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Resumen

Introduccion. En 2016, el Instituto Karolinska premid a Yoshinori Ohsumi con el Premio Nobel de Fisiologia
y Medicina por sus estudios en autofagia. Posteriormente muchas investigaciones han demostrado la
importancia de este proceso en la salud.

Métodos. Se revisan tres aspectos: a) la informacién del Comité del Nobel sobre las investigaciones del
galardonado; b) los mecanismos moleculares implicados en la autofagia; y c) la relacidn entre autofagia y
salud.

Resultados. Se presentan los aspectos mas relevantes de la investigacion sobre la autofagia, desde las

investigaciones de De Duve con los lisosomas hasta algunos detalles moleculares relevantes.
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Se comentan datos biograficos de Ohsumi y aspectos de su investigacion que llevaron al Nobel; también
las caracteristicas de los tres tipos de autofagia: macrofagia, microfagia y dependiente de chaperonas. Este
proceso es altamente dependiente del estado nutricional, del estrés y de la expresion de ciertos genes,
particularmente los de autofagia (ATG). Alteraciones en la expresion o la existencia de polimorfismos en
ATG originan cambios significativos en la formacién de los autofagosomas. Se explica la importancia en la
salud y algunas patologias muy prevalentes del reciclado de células completas y de sus componentes
aislados, asi como el papel de la interaccion de algunos farmacos en la funcién autofagica.

Conclusién. La autofagia es un proceso celular muy comun, altamente dependiente del estado nutricional
y de la expresion y polimorfismos de los ATG. Es determinante en la maduracién, desarrollo y salud, y
participa de forma relevante en el envejecimiento y en la prevencion de enfermedades degenerativas.

Palabras clave: Autofagia; Premio Nobel; macrofagia, microfagia, chaperonas, salud, enfermedades

Abstract

Introduction. In 2016, the Karolinska Institute awarded Yoshinori Ohsumi the Nobel Prize in Physiology
and Medicine for his studies on autophagy. Subsequently, many investigations have demonstrated the role
of this process in health.

Methods. Three aspects are reviewed: a) the information given by the Nobel Committee on the laureate’s
research; b) the molecular mechanisms involved in autophagy; and c) the relationship between autophagy
and health.

Results. The most relevant aspects of autophagy research are presented, from De Duve's research with
lysosomes to some relevant molecular details. Ohsumi's biographical data and aspects of his research that
led to the Nobel are discussed; also,

the characteristics of the three types of autophagy: macrophagy, microphagy and chaperone-dependent.
Autophagy is highly dependent on nutritional status, stress, and the expression of certain genes, particularly
the so-called autophagy-related genes (ATG). Alterations in the expression or the existence of
polymorphisms in ATG cause significant changes in the formation of autophagosomes. The importance in
health and some very prevalent pathologies of the recycling of whole cells and their isolated components is
explained, as well as the role of the interaction of some drugs in the autophagic function.

Conclusion. Autophagy is a very common cellular process, highly dependent on nutritional status and ATG
expression and polymorphisms. It is determinant in maturation, development, and health, and participates

in a relevant way in aging and in the prevention of degenerative diseases.

Keywords: Autophagy; Nobel Prize; macrophagia, microphagia, chaperones, health, diseases

Introduccion

Este articulo especial es la repuesta a una convocatoria que JONNPR realiz6 en 2017 a raiz del premio
Nobel de Fisiologia y Medicina concedido a tres americanos, Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W.
Young por sus descubrimientos sobre los mecanismos moleculares que controlan el ritmo circadiano®. En
aquella publicacién surgié la invitacion a nuestros lectores para colaborar en articulos que revisaran y

trataran cualquier tema premiado con el Nobel entre los afios 2000 y 2016, Posteriormente también hemos
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hecho la misma convocatoria®@®. Hace unos meses, publicabamos una editorial sobre el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina de 2021® que premiaba la labor y trayectoria de David Julius, fisiblogo
estadounidense de 66 afios y Ardem Patapoutian, bidlogo estadounidense de origen libanés de 54 afios,
por sus descubrimientos sobre los receptores TRP relacionados con el tacto, temperatura y la presion dada
su importancia decisiva para la salud®. En ella sefialabamos que estaba en marcha una revisiéon de los
trabajos e investigaciones que condujeron a la concesién del Premio Nobel en 2016 sobre la significacion
de la autofagia como sistema clave de la salud en la eliminacién y reciclaje de componentes celulares,
procesos clave para prevenir la aparicion de ciertas patologias crénicas y permitir envejecer de forma mas

saludable.

Es importante remarcar que este articulo dedicado a la autofagia no pretende hacer una revisién
exhaustiva de estos aspectos, aunque si recordar que las investigaciones que condujeron al Premio Nobel
en 2016 han cambiado el concepto de cémo la célula es capaz de reciclar algunos de sus materiales
metabdlicos y componentes celulares en respuesta a la inanicion y el estrés. Sin embargo, en este trabajo
especial se revisan primero los aspectos burocraticos que concernieron al Nobel en 2016®), para

posteriormente sefialar en qué consiste la autofagia y cual es su importancia fisiologica.

El Premio Nobel de Fisiologia y Medicina de 2016.
Burocracia y boato. Autofagia

Cada 10 de diciembre, fecha de la muerte de Alfred Nobel, tal como lleva haciéndose desde 1901, excepto
en los aflos marcados por las dos grandes guerras Mundiales, tiene lugar primero en Oslo la ceremonia de
entrega del Premio Nobel de la Paz y unas horas después en Estocolmo para el resto de los Premios
Nobel®7"), Estos premios, instituidos por el quimico e inventor Alfred Nobel en su testamento, y organizados
y administrados desde hace mas de un siglo por la Fundacion que lleva su nombre, es uno de los galardones
mas prestigiosos del mundo y se concede tal como figura en la pagina oficial del Premio «For the greatest

benefits to humankind» (traduccion libre al castellano «Para mayor beneficio de la humanidad» -3,

El galardén del Premio Nobel demanda un exhaustivo proceso de nominacion y seleccion donde
intervienen numerosas personas e instituciones de reconocido prestigio en los diferentes campos que
abarcan este premio y en particular en el de Fisiologia o Medicina, del que nos ocupamos en esta breve
revisién. Grosso modo, el procedimiento comienza en septiembre del afio previo a la concesion, cuando el
Comité del Nobel de Fisiologia o Medicina envia de forma confidencial invitaciones a renombrados
profesionales miembros del Instituto Karolinska, profesores universitarios de Fisiologia o Medicina en los
paises aledafios, y miembros de la Real Academia Sueca de las Ciencias para que propongan candidatos
que puedan optar al galardon en esta modalidad. Las propuestas de los candidatos se envian
posteriormente al Comité justo antes de terminar el mes de enero del afio de concesion del Nobel, y durante
el mes de febrero, dicho organismo examina los nombres propuestos. Entre los meses de marzo y mayo,
dicho Comité consulta sobre la adecuacién de los candidatos preliminares y emite un informe que recoge

todos los antecedentes e informacién de la proposicién y lo remite a la Asamblea del Nobel, la cual debate
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sobre estos aspectos en dos reuniones, sometiéndose a principio de octubre a votacién de sus miembros

la decisién inapelable sobre la designacion de los elegidos ganadores®).

El tres de octubre de 2016 el Secretario del Comité del Nobel de Fisiologia y Medicina, el profesor
Thomas Perlmann, hacia publico a los medios el siguiente comunicado (sic) «The Nobel Assembly at
Karolinska Institutet has today decided to award the Nobel Prize in Physiology or Medicine 2016 to Yoshinori
Ohsumi for his discoveries of mechanisms for autophagy» (traduccién libre «El comité de la Fundacion
Nobel en el Instituto Karolinska ha decidido hoy conceder el premio Nobel de Fisiologia o Medicina a

Yoshinori Ohsumi por su descubrimiento de los mecanismos de autofagia»)® (Figura 1).

Figura 1. Anuncio del Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2016 concedido a
Yoshinori Ohsumi por el profesor Thomas Perlmann, secretario del Comité Nobel de
Fisiologia o Medicina, el 3 de octubre de 2016.

https://canalbiblos.blogspot.com/2016/12/ceremonia-de-entrega-de-los-premios.htmi‘®

Posteriormente en la ceremonia de entrega de los premios®?), acontecida el diez de diciembre de
2016 en Estocolmo, fecha del aniversario del fallecimiento de su fundador (Figura 2), Yoshinori Ohsumi
recibié la medalla Nobel, un diploma y un documento acreditando el logro de manos del rey Carlos XVI
Gustavo de Suecia. En dicha ceremonia el profesor Nils-Goran Larsson, miembro de la Asamblea Nobel en
el Instituto Karolinska y Miembro del Comité Nobel de Fisiologia o Medicina pronuncié el discurso de
presentacion del premiado con el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2016, terminando con las
siguientes palabras: “Yoshimori Ohsumi, su innovadora investigacion ha resuelto un enigma en biologia y
ha revelado mecanismos para que nuestras células puedan reciclar sus componentes y combatir la
enfermedad. Con una serie de brillantes experimentos ha abierto un nuevo campo en biologia. En nombre
de la Asamblea Nobel del Instituto Karolinska, tengo el gran privilegio de transmitirle nuestras mas calurosas
felicitaciones. Ahora le ruego que dé un paso adelante para recibir su Premio Nobel de manos de Su

Majestad el Rey”.


https://canalbiblos.blogspot.com/2016/12/ceremonia-de-entrega-de-los-premios.html(6)
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Figura 2. El laureado Yoshinori Ohsumi después de recibir la medalla y el diploma Medalla del Premio Nobel de
Medicina. Imagen obtenida de https://news.culturacolectiva.com/noticias/comienza-la-entrega-de-los-premios-nobel-ya-
entregaron-el-de-medicina/.

Como detalle, hay que comentar que el premio que recibié Yoshinori Ohsumi estuvo dotado con
ocho millones de coronas suecas (unos 880.000 euros). También, que en el anverso de la medalla que
recibié se muestra la efigie de Alfred Nobel con las fechas de su nacimiento NAT MDCCCXXXIIl y muerte
OB MDCCCXCV!I. En el reverso se encuentra representado al “Genio de la Medicina” sosteniendo un libro
abierto en su regazo, y recogiendo agua que sale de una roca para saciar la sed de una mujer enferma
(Figura 2). La inscripcion “Inventas vitam juvat excoluisse per artes” ha sido tomada de la obra La Eneida
de Virgilio del siglo | AC. El nombre del Laureado se muestra debajo de la imagen, y ademas aparece un
texto “REG. UNIVERSITAS. MED. CHIR. CAROL". Disefiada por Erik Lindberg®).

Detalles Biograficos de Yoshinori Ohsumi

Segun recoge la publicacion de Cascales Angosto y col.® Yoshinori Oshumi nacié en Fukuoka, Japon en
1945. Toda su infancia estuvo marcada por las penalidades y privaciones que sufrié Japon después de la
Segunda Guerra Mundial. En 1963 se matriculd en la Universidad de Tokio, centrando sus estudios en
biologia molecular. Después de graduarse como doctor, se dedicod al estudio de los mecanismos de
iniciacion del ribosoma en E. coli y la acciéon de la colicina E3. En 1974 se traslado a la Universidad
Rockefeller de Nueva York donde estudié bajo la direccion del Dr. Edelman la fertilizacion in vitro en el
raton. Posteriormente, inicié en levaduras el estudio de la replicacion del ADN. En 1977, vuelve a Japén y
es contratado como profesor auxiliar en la Facultad de Ciencias de Tokio, donde centra su investigacion en
el estudio de la membrana vacuolar en levaduras. En 1988, como profesor asociado de la Facultad de las
Artes y las Ciencias de la Universidad de Tokio, crea su propio laboratorio e investiga en levaduras sobre
los mecanismos fisioldgicos implicados en la autofagia con ayuda de la microscopia 6ptica y electrénica.
También estudian los procesos celulares que acontecen en levaduras mutantes en las que la autofagia no

tiene lugar.

El equipo de Oshumi encontrd, en una primera instancia, quince genes esenciales que intervienen
en la autofagia inducida por ayuno, y comenz6 a clonar genes relacionados con la autofagia (en inglés.

autophagy-related genes), cuyo acronimo ATG fue mundialmente aceptado. Posteriormente, descubrié la
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funcionalidad y relacién concatenada de las proteinas codificadas por genes ATG, y de los mecanismos
moleculares de las proteinas codificadas por los genes ATG de levaduras. Desde 2009, dirige en el Instituto
de Tecnologia de Tokio investigaciones sobre la dinamica de las membranas en la formaciéon del

“autofagosoma” y la relevancia de este proceso en el marco de la biologia estructural, celular y molecular.

El mismo doctor Oshumi refiere que la eleccion de este tema de investigacion fue una gran
contribucion al conocimiento cientifico, identificando los genes centrales de la autofagia. Actualmente se
publican miles de articulos al afio en torno a su linea de investigaciéon. Aungque son muchas las publicaciones
del grupo del Dr. Oshumi, resaltaremos algunas donde se resalta la importancia de la autofagia en
levaduras®12, Particularmente, este grupo de investigacion estd investigando recientemente en los
mecanismos de autofagia relacionados con la eliminacién de acido ribonucleico mensajero (ARNm)*2),
Segun este galardonado con el Nobel, aunque el papel de la autofagia en la degradacion de proteinas y
organulos esta bien caracterizado; sin embargo, la degradaciéon del ARN por autofagia en respuesta al
estrés y la de ARNm especificos permanece sin ser practicamente estudiado. En sus propias palabras (sic)
“Proponemos que la autofagia actia como un sistema de degradacién del ARNm en el paso de la
traduccioén, agregando un mecanismo para la regulacion transcripcional y la inhibiciéon de la traduccion
global durante la adaptacion celular a las condiciones de estrés. La degradacion autofagica de los ARNm
asociados a los ribosomas en la fase temprana de la respuesta al estrés puede ser necesaria para facilitar
el cambio a la traduccion de los genes de respuesta al estrés. La degradacion de los ARNm involucrados
en la asociacion de ribosomas puede ser contraria a la intuicion, ya que esto puede sugerir una adaptacion
ineficiente al estrés cuando la célula es menos capaz de tolerar el desperdicio de recursos. Sin embargo,
tal degradacién probablemente refleje un intrincado equilibrio entre la expresiéon de los genes diana y la
inhibicion de la expresién innecesaria de los ARNm diana. Nuestros resultados demuestran que la autofagia
esta involucrada en la regulacion de la expresion génica a través de la degradacion del ARNm, por lo que
desempefa un papel fundamental en la homeostasis celular”. Efectivamente en ese Ultimo estudio se
demuestra la degradacion selectiva del ARNm por autofagia inducida por rapamicina en levaduras®?, El
perfil de ARNm encontrado en las vacuolas revela que subconjuntos de ARNm, como los que codifican la
biosintesis de los aminoéacidos y proteinas ribosémicas, se entregan preferentemente a la vacuola para su
degradacion por autofagia. También se observa que la degradacion del ARNm mediada por autofagia esta

estrechamente acoplada a la traduccion en los ribosomas.

Aunque entra en el campo de la especulacion, la degradacion del ARNm podria tener una enorme
importancia en la eficacia de la inmunizacién de las nuevas vacunas ARNm frente a SARS-CoV-2, ya que
tanto el estado nutricional como las posibles caracteristicas genéticas de las personas inmunizadas
condicionarian la eliminacion (temprana o tardia) de los ARNm dirigidos para poner en marcha la sintesis
de la proteina S del SARS-CoV-2.
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Autofagia. Generalidades y Tipos

Autofagia es el término (procedente de las palabras griegas “auto™ que significa “uno mismo” y “phagy” que
significa “comer”) adoptado para describir el conjunto de reacciones moleculares que resultan en la
degradacion de los componentes intracelulares en los lisosomas. Este proceso fue descrito por primera vez
en 1963 por Christian de Duve mientras observaba cémo unas pequefias vesiculas denominadas lisosomas
ayudaban a la limpieza celular, lo que le llevo a recibir el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1974,
junto con Albert Calude y George Palade. En la década de los 90, Yoshinori Oshumi describié un conjunto
de genes relacionados con la autofagia, conocidos como ATG que, junto con sus intentos de identificar la

base genética de dicho proceso, le condujeron a recibir el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 2016@3),

El reciclaje es una de las bases de la supervivencia celular, ya que permite reducir los desechos
celulares, preservar la energia celular y adaptarse a los diferentes cambios al regular la abundancia de los
componentes intracelulares. A diferencia de lo que se creia antiguamente, la autofagia no solo se basa en
un proceso de reciclaje de proteinas, sino que contribuye a mantener un balance energético positivo a
través de la degradacion y utilizacion de organelas, glucégeno o lipidos. A su vez, también se ha observado
la participacion de la autofagia en diversos procesos como la diferenciacion celular, la remodelacion de

tejidos, el control del crecimiento y la defensa celular®4.

Descubrimiento de los lisosomas. La antesala del
Premio Nobel de 2016

En la década de 1950, el bioquimico Christian de Duve, investigando la accién de la insulina, traté de
localizar en el interior de la célula diferentes actividades enzimaticas. Tras diferentes estudios se concluy6
gue las enzimas proteoliticas, se encontraban secuestradas en el interior de una estructura de membrana
a la que de Duve denomind lisosoma®®16), Christian de Duve y Albert Claude, junto con George Palade,
fueron galardonados en 1974 con el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina por sus descubrimientos

relativos a la estructura y organizacion funcional de la célula®).

Poco después del descubrimiento de los lisosomas, otros investigadores observaron porciones de
citoplasma secuestradas en el interior de unas estructuras membranosas en células renales de ratones con
desarrollo normal. También en rata con hidronefrosis se encontraron en células del tibulo proximal
estructuras vacuolares que contenian restos de citoplasma y mitocondrias. Estas vacuolas aumentaban
notablemente en nimero a medida que progresaba la degeneracion y acumulaban granulos que contenian
fosfatasa acida. También se observo en higado de raton, estructuras de membrana que tenian en su interior
porciones de citoplasma degenerado y su cantidad se elevé considerablemente después de perfundir el

higado con glucagén o mediante la exposicién a agentes toxicos.
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Reconociendo que las estructuras encontradas tenian la capacidad de digerir el contenido
intracelular, Christian de Duve acufi6 en 1963 el término autofagia, y discuti6 ampliamente este concepto

en un articulo de revision publicado unos afios mas tarde6.17),

La prueba mas convincente de la existencia de la autofagia en células de mamiferos la
proporcionaron los resultados obtenidos por microscopia electrénica. Se supo entonces que la autofagia se
produce en casos de nivel metabdlico basal bajo y se eleva durante la diferenciacion y remodelacién en una
gran variedad de tejidos, tales como cerebro, intestino, rifién, pulmoén, higado, prostata, piel y glandula
tiroides. Ademas, se observd que la autofagia se producia en una amplia gama de células eucariotas, lo
que sefialaba que era una funcién conservada a lo largo de la evolucién. Una serie de experimentos que
combinaban el fraccionamiento subcelular, la autorradiografia y la microscopia electrénica, proporcionaron
evidencias de que las fases iniciales de la autofagia incluian la formacién de una estructura de doble
membrana, el fag6foro, que se extendia alrededor de una porcion del citoplasma y se cerraba formando

una vesicula, el autofagosoma (Figura 3), que carecia de enzimas hidroliticos.

Al encontrar de Duve que el glucagon inducia en higado la autofagia, se puso de manifiesto el
papel fisiologico de este proceso®. La observacion de que la autofagia se inhibia en presencia de
nutrientes y se inducia por inanicion, reforz6 su estrecha regulacién por los nutrientes. Pfeifer y col.(19
encontraron que la inanicion durante 48 horas producia la degradacion del 30-40% de las proteinas
hepéticas. Estos y otros experimentos mostraron que la degradacién de las proteinas, via autofagia, estaba
estrictamente controlada por la concentracion de determinados aminoacidos en el medio, que la suprimian.
Se observo también que la autofagia estaba regulada por hormonas, fenémeno de gran importancia que
daba cuenta de su mecanismo de accién. El efecto estimulador del glucagén se oponia al efecto inhibidor
de la insulina®. Con el reciente desarrollo de la espectroscopia de masas, es posible hoy dia analizar el
comportamiento dinamico de diversos metabolitos. Sin embargo, quedan por demostrar muchos detalles

de la regulacion y la estrecha relacién entre la autofagia y el metabolismo celular.

Casi 30 afios después de los descubrimientos de los lisosomas y de acufiar el término autofagia
por Christian de Duve, muchos aspectos sobre la autofagia eran mal conocidos, en particular por el
desconocimiento de muchos mecanismos moleculares que participaban en la maquinaria autofagica. Asi,
no se habian identificado aun las proteinas necesarias para la autofagia, ni las que se localizaban en el
autofagosoma, con lo que no se disponia de un marcador especifico del autofagosoma o del
autofagolisosoma para los estudios morfolégicos y bioquimicos. Se necesitaba por tanto un buen modelo
para estudiar el mecanismo molecular de la autofagia. Este modelo resulto ser la levadura Saccharomyces
cerevisiae y que sirvi6 enormemente para el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en
la autofagia desarrollados por Ohsumi®. Ademas, muchas incognitas sobre el mecanismo de autofagia
estaban adn sin respuesta (p.ej. ¢Era la autofagia un mecanismo universal de limpieza intracelular?
¢Existen diferentes tipos de autofagia? ¢Tiene la autofagia importancia para la supervivencia del

organismo? ¢Juega algun papel en la enfermedad humana?).
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Tipos de autofagia

De acuerdo con la forma en que los sustratos alcanzan la luz lisosdmica, se han descrito tres formas
principales de autofagia en células de mamiferos: macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por

chaperonas®2) (Figura 3).

LISOSOMA

GEEER

Autofagosoma

Chaperona

Chaperona

/ Proteina con

; '~ dominio
% Proteina con %\D KFERQ
*~.. dominio >

®PO®D KFERQ FEEED

AUTOFAGIA MEDIADA
MACROAUTOFAGIA POR CHAPERONAS MICROAUTOFAGIA

Figura 3: Rutas autofagicas en mamiferos (Modificado de Susmita Kaushik y Ana Maria Cuervo. The
coming of age of chaperone-mediated autophagy)©?. (Creado con BioRender.com)

Macroautofagia

La macroautofagia es la via de reciclaje lisosomal mejor caracterizada, en la que los elementos citosoélicos
destinados a su degradacion (carga), son secuestrados por una vesicula de doble membrana que
administra el material citosélico a los lisosomas(®223). Dicha membrana aislante de origen no lisosomal o
fagoforo naciente, se forma a través del ensamblaje de proteinas y lipidos procedentes de diferentes
organulos como el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi o membrana plasmatica. El cierre de la vesicula
con la carga en su interior da lugar a lo que se conoce como vacuola autofagica o autofagosoma, que se
desplaza a través de los microtibulos para fusionarse con los lisosomas, organulos que proporcionan las

enzimas necesarias para la degradacion de los componentes secuestrados. Tras la hidrdlisis, los
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aminoacidos, lipidos y restos de hidratos de carbono, alcanzan el citosol a través de transportadores y

permeasas para su reciclaje.

La identificacion de los genes ATG permitié conocer en mas detalle el proceso autofagico. Hasta
la fecha los estudios genéticos realizados en levaduras han permitido caracterizar mas de 30 genes ATG,
muchos de los cuales presentan ort6logos en eucariotas superiores. Una vez que la sefial de activacion de
la autofagia se transduce, los genes ATG controlan cada uno de los pasos de la via de autofagia, desde la

formacion del autofagosoma hasta la degradacion y reciclaje de la carga@? 23),

Autofagia mediada por chaperonas

La autofagia mediada por chaperonas (CMA, de sus siglas en inglés chaperone-mediated autophagy) fue
descubierta por J. Fred Dicen en 1985 y es la via autofagica por la que se degradan un subconjunto
especifico de proteinas que atraviesan la membrana lisosomal a través de la proteina de membrana
asociada al lisosoma tipo 2A (LAMP-2A)@2), En este proceso, las proteinas citosélicas destinadas a su
degradacion son reconocidas por la proteina relacionada con el choque térmico citosdlico de 70 kDa
(también conocida como chaperona hsc70) a través de un dominio pentapeptidico (KFERQ) de la secuencia
de aminoécidos de la proteina. Una vez que el complejo chaperona-sustrato alcanza la membrana lisosomal
mediante la unién a LAMP-2A monoméricas, se induce su multimerizacion en un complejo de translocacion
que transporta la proteina del sustrato al interior del lisosoma para su degradacién. Posteriormente,
desplegado e internalizado el LAMP-2A se degrada rapidamente en la luz lisosomal, regulando los niveles
de dicho receptor y, por tanto, limitando la actividad de CMA. La activacion de este tipo de autofagia, ademas
de actuar en respuesta a los cambios nutricionales, también funciona como mecanismo de defensa contra
los ataques celulares en un esfuerzo por eliminar las proteinas dafiadas y garantizar una homeostasis

proteica adecuada(®-23),

Microautofagia

En este tipo de autofagia las cargas son secuestradas por invaginacién directa o protusién del lisosoma,
originandose pequefias vesiculas de pared simple a partir de la membrana lisosomal®%. Recientemente, se
ha encontrado una variacion de este proceso denominada microautofagia endosomal, la cual tiene lugar en
endosomas tardios e implica una degradacion selectiva mediante el reconocimiento del dominio KFERQ de
proteinas por hsc70, al igual que ocurre en CMA. Sin embargo, la internalizacion del sustrato se lleva a
cabo a través del complejo de clasificacion endosomal requerido para el transporte 1y 1l (ESCRTI y 1) en

lugar de LAMP-2A?5),

10
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Aspectos moleculares centrales de la autofagia
Red mTOR, proteinas y genes AGT

Existen diferentes aspectos por los que una célula aumenta los niveles de autofagia. Entre ellos se
encuentran el mal plegamiento de proteinas, la presencia de organelas dafiadas que funcionan de modo
anémalo o que aumentan su nimero de modo inadecuado, y una carencia de nutrientes o hipoxia (Figura

4),

Como se ha comentado la via metabdlica del mTOR (de sus siglas en inglés mammalian target of
rapamycin) juega un papel importante en el proceso autofagico. La red de sefializacion mTOR consta de

dos “vias” principales, cada uno mediado por un mTOR.

La via mTORL1 es inhibida por la rapamicina que controla varios caminos que, determinan la masa
o tamario de la célula, mientras que la via mTOR2 no sensible a rapamicina controla la sintesis de actina
del citoesqueleto y, por tanto, la forma de la célula. La via mTOR1 es muy importantes en el control de la
autofagia y tiene un rol fundamental censando carencia de nutrientes, hipoxia y balance metabolico@%27
(Figura 4).

Insulina/TGF

&

CEIK > DKL

Nutrientes

/

" 4

Energia Hipoxia/Estrés

V4

v A
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1
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v |
T
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Autofagia \
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Sintesis de
proteinas / mTORCI \
Sintesis de
1 ribosomas
Metabolismo

Figura 4. La red de sefializacion mTOR consta de dos vias principales, cada una mediada
por un mTORC. La via mTORC1 sensible a rapamicina controla varios caminos que
colectivamente determinan la masa o tamafio de la célula. mMTORC1 y mTORC2 responden
a factores de crecimiento (insulina / IGF), al estado energético de las células, nutrientes
(aminoacidos) y a estrés. mTORC1, compuesto de diferentes proteinas es multimérico,
aunque se esquematiza como monomero. Las flechas representan la activacion, mientras

11
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que las barras representan la inhibicion. PI3K (fosfatidilinositol 3 quinasa), Akt/PKB (proteina
quinasa B), PDK (proteina quinasa 1-dependiente de fosfatidilinositol), TSC (tuberous
sclerosis complex) 1y 2, LKB1 (serina treonina quinasa codificada por el gen LKB1), AMPK
(quinasa dependiente de adenosina monofoasfato), Rheb (RAS homologue enriched in
brain) es una GTPasa, mLST8 (proteina letal 8 de mamiferos con SEC13), RAPTOR
(regulatory-associated protein of mTOR), Modificado de Costas MA y Rubio MF@9),

El proceso de macroautofagia puede dividirse en fases: 1) nucleacion, 2) elongacion, 3) formacion
del autofagosoma maduro, 4) fusion, 5) degradacion, y 6) reciclaje (Fig. 5). La fase de nucleacion esta
regulada por el complejo mTORC1, un complejo formado por 5 proteinas: mTOR, Raptor (regulatory-
associated protein of mTOR), GbetaL o mLST8 (proteina letal 8 de mamiferos con SEC13), PRAS 40
(substrato de 40 kDa de Akt rico en prolina) y DEPTOR, cuya regulacién depende de la relacion AMP/ATP

la cual, a su vez, esté relacionada con el estado nutricional y metabdlico (Fig. 4).

Este complejo y las proteinas “rio abajo” se regulan por fosforilacion/desfosforilacion y activan las
proteinas encargadas de la iniciaciéon del proceso, via activacién de UKL1/UKL2 (proteinas quinasa tipo
uridina 1 y 2, respectivamente) (Fig. 5). Gran parte del proceso es mediado por las proteinas de la familia
ATG (proteinas iniciadoras de autofagia), las cuales se unen a las proteinas u organelas dafadas,
marcandolas para la formacién de fagoforos (vesiculas de doble membrana que contienen el material a
reciclar). Algunas proteinas Atg se unen a los fagéforos, promoviendo su maduracion y fusién con el
lisosoma para formar el autofagosoma®?. Esta fusion permite que las enzimas lisosomales se ocupen de

la degradacion enzimética de los sustratos, cuyos productos (aminoacidos, lipidos) son luego exportados

al citoplasma para su reutilizacion (Fig. 5).

&

Complejo
ULK1/2
V\Q
ATG12)® © o ©
CORNEA
. ATG16L1 * ll
Lcal \_/'|_C.3|| Autolisosoma
o2
Degradaciony
reciclaje

Figura 5. Génesis y desarrollo del autofagosoma y participacion de las diferentes proteinas ATG
en sus 6 etapas (nucleacion, elongacién, formacién del autofagosoma maduro, fusion,
degradacion, y reciclaje. Se inicia por activacion de complejo quinasa-quinasa ULK1/2 (proteinas
quinasa tipo uridina 1y 2, respectivamente), que fosforila a la proteina Beclinl (también conocida
como ATG6) que forma parte del complejo iniciador de la nucleacion del fago6foro y
posteriormente la conjugacion del mismo con el complejo ATG5/ATG12/ATG16 (proteinas
iniciadoras de autofagia 5, 12 y 16). ContinGla con el procesamiento de LC3 (microtubule-
associated protein light chain 3) y la insercion en la membrana del fagéforo. Asi se produce la
formacion del autofagosoma que luego se fusiona con el lisosoma (autofagolisosoma) donde
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ocurre la degradacion del substrato cuyos productos son liberados al citoplasma. Modificado de
Costas MA y Rubio MF@®, (Creado con BioRender.com)

Como vemos en la figura 5, la presencia de las proteinas ATG es esencial para un buen
funcionamiento del proceso de reciclado celular, el cual se ha observado juega papeles de indiscutible
importancia en la salud y estando las alteraciones del proceso autofagico implicadas en la fisiopatologia de
las enfermedades cardiovasculares, enfermedades infecciosas, enfermedad de Crohn y trastornos

neurodegenerativos(3:31),

Tabla 1. Proteinas ATG y caracteristicas funcionales

Proteinas Homaélogos en | Caracteristicas y Propiedades Funcionales
ATG mamiferos

Atgl ULK1/2 Iniciacion de la autofagia

Atg2 Atg2A/B Proteina gue interactda con ATG18

Atg3 Atg3 Similar a la enzima E2 para la conjugacion en Atg8; regulacion de la
homeostasis mitocondrial

Atg4 Atg4A-D Proteasa rica en cisteina; activacion y delipidacién de ATG8

Atg5 Atg5 Formacioén/elongacion de autofagosoma; induccién de apoptosis

Atg6 Beclin 1 Esencial para la formacién del autofagosoma; diana de proteinas de
virus para interferir con la funcién y eficacia de la autofagia

Atg7 Atg7 Similar al enzima E1 en la conjugacion de Atg8 y Atg12

Atg8 LC3A/B/C Modificador similar a ubiquitina; conjugacion a la membrana del
autofagosoma; cierre y determinacion del tamafio del autofagosoma;
funciones independientes de la autofagia

Atg9 Atg9A/B Proteina transmembrana; posible "transbordador de membrana” o
lanzadera

Atg10 Atg10 Similar al enzima E2 en la conjugacién Atg12

Atgl12 Atgl2 Modificador similar a ubiquitina

Atg13 Atgl3 Iniciacion de la autofagia

Atgl4 Atgl4 L “Objetivo” del complejo Vps34

Atg16 Atgl6L1/L2 Complejo Atg12- Atg5/ Atgl6L1, esencial para formacién del
autofagosoma

Atgl7 FIP-200 Iniciacion de la autofagia

Atg18 WIPI1-4 Unién a PIP3; posibles funciones en la formacién del omegasoma y /o
estadios tardios de la autofagia

Adaptado de Liu y col.®? y Jamanca Poma YM®3)
Desde el descubrimiento de los genes relacionados con la autofagia (ATG) mediante estudios
genéticos de la levadura hasta la fecha, se han identificado mas de 35 genes ATG en la levadura de los

cuales 16 estan presentes en los seres humanos (ATG2A, ATG2B, ATG3, ATG4A, ATG4B, ATGA4C,

13
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ATG4D, ATG5, ATG6 (BECN1), ATG7, ATG9A, ATG9B, ATG10, ATG12, ATG16L1 y ATG16L2)54, El
funcionamiento correcto de la autofagia depende de la presencia de polimorfismos en los genes ATG,
pudiendo hablarse de genes candidatos a ser estudiados prioritariamente en errores en la autofagia para
los genes ATG 5,12 y ATG16L-1.

En estudios de asociacion genética se han descrito que defectos en la autofagia confieren
susceptibilidad a varias enfermedades autoinmunes e inflamatorias, en particular a la enfermedad
inflamatoria intestinal®. La presencia de estas proteinas depende de la expresion génica de los genes
ATG. Por tanto, la lucha contra muchas enfermedades degenerativas, incluidas diferentes tipos de
tumoraciones o cancer comienza con el conocimiento del transcriptoma autofagico (conjunto de RNAm que
se originan a partir del DNA y que van a ser traducidos en los ribosomas), dando lugar a la produccion de
un conjunto de proteinas (Proteoma). Indiscutiblemente, la expresion génica depende de estimulos
individuales, pero hay situaciones en que la expresién génica estaria modulada por efectos epigenéticos no

demasiado bien conocidas.

No obstante, nos gustaria sefialar que, en la mayoria de las células, la autofagia se produce a
niveles basales bajos, pero en condiciones especiales (p.ej. estrés) el proceso aumenta como una
respuesta citoprotectora esencial para mantener la supervivencia celular. También se ha sugerido que la
supervivencia de células cancerigenas puede estar garantizada por la sobreactivacion de la autofagia in
vivo y contribuye a la resistencia a quimioterapias y estrés, promoviendo la metastasis y los periodo de

latencia®®).
Autofagia, envejecimiento y enfermedades créonicas

Los descubrimientos realizados en el campo de la autofagia han sentado las bases para conocer su
implicacion fisiolégica en una variedad de estados fisiolégicos y patolégicos. Este proceso se encuentra
muy unido a procesos como la embriogénesis, diferenciacion celular, adaptacion al ayuno y otros tipos de
estrés, asi como a condiciones patoldgicas®”. Dado que se han descrito alteraciones de la autofagia en la
enfermedad de Alzheimer, cancer, obesidad, Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) o enfermedad del higado
graso no alcohdlico, parece muy probable que la base de estas patologias resida en fallo de las diferentes
rutas autofagicas®4.

Enfermedades neurodegenerativas

La enfermedad de Alzheimer se ha relacionado con fallos en los mecanismos autofagicos®®). Las proteinas
mal plegadas tienden a formar agregados insolubles que pueden resultar toxicos para las células. En
modelos de enfermedades degenerativas (p.ej. moscas y ratoén) la activacion de la autofagia por inhibicién
de la quinasa TOR reduce la toxicidad de los agregados proteicos. Ademas, la pérdida de la autofagia en
cerebro de raton, por la disrupcién especifica de las proteinas Atg5 y Atg7 causa neurodegeneracion. En
una revision reciente se relacionan algunos procesos de la autofagia y su implicacién en la enfermedad de
Alzheimer, analizando el papel de la via del mTOR, de la neuroinflamacién, de los endocannabinoides, y
de algunos genes como el ATG7, BCL2, BECN1, CDK5, CLU, CTSD, FOXO1, GFAP, ITPR1, MAPT,
PSEN1, SNCA, UBQLN1, and UCHL1. De forma similar se ha relacionado la autofagia con el acimulo de
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proteinas como la s-sinucleina y de neuronas dopaminérgicas degeneradas en la enfermedad del
Parkinson(9,

Enfermedades metabdlicas

La gran mayoria de los estudios sefialan que en la fisiopatologia de la DMT2 participan alteraciones en el
higado, pancreas y tejido adiposo. Estas alteraciones estan relacionadas con modificaciones en el proceso
autofégico. Asi, ratones knockout para Atg7, un gen esencial para la actividad de macroautofagia, mostraron
defectos estructurales y funcionales en las células B pancreaticas, que condujo a intolerancia a la
glucosa®4h), Esta misma delecion en el higado cursé con un mayor tamafio de higado y acumulacion de
triglicéridos como consecuencia de una desregulacién de la lipofagia; mientras que en tejido adiposo
provocé una menor formacion de depdésitos grasos por una diferenciacion defectuosa de los adipocitos®“?,
Resultados similares se han encontrado para ratones knockout de LAMP-2 hepatica, proteina de membrana
asociada a los lisosomas que regula CMA. Estos animales presentaron mayor acumulacién de lipidos

hepaéticos debido a un gran aumento de las enzimas hipogénicas®3.

En el inicio de la DMT2, las células B-pancreéticas se adaptan a la situacion de resistencia a la
insulina, incrementando la produccién y secrecion de insulina. Esta constante demanda se ha asociado a
un mayor acimulo de proteinas mal plegadas, especialmente proinsulina, que provocan un estrés de
reticulo endoplasmatico®¥. La continua captacion de glucosa por parte del pancreas y su posterior
metabolismo, inducen una elevada cantidad de especies reactivas de oxigeno que no pueden ser
contrarrestada por la maquinaria antioxidante. Asimismo, la llegada de acidos grasos libres y citoquinas
proinflamatorias de los tejidos periféricos también contribuye y agravan el estrés celular, provocando la
disfuncion y el fallo de la célula B-pancreatica®). La autofagia puede prevenir el estrés celular al eliminar
las proteinas mal plegadas y organulos no funcionales como mitocondrias dafiadas. Sin embargo, en la
situacion diabética la actividad autofagica puede estar reducida o alterada por estimulacién por glucosa y
acidos grasos libres de mTORCL1, respectivamente (Figura 5) o por inhibicion de la acidificacion lisosomica
(acidos grasos libres y acumulacion de amilina), lo que conduce a la destruccion de las células B y contribuye
al circulo vicioso de la DMT2®4). A pesar de todos los indicios que asocian la DMT2 con una alteracién de
la autofagia, todavia no hay evidencia clara y se requieren estudios adicionales para conocer si la

desregulacion de la actividad autofagica es causa o consecuencia de dicha patologia.

Cancer

Se ha encontrado asociacion de la autofagia con el cAncer en dos momentos cruciales: uno en las primeras
etapas del desarrollo, donde el control de la autofagia, particularmente sobre el mantenimiento del genoma,
inhibiendo la tumorigénesis y confiriéndole funciones antioncogénicas. Asi, la autofagia podria coordinar el
mantenimiento o entrada de las células en fase GO y, en consecuencia, prevenir la hiperproliferacion
espontanea. Y otro, centrado en el tratamiento: en las Ultimas etapas del cancer, en el que la autofagia
puede ayudar a que las células tumorales sometidas al estrés metabdlico resistan la muerte desencadenada
por quimioterapicos ¢,

15



OF NEGATIVE
& NO POSITIVE
RESULTS

Autofagia un sistema celular de limpieza clave para la salud.

IVSSIN'E: 285%\19,'850)( 1 o 417-439 Una visita al Premio Nobel de Fisiologia y Medicina de 2016
E%Eg(e)nz()z;mero PP ) Adrian Macho-Gonzélez y Francisco J. Sanchez-Muniz

DOI: 10.19230/jonnpr.4912

I |
La figura 6 resume los aspectos claves acontecidos desde el descubrimiento de los lisosomas por

de Duve en 1983 hasta 2016, en el que se concedi6 el galardén del premio Nobel a Yoshinori Ohsumi.
Desde 2016, han tenido lugar grandes avances, particularmente en la aplicacion de los estudios a la
proteccion frente al envejecimiento y las enfermedades degenerativas, sin olvidar el estudio de farmacos

para la lucha de enfermedades como el cancer.

No obstante, en publicaciones posteriores en JONNPR nos gustaria resaltar la personalidad y el
trabajo realizado en el campo de la autofagia por algunos investigadores espafioles como la Dra. Ana Maria
Cuervo.

2016. Premio Nobel de
Fisiologiay Medicina

Yoshinori Ohsumi
1985. Descubrimiento de autofagia
mediada por chaperonas -
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5166 -
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Figura 6. Hitos mas relevantes en el campo de la autofagia.

N° de publicaciones

Farmacos y autofagia

El conocimiento del papel de las proteinas Atg en la autofagia ha potenciado enormemente la investigacion
farmacoldgica de la autofagia en relacién principalmente con el cancer. Como hemos sefialado en la
mayoria de las células la autofagia se produce a niveles basales bajos, pero en condiciones especiales
(p.€j. estrés) el proceso aumenta como respuesta citoprotectora esencial para mantener la supervivencia
celular. También se ha sugerido que la sobreactivacion de la autofagia promueve la supervivencia de células
cancerigenas en el microambiente tumoral in vivo y contribuye a la resistencia a quimioterapias y estrés,
promoviendo la metastasis y la latencia®®. Por ello el uso de farmacos para activar la autofagia es un
aspecto bastante controvertido®?). Asi, la cloroguina, se ha utilizado dado que modifica la permeabilidad de
la membrana lisosomal, liberando enzimas proteoliticas que inducen dafios celulares, que finalmente

conduciran a la apoptosis®®).

Por su parte el panobinostat es un potente inhibidor de pan-deacetilasas, ya que puede bloquear

multiples vias relacionadas con el desarrollo tumoral y revertir cambios epigenéticos implicados en la
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progresion tal como sefialan Sharma y col.“9), Su mecanismo conduce a la apoptosis de células malignas

a través de diferentes mecanismos.

No obstante, comentaremos que diversos farmacos pueden intervenir en la regulacion de la
autofagia, la cual puede ser inhibida por 3 metil-adenina, por inhibidores del complejo fosfatidil inositol 3-
quinasa lll (PI3K de clase 3) y por spautin-1, que promueve la degradacion de los complejos PI3K de clase
1112838), La verteporfina pueden interferir, una vez iniciado la formacién del fagéforo, con los motivos de la
region que interactan con LC3 (Figura 5) y bloquear el reclutamiento selectivo de cargas (p.ej.
mitocondrias)@%9), La desestabilizacioén de los microtiibulos por los alcaloides de la vinca puede bloquear
la maduracién de los autofagosomas, mientras que la estabilizacién por el taxol puede aumentar la fusion
entre las vacuolas autofagicas y los lisosomas®851), La monensina, cloroquina y NH4Cl, son compuestos
que aumentan el pH lisosémico e interfieren con la funcion lisosémica y bloquean la autofagia en una etapa
tardia(®83652) | a etapa final de la autofagia también puede ser bloqueada por inhibidores de enzimas
lisosémicas, tales como E64d, pepstatina A, y bafilomicina A1?836), En consonancia con el papel
controvertido de los farmacos en la tumorigénesis, se ha sefialado que la expresién elevada del coactivador
de receptores nucleares el RAC3, generalmente sobreexpresada en varios tipos de cancer853-57 preserva
a la célula tumoral de la muerte por autofagia en la fase de iniciacion. Sin embargo, cabe sefialar que la
hipoxia inhibe la expresién de RAC3, originado una situacion permisiva para el proceso de autofagia que
preserva la supervivencia de las células tumorales ante la carencia de oxigeno y nutrientes hasta que tenga

lugar la angiogénesis(?8:58),

Conclusiones

Mas de sesenta afios han pasado desde el inicio de los estudios de la autofagia. Durante muchos afios no
se ha considerado que la autofagia era la principal via de degradacién de las proteinas y de los organulos
subcelulares. En las Ultimas décadas se han puesto en evidencia muchos de los mecanismos moleculares
de la autofagia y su significacion fisioldgica, con especial mencion de los estudios que llevaron al Nobel en
2016y los realizados por otros grupos. La identificacion, por Ohsumi, de los genes ATG en levadura supuso
un enorme avance en el conocimiento de la autofagia. Sin embargo, queda mucho por hacer ya que estamos
aln en las etapas iniciales del conocimiento de este proceso. Sabemos que la degradacién es una funcion
fundamental de la célula para el mantenimiento de la vida, tan esencial como lo es la sintesis. Se necesita
profundizar en el conocimiento de la dinamica de las membranas que constituyen la autofagia y avanzar en
el desarrollo de sistemas que permitan visualizar la maquinaria dindmica de la autofagia con elevada
resolucion espacio/temporal. Se necesita mas informacion sobre la composicion y localizacion de moléculas
lipidicas en el interior de la membrana del autofagosoma y sobre la estructura bioguimica y los andlisis de
las proteinas relacionadas con las Atg y los genes que las codifican, habiéndose definido algunos
polimorfismos de ATG5/ATG12/ATG16 claves ya que participan en la iniciacion de la formacion del

autofagosoma.
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Debido a los trabajos de Yoshinori Ohsumi y Ana Maria Cuervo, entre otros, la autofagia se
reconoce hoy como un proceso fundamental de la fisiologia celular con importantes implicaciones en la

salud y en la enfermedad.

También es importante resefiar que, bajo condiciones como el estrés, la autofagia aumenta para
mantener la supervivencia celular, como una respuesta citoprotectora esencial. De acuerdo con lo expuesto
en esta revision, las alteraciones del proceso autofagico estan implicadas en la fisiopatologia de
cardiomiopatias, enfermedades infecciosas, enfermedad de Crohn y trastornos neurodegenerativos.
También se ha sugerido que la sobreactivacion de la autofagia puede promover la supervivencia de células
cancerigenas en el microambiente tumoral in vivo y contribuye a la resistencia a quimioterapias y estreés,

promoviendo la metéstasis y la latencia.

Por tanto y para concluir las investigaciones en autofagia, muy potenciadas por la concesion del
Nobel a Ohsumi en 2016 han abierto campos de investigacion sin precedentes en la lucha contra el
envejecimiento y las enfermedades degenerativas que hacen plantearnos, entre otros aspectos, que existe
una interaccidon enorme entre nuestro yo y el ambiente, particularmente en periodos criticos de crecimiento
y renovacion celular, siendo de enorme y particular importancia el estatus nutricional desde incluso antes

del nacimiento(®9-61),
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