanzado de NH

Nicleos Macrofagos Normalizado Porcentaje Neutrdfilos Normalizado Porcentaje

totales
Controles
A 1293 8 0.00737 0.74% 0 0 0%
B 1053 9 0.00829 0.83% 0 0 0%
C 911 7 0.00645 0.64% 0 0 0%
X 1085 8 0.73% 0 0%
c 192.86 1 0
NH inicial
A 1649 19 0.01751 1.75% 285 0.2626 26.20%
B 1857 18.5 0.01705 1.70% 205 0.1889 18.90%
C 1557 23 0.02119 2.12% 49 0.0451 4.50%
X 1688 20 1.80% 180 16.5%
(4] 153.69 2.47 120
NH
avanzada
A 3427 2 0.00184 0.18% 254 0.234 23.40%
] 3366 0 0 0% 166 0.1529 15.20%
C 2195 1.5 0.00138 0.13% 139 0.1281 12.80%
X 2996 1 0.10% 186 17.10%
o 694.356537 1 60.14

En la figura 18 se presenta de manera grafica la cuantificacion de nucleos totales por campo. En
comparacion con los pulmones del grupo control, se observa un pequefio aumento en la celularidad
en los pulmones derivados del modelo de NH inicial aunque no es significativo, sin embargo, si
observamos un aumento significativo en el nimero de células en los pulmones derivados del
modelo de NH avanzado. Estos hallazgos indican que hay una mayor infiltracion de células
(esencialmente células inflamatorias) en los pulmones de los ratones tratados con S. rectivirgula
por 3 semanas.

La cuantificacion de macréfagos positivos para LC3B (Figura 19 A) revel6 que en la NH inicial
hubo un aumento significativo y posteriormente se observa una disminucién significativa en la NH
avanzada. Respecto a los neutrofilos (Figura 19 B), en el pulmdn de ratones control no se
encontraron células positivas para LC3B, sin embargo el estimulo con el antigeno S. rectivirgula
indujo un incremento notable del 16.5%, aunque no significativo (0.0665), el cual se sostiene en la
NH avanzada con un 17.1%, sin embargo tampoco fue significativo (0.0583). Se observa en la Fig

19B, asi como en la figura 20 una desviacion estandar grande en el modelo de NH inicial para los
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neutrofilos, esto sugiere que los datos son heterogeneos, como se muestra en la Tabla 3, un
individuo tiene menos neutrofilos (49) con respecto a los otros dos individuos (285 y 205), por ello
para futuros experimentos proponemos aumentar el nimero de individuos y campos por

tratamiento.
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Figura 18. Cuantificacion de células totales positivas para LC3B en el pulmén de ratones control y pulmon proveniente de
ratones tratados con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. Los datos se presentan
como media * desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de una via, seguida de la
prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Las prueba estadistica y la gréafica se realizaron utilizando
el programa Prism versién 6.0 (software Graph-Pad) y p <0,05 se consider6 significativa. N=3 para cada grupo
experimental. 0.0332 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001(****).
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Figura 19. Cuantificacion de células positivas para LC3B en el pulmén de ratones control y pulmén proveniente de ratones
tratados con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. Los datos se presentan como media +
desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Las prueba estadistica y la gréafica se realizaron utilizando el programa Prism versién 6.0 (software
Graph-Pad), y p <0,05 se considero significativa. N=3 para cada grupo experimental. 0.0332 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***),
<0.0001(****).

Se realizd una comparacion entre el porcentaje de macréfagos y neutrofilos positivos para LC3B
(Figura 20), donde se ilustra que el porcentaje de neutréfilos fue significativamente mayor que el
porcentaje de macrofagos positivos en la NH inicial y la NH avanzada.
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Figura 20. Comparacion del porcentaje de macrdfagos y neutréfilos positivos para LC3B en el pulmén de ratones control y
pulmdn proveniente de ratones tratados con Saccharopolyspora rectivurgula en el modelo de NH inicial y NH avanzada. Los
datos se presentan como media + desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de dos vias, seguida de
la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Las prueba estadistica y la grafica se realizaron utilizando el programa
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Prism version 6.0 (software Graph-Pad), y p <0,05 se considero significativa. N=3 para cada grupo experimental. 0.0332 (*),
0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001(****).

6.2 INMUNOLOCALIZACION DE p62 EN PULMON.

Con el objetivo corroborar que la reaccion positiva visualizada se debe a la interaccion especifica
del epitopo p62 y el paratopo del anticuerpo primario, 3 tejidos de pulmon de ratones control, y 3
tejidos de ratones del modelo de NH fueron incubados sin anticuerpo primario, pero con anticuerpo
secundario anti-conejo, y fueron sometidos a los mismos tratamientos durante todo el protocolo
de IHC, para descartar cualquier posible interaccidn inespecifica. Como se muestra en la figura
21, no se observa sefial positiva (0 tincidn en color rojo), ni siquiera tenue, en ningun tipo celular,

lo que indica que la interaccidn con el antigeno p62 es especifica.

46



SO ' L
- % e e ¢ 5l \ o~ ‘ Y " ~ : »'m
555 : Y Y G, 7 J ’ -
N > g -’" / S ,.I J = "lo" <
= 07 N My Y s Al il { &l - 3
R IR A S D S-S < S SRy o5 , - A - &
3 {7000 IR 3 Foi ) e s NS ? ) - 5 4 ¢ LN
< - | R % [ote’iiag 0 P =) ¢ - bt
REV=/ s WL . s % DA s s 2 - \ ’ (‘,) ' - L
. I Y I O Y ] & A ‘ ~
et T ’f_n"l_ .:' = & el N " 'j 7 3
B ! L RSNt Yl SulL P A -~ - - . ’
3 < Lo’ % - ' -~ " & . 2 '
‘I 0.\\ I“ p .-') . \: , - - ) - ) »
o i Py PR T mg ] o IB)Y A ’
. J v “ .
A LA - {-‘,* pae . : < <@ ;’ ALy \' s ® P " =3 v * ’. ' -
o T, S @ Pt 2V X » X, 4 “ b
Y iy o W1 S o - ” / 7
50 Ry | JIA R, iy 7 C & \ - L L -
- ”| NG o~ A . lo‘ ) 8 3 ar L e A = J
VAl - >
q pos

Y, A
z!"'".":: L
R,
T A %
5 ';y.—'_' " _‘ ',
e Vs o o A N .
) g AT - o S 4 . o
A PEETATEY ) i AL e s e )
T gl W s [ 4T 9 .o Lyy,.4 b} - -~
2NCE | - e " Lo o7 f s ” g
SR~~~ i / - & _ "8a o /l“. £
’ . v [l o) .
; S AN ot
' 4 = o ™~ -
;?"ﬁ;l ~ e 4 “: re ‘\ “® Y-y v, a‘z’“
LR Dt Y 4 .. W4 Lo R 2N

Figura 21. Controles negativos de la IHC para p62.Microfotografias representativas de los tejidos control negativo (tejidos
incubados sin anticuerpo primario y con anticuerpo anti-conejo). Los nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul).
Magnificacion 200X. Inserto indicado con lineas punteadas (izquierda) y con magnificacion digital de 4 veces (derecha). Grupo
control (A-D): ratones tratados con solucién salina y sacrificados 4 dias post-tratamiento. Grupo NH (E-H): ratones tratados con
Saccharopolyspora rectivirgula.

Controles tratados con solucion salina
En el pulmén de ratones control se observan los espacios alveolares preservados y escasos
macrofagos alveolares presentan una tincion tenue de p62 (Figura 22 E y F) asi como algunas

celulas epiteliales bronquiales (Figura 22 D flechas).

Ratones tratados con Saccharopolyspora rectivirgula (Modelo inicial).

En comparacion con el pulmon control, se observa un incremento en la celularidad debido a la
infiltracidn de neutréfilos y macréfagos, ademas de la presencia de linfocitos en todo el parénquima
pulmonar con mayor densidad en la region peribronquial (Figura 23 B). En comparacion con los

pulmones de los ratones control se observd una fuerte tincidn positiva para p62 con un patron
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citoplasmatico granular en macrdfagos intersticiales y alveolares (flechas Figura 23 D y F). El
epitelio bronquial también mostré una tincién positiva para p62 intensa con un patron
citoplasmatico granular (flechas Figura 23 E). También se observo sefial positiva en neutrofilos

pero no tan intensa en comparacion con el patron de LC3B.

Ratones tratados con Saccharopolyspora rectivirgula (Modelo avanzada).

Se puede observar en general una neumonia intersticial mas avanzada en comparacion con el
modelo inicial, hay un gran nimero de células inflamatorias, engrosamiento de los septos
alveolares, ademés de la aparicion de zonas densas en linfocitos y agrupaciones de macré6fagos.
En comparacion con el pulmon control, se observa una sefial mas intensa para p62 con un patron
granular en el citoplasma y nucleo de macréfagos (flechas Figura 24 D y E). También se observé
sefial positiva en neutrofilos ubicados debajo del epitelio bronquial. También observamos que se
atenué la sefal positiva de p62 en el epitelio bronquial en los pulmones de NH avanzada, en

comparacion con la etapa inicial de la NH (Figura 24 F).
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Figura 22. Evaluacién de P62 en pulmdn de ratones control tratados con solucion salina. (A-C) Microfotografias
representativas de inmunolocalizacion de p62 en el pulmén de tres ratones distintos. La sefial positiva se observa en rojo. Los
nucleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Magnificacion 200X. (D-F) Inserto indicado en las lineas
punteadas con magnificacion digital de 4 veces.
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Figura 23. Evaluacion de P62 en pulmon de ratones tratados con administracion intranasal del antigeno de Saccharopolyspora
rectivurgula, por tres semanas y sacrificados 1 dia post-tratamiento (modelo inicial). (A-C) Microfotografias representativas de
inmunolocalizacion de p62 en el pulmdn de tres ratones distintos. La sefial positiva se observa en rojo. Los nicleos de las células
fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Magnificacion 200X. (D-F) Inserto indicado en las lineas punteadas con magnificacion

digital de 4 veces.
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Figura 24. Evaluacmn de p62 en pulmon de ratones tratados con administracion |ntranasal del antlgeno de
Saccharopolyspora rectivurgula, por tres semanas y sacrificados 4 dias post-tratamiento (modelo avanzado). (A-C)
Microfotografias representativas de inmunolocalizacién de p62 en el pulmon de tres ratones distintos. La sefial positiva se
observa en rojo. Los nlcleos de las células fueron tefiidos con hematoxilina (azul). Magnificacion 200X. (D-F) Inserto indicado
en las lineas punteadas con magnificacion digital de 4 veces.

En la Figura 25 se muestra un cuadro comparativo de las células que presentaron el marcador p62.
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Al igual que con el antigeno LC3B, para p62 se cuantifico el nimero total de ndcleos por campo
para tener una estimacion del nimero total de células, y ademas se cuantifico el nimero de células
con sefial positiva (color rojo) por campo/ individuo. En la tabla 4 y 5 se muestra el nimero total
de células positivas para p62, y el porcentaje de forma individual, y también se obtuvo un promedio
del nimero total de células en los individuos control (1268.5 células), para normalizar vs este valor
cada uno de los datos, donde la intencion fue que los valores normalizados permitieran la
comparacion de los valores con conjuntos de datos de manera que se eliminaran los efectos de

influencias para medidas de proporcion, estos datos que se muestran en la Tabla 6.

En la Figura 26 se muestran los datos graficados de la cuantificacion de ndcleos totales en el
modelo inicial y avanzado asi como en el grupo control, se observa un ligero aumento en la
celularidad del pulmén en el modelo inicial, y un aumento significativo en la NH avanzada con
respecto al modelo inicial y al control, demostrando que hay mayor infiltracion de células

inflamatorias en el pulmén del raton tras la exposicién al antigeno por 3 semanas.
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Figura 25. Resumen comparativo de los distintos tipos de células positivas para p62 en el pulmén de ratones control y pulmén
proveniente de ratones tratados con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. No
identificado: no se encontro el marcador para p62 en ese tipo celular.
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La cuantificacion de células positivas para p62 (Figura 27) reveld que en el pulmén control, hubo
un 0.52% de células positivas, que son principalmente macrofagos, en la NH inicial aumento la
presencia de macrofagos a 2.28% y en la NH avanzada se mantuvo en 2.18%, aunque ninguno de
estos cambios fue significativo, este es un porcentaje mas alto de macréfagos positivos para p62,
que el que se observé para LC3B al inducir neumonitis. Por otro lado en el control se encontr6 que
el 0.13% de las células eran neutrofilos positivos para p62, en la NH inicial se observo un aumento
significativo al 9.2% seguido de una disminucién en la NH avanzada al 4.7%, los porcentajes de
neutrofilos positivos para p62, fueron menores que los mostrados para LC3B. En la comparacion
entre el porcentaje de macréfagos y el porcentaje de neutréfilos (Figura 28), nuevamente el

porcentaje de neutrofilos resulto significativamente mayor, pero sélo en el modelo de la NH inicial.

Tabla 4. Cuantificacion de células totales (nucleos totales) y macréfagos para p62 en el pulmén de ratones control y en el pulmén
de ratones del modelo inicial y avanzado de NH.

p62 positivos para MACROFAGOS

Porcentaje/ caso
Nucleos totales Macrofagos individual Normalizado
1458 4 0.27434842 0.31533307
1387 7 0.50468637 0.55183287
960.5 0.93701197 0.70949941
1268.5 0.57201559 0.52555512
1641.5 31 1.8885166 2.4438313
1833 14 0.76377523 1.10366575
1753 42 2.39589276 3.31099724
1742.5 1.6827282 2.28616476
2181.5 36 1.65024066 2.83799764
2603.5 37 1.42116382 2.9168309
2299.5 10 0.43487715 0.78833268
2361.5 1.16876054 2.18105374
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Tabla 5. Cuantificacion de células totales (nucleos totales) y neutréfilos para p62 en el pulmoén de ratones control y en el pulmén
de ratones del modelo inicial y avanzado de NH.

promedio
NH inicial

Nucleos totales

1458
1387
960.5
1268.5

1641.5
1833
1753

1742.5

21815
2603.5

2299.5
2361.5

Neutrofilos

p62 positivos para NEUTROFILOS

3

127
71
153

53
73

Porcentaje/ caso
individual

0.20576132
0.14419611

0
0.11665247

7.73682607
3.87343153
8.72789504
6.77938421

2.42952097
2.8039178

2.34833659
2.52725846

Normalizado

0.2364998
0.15766654
0
0.13138878

10.011825
5.597162
12.0614899
9.22349231

4.17816318
5.75482854

4.25699645
4.72999606

Tabla 6. Células totales (nucleos totales), porcentaje normalizado de macréfagos y neutrofilos positivos para p62 en el pulmoén
de ratones control, del modelo inicial y avanzado de NH.

Nucleos
totales Macréfagos Normalizado Porcentaje  Neutréfilos Normalizado Porcentaje
Controles
1458 4 0.00315 0.31% 3 0.0024 0.24%
1387 T/ 0.00552 0.55% 2 0.0016 0.16%
960.5 9 0.00709 0.71% 0 0 0%
1269 7/ 0.52% 2 0.13%
217.79 1.65 1.528
NH inicial
1641.5 31 0.02443831 2.40% 127 0.10011825 10.01%
1833 14 0.01103666 1.10% 71 0.05597162 5.60%
1753 42 0.03310997 3.30% 153 0.1206149 12%
1743 29 2.28% 117 9,2%
96.18 14.11 41.9
NH avanzada
A 2181.5 36 0.02837998 2.84% 53 0.04178163 4.18%
B 2603.5 37 0.02916831 2.92% 73 0.05754829 5.75%
C 2299.5 10 0.00788333 0.78% 54 0.04256996 4.26%
X 2362 28 2.18% 60 4.70%
g 217.72 15.31 11.27
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Figura 26. Cuantificacion de células totales para p62 en el pulmén de ratones control y pulmén proveniente de ratones tratados
con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. Los datos se presentan como media + desviacion
estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. La prueba estadistica y la gréfica se realizaron utilizando el programa Prism versién 6.0 (software
Graph-Pad), y p <0,05 se consider¢ significativa. N=3 para cada grupo experimental. 0.0332 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***),
<0.0001(****).
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Figura 27. Cuantificacion de células positivas para p62 en el pulmén de ratones control y pulmén proveniente de ratones
tratados con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. Los datos se presentan como media
desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Las pruebas estadisticas y las graficas se realizaron utilizando el programa Prism version 6.0 (software
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Graph-Pad), y p <0,05 se considero significativa. N=3 para cada grupo experimental. 0.0332 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***),
<0.0001(****).
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Figura 28. Comparacion de la cuantificacion de macréfagos y neutrofilos positivos para p62 en el pulmén de ratones control y
pulmdn proveniente de ratones tratados con Saccharopolyspora rectivurgula, en el modelo de NH inicial y NH avanzada. Los
datos se presentan como media + desviacion estandar. Los datos se analizaron mediante la prueba ANOVA de dos vias, seguida de
la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples. Las prueba estadistica y la grafica se realizaron utilizando el programa
Prism version 6.0 (software Graph-Pad), y p <0,05 se consider¢ significativa. N=3 para cada grupo experimental. 0.0332 (*),
0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001(****).

En resumen, observamos que la expresion de los principales marcadores de autofagia LC3B y p62
se induce en el pulmon en respuesta a la exposicion frente a Saccharopolyspora rectivurgula

principalmente en células inflamatorias como los son macréfagos y neutrofilos.

6. DISCUSION

La autofagia es uno de los procesos que estd relacionado con la patogénesis de diversas
enfermedades respiratorias crénicas, como el cancer de pulmon, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), fibrosis pulmonar idiopética, asma, hipertension pulmonar, entre otras
(Racanelli, et al., 2018). En esta tesis se evaludé la localizacion de LC3 y p62, por
inmunohistoquimica después de la induccion de NH por S. rectivirgula en un modelo inicial de 2
semanas y uno avanzado de 3 semanas. LC3-Il participa en la elongacion y maduracion del

fagdforo y en la maduracion del autofagosoma, por ello es un marcador del mismo. Por otro lado,
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p62/SQSTML1 tiene una funcidn dual, como centro de sefializacion y como proteina adaptadora
dentro de la autofagia, ya que funciona como un receptor que se une a las dianas poliubiquitinadas
que van a la degradacion.

En este trabajo, los resultados histolégicos mostraron un incremento en la celularidad
especialmente de células inflamatorias, principalmente macrdéfagos y neutrofilos, asi como,
hipertrofia del epitelio alveolar en los pulmones de los ratones tratados con S. rectivirgula.

En el pulmén de ratones control, se observd un marcaje positivo tenue para LC3B en
macrofagos y epitelio, al igual que para p62, que so6lo se encontrd en el epitelio bronquial y en
escasos macrofagos. Es importante mencionar, que basado en la morfologia celular, se
reconocieron estos tipos celulares, sin embargo, para definir si efectivamente son ciertos tipos
celulares, sera necesario en un futuro hacer colocalizacion con marcadores especificos de cada tipo
celular. Después de la induccion de NH en el modelo inicial y avanzado, las células predominantes
fueron los neutréfilos, los macrofagos se encontraron en menor proporcion, y no encontramos
tincion positiva para linfocitos. La sefial positiva para LC3B en neutrofilos fue muy intensa en NH
tanto en el modelo inicial, como avanzado. Estos hallazgos nos hacen preguntarnos ¢cual es el
posible papel de la autofagia en los neutréfilos?

Se sabe que las primeras células en reclutarse en el pulmén son los neutrofilos por la secrecion de
IL-8 principalmente, esto se confirma por su abundancia en lavado bronquialveolar. Los neutrofilos
participan en el desarrollo del dafio pulmonar a lo largo del avance de la NH, al liberar diversas
citocinas que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad por ejemplo el IFN-y que colabora en
la formacion de granulomas, caracteristicos de la etapa avanzada de NH, formados por macréfagos
y células T rodeadas por fibroblastos (Hasan, et al., 2013), en los tejidos de los ratones del modelo
de neumonitis no se encontro la presencia de granulomas, ya que éstos estan asociados con procesos
fibroticos resultado de modelos més extensos.

Se ha descrito que la autofagia regula las respuestas funcionales de las células del sistema inmune,
como la fagocitosis, la presentacion de antigenos, la produccion de citocinas, establecimiento de
tolerancia, degranulacion y la formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NET, del inglés,
neutrophil extracellular traps) entre otros mecanismos. Las NET son estructuras grandes,
extracelulares, similares a redes, compuestas de proteinas citosolicas y granulares que se ensamblan
en un andamiaje de cromatina descondensada. Las NET atrapan, neutralizan y matan bacterias,
hongos, virus y parasitos, y se cree que previenen la diseminacion de bacterias y hongos

(Papayannopoulos V, 2018). Varios grupos han informado que la autofagia es necesaria para la
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formacion de NETS, la inhibicion de PI3K previene la descondensacion de la cromatina, la cual es
esencial para la formacion de NET y la netosis (Remijsen, et al., 2011), también se ha documentado
que la autofagia es esencial para la formacion de NETs después de la infeccién neumocdcica
(Ullah, et al., 2017). Se ha documentado que la inhibicion de la autofagia por inhibidores
farmacol6gicos o por RNA de interferencia contra Atg7 disminuye significativamente la
generacion de NET (Ma et al., 2016).

De manera muy relevante, recientemente se ha descrito que la autofagia participa en la
diferenciacion de neutrofilos y macrofagos. De acuerdo con un analisis global de RNA-seq de
sangre humana, se revel6 que durante la diferenciacion monocitica y granulocitica participan 22
genes de autofagia, ademas, en otro estudio se demostré que la autofagia es esencial para la
diferenciacion normal de neutréfilos in vivo, pues la lipofagia controla la via FAO-OXPHOS
(oxidacion de acidos grasos-fosforilacion oxidativa) que es critica para el suministro de ATP en el
proceso de diferenciacion (Riffelmacher et al., 2017). La autofagia también ha sido implicada en
la diferenciacion de monocitos a macrofagos, pues su inhibicion obstaculiza la diferenciacion y
produccion de citocinas debido a la fosforilacion de Bcl-2 mediada por JNK, y también se ha
documentado su importancia en las funciones fisioldgicas de los macréfagos y neutrofilos, como

en la fagocitosis (Zhang et al., 2012; Jaquel et al., 2012).

En cuanto a p62, observamos que después de la induccién de NH hay una sefial positiva fuerte en
el epitelio bronquial y en macrdfagos. La actividad de macrofagos y neutréfilos tiene repercusiones
importantes en la NH, los macréfagos juegan un papel importante en promover la progresién de la
inflamacion pulmonar, las citocinas asociadas a células TH2 como IL-4 y IL-13 se ha documentado
que inhiben la autofagia al impedir maduracion del fagosoma, lo que ocasiona la supervivencia de
micobacterias dentro de los macréfagos, estas citocinas estan involucradas en la progresion de la
enfermedad, esto puede sugerir que la autofagia en los macréfagos tienen un papel relevante en la
patogénesis de la NH (Harris et al., 2007; Su, et al., 2015). La estimulacién con S. rectivurgula,
activa a los macrdfagos y estos secretan citocinas como MIP-1a, MCP-1, IL-8, CXCL1, CXCL2,
CXCL5 y G-CSF, las cuales se encargan del reclutamiento de neutrofilos y linfocitos al pulmén,
los macréfagos también son impulsores clave de la fibrogénesis, pues estan involucrados en la
respuesta sesgada por Th2 que participa en la remodelacién fibrética en la NH asi como en la
activacion de fibroblastos al secretar citocinas profibroticas (Sxhulet et al., 2003; Vasakova, et al.,
2019, Su, et al., 2015).
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La posible participacion de autofagia en macréfagos y neutrofilos, que observamos en el pulmén
de ratones con NH, podria estar asociada a la xenofagia, que es un tipo de autofagia selectiva no
canodnica, la cual se encarga de detectar y eliminar patdgenos intracelulares que escapan de los
compartimentos endociticos de la fagocitosis, sin embargo, la autofagia también puede participar
de forma independiente de la fagocitosis por medio de la fagocitosis asociada a LC3 conocida como
LAP (del inglés LC3-associated phagocytosis), en donde las bacterias en el fagosoma inducen la
translocacion de LC3, lo que ayuda a la maduracion del fagosoma de una sola membrana asi como
su fusion con el lisosoma. Se ha documentado que la autofagia puede desempefiar un papel en la
actividad bactericida mediada por macrofagos y neutréfilos contra bacterias multirresistentes,
también se ha demostrado su papel en la infeccion neumocdcica, donde, si se reduce la autofagia,
la tasa de fagocitosis también baja (Itoh, et al., 2015; Ullah, et al., 2017).

La autofagia en macréfagos también puede cambiar sus patrones de secrecion de citocinas, por
ejemplo, controla negativamente la activacion del inflamasoma en respuesta a estimulos
inflamatorios al degradar sus componentes, lo que conduce a una activacion reducida de la caspasa-
1, blogueando la conversion de precursores de citocinas como pro-IL-1p y pro-IL-8 en sus formas
activas, que de otra forma, se liberaria para realizar funciones proinflamatorias, por lo contrario,
en ausencia de autofagia, hay una acumulacion de mitocondrias disfuncionales lo que conduce a
un aumento en los niveles intracelulares de ROS, como consecuencia se acelera la activacion del
inflamasoma y la caspasa-1, lo que resulta en una mayor secrecion de estas citocinas (Harris, et al.,
2011; Germic, et al., 2019). También la autofagia regula la secrecion de IL-1B en neutrofilos,
cuando es inhibida por bafilomicina A1 o en el KO de ATGS5, donde la liberacién de IL-1p fue
inhibida en neutrofilos (Lula, et al., 2018).

La autofagia también afecta a la degranulacion y produccion de ROS por la NOX, pues los ratones
deficientes de ATG5 y ATG7 muestran una degranulacion deteriorada principalmente en granulos
primarios y secundarios con la excepcién de la mieloperoxidasa (Bhattacharya, et al., 2015).
Nuestros resultados pueden sugerir, que la sefial positiva para LC3B y p62 en macrofagos y
neutrdfilos, podria estar asociado a macroautofagia y a LAP, sin embargo también podria estar
asociada a procesos independientes de autofagia. También sera necesario confirmar los tipos
celulares que sugerimos en esta tesis, haciendo colocalizaciones utilizando marcadores especificos
de neutrofilos y macréfagos. En estudios futuros podria ser interesante poder inducir el modelo de

NH en ratones deficientes de alguna proteina esencial de la autofagia, como el raton deficiente de
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LC3B o de p62, y poder monitorear si existen cambios en el desarrollo de neumonitis, en la
infiltracién de macrdfagos y neutrofilos, o en la secrecién de citocinas y quimiocinas, y también
poder determinar si una deficiencia en el proceso de autofagia, promueve o previene el desarrollo
de NH.

CONCLUSIONES

1) No se observo sefial positiva en los controles negativos del protocolo de inmunohistoquimica.

2) En pulmones de ratones control hay identificacion de sefial positiva tenue para LC3B y p62,

observada en epitelio y en algunos macréfagos.

3) La exposicién de los ratones al antigeno Saccharopolyspora rectivirgula por via intranasal
induce la infiltracion de células inflamatorias, principalmente neutrofilos y macréfagos en el
pulmon, y un aumento en la expresion de LC3B y p62, observado como una tincion positiva intensa

en éstas células.
4) La exposicion de los ratones al antigeno Saccharopolyspora rectivirgula por via intranasal

induce un aumento en la expresion de p62 en el epitelio bronquial, observado como una tincién

positiva intensa con un patron granular.
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