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RESUMEN

La autofagia es un mecanismo celular que permite a las células contender contra
diferentes tipos de estrés. Este mecanismo es importante para poder degradar material
perteneciente a los organelos subcelulares o estar focalizada en regiones
especializadas del reticulo endoplasmico. El proceso autofagico requiere que una
estructura denominada autofagosoma crezca para englobar el material a degradar y
para lograr esto se requiere un incremento en la membrana del autofagosoma. Varios
organelos son los que abastecen de membrana al autofagosoma. Las vesiculas COPII
se han identificado como una importante fuente de membrana para el autofagosoma,
las cuales de manera habitual participan dentro del trafico vesicular en la ruta secretoria
convencional para transportar proteinas desde el reticulo endoplasmico hacia el aparato
de Golgi. Varias son las proteinas que estructuran a las vesiculas COPII, siendo la
proteina Ervl4 importante para la seleccion de proteinas cargos en el reticulo
endoplasmico. Los resultados de esta tesis muestran que la proteina Erv14 fusionada
en su carboxilo terminal a la proteina verde fluorescente GFP se moviliza del reticulo
endoplasmico a la vacuola cuando existe una deficiencia de algin nutriente como la
glucosa o el nitrégeno. Estos resultados nos permiten proyectar el posible papel de

Erv14 dentro de la autofagia.



1. INTRODUCCION

La autofagia es un mecanismo central que la célula, entre otras funciones, usa cuando
se encuentra en un ambiente de estrés por ayuno (falta de nutrientes esenciales), y que
responde a sefiales muy finas sobre los requerimientos celulares (por ejemplo, la
disponibilidad de aminoacidos o fuentes de carbono) y sus opciones de desarrollo y
supervivencia. Este proceso permite a la célula adquirir sus propios nutrientes mediante
el reciclaje de proteinas que se degradan en la vacuola, de donde obtendra los
componentes necesarios para mantener el proceso autocatalitico de la célula. El
proceso de la autofagia inicia con la formacion de los autofagosomas, los cuales son
estructuras de doble membrana y se encargan de encapsular el material a degradar. Se
ha reportado que tanto la membrana plasmatica, las mitocondrias y el reticulo
endoplasmico (RE) pueden ceder sus membranas para dar origen a la doble membrana

gue caracteriza a los autofagosomas (Choi et al., 2018).

Otra fuente de membrana para los autofagosomas son las vesiculas tipo COPII (Shima
et al., 2019). Estas vesiculas pertenecen a la ruta secretoria anterograda y en
condiciones normales de crecimiento forman parte de una ruta por la cual las proteinas
sintetizadas (proteinas cargo) en el RE dejan este organelo a través de su
empaquetamiento dentro de las vesiculas para posteriormente dirigirse al aparato de
Golgi (AG). Posteriormente las proteinas cargo seran procesadas en el AG para
finalmente salir hacia su destino, que en algunos casos son para que se anclen en la
membrana plasmatica, o de ser el caso secretadas hacia el espacio extracelular o

también dirigirse hacia otros organelos subcelulares (Shima et al., 2019).

Hasta ahora, se desconoce qué sucede con las proteinas que integran a las vesiculas
COPII como lo son Sec13-Sec31, Sec24-Sec25, Sarl y Ervl4 (Barlowe y Miller., 2013)
durante su proceso de incorporacion al autofagosoma, es decir, si son degradadas

como cualquier componente mas en esta ruta o contribuyen de algiin modo al proceso
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de la ruta autofagica. Dentro de las proteinas anteriormente mencionadas, Erv14 tiene
una funcidn como receptor de proteinas cargo ya que reconoce y selecciona a una gran
cantidad de proteinas de membrana (Herzig et al., 2012). Recientemente se mostr6 que
la proteina cargo AxI2 necesita de Ervl4 para localizarse en el autofagosoma cuando
células de levadura son incuban en rapamicina, la cual es un activador de la autofagia.
Debido a estos hallazgos se cree que es posible que Ervl4 tenga una participacion en
la autofagia, ya sea transportando las proteinas cargo con mayor eficiencia hacia el
autofagosoma o ayudando de alguna forma a expandir la membrana del autofagosoma.

El objetivo de este proyecto es determinar si durante la falta de nutrientes, como la
glucosa o el nitrégeno, la localizacibn de Ervl4 cambia de las vesiculas COPII al
autofagosoma. Para ello se determind si la localizacion de Ervl4 cambia de

condiciones normales de crecimiento respecto al ayuno.

También se plantea la posibilidad de que debido a que Ervl4 es una proteina de
membrana inmersa en la membrana de las vesiculas COPII, este receptor de proteinas
cargo interactie con algunos componentes de la membrana del autofagosoma durante

la activacion de la autofagia, y que esto ayude al proceso autofagico.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Autofagia

La autofagia es un proceso celular que esta presente en células eucariotas, la cual
consiste en la encapsulacién de organulos, proteinas y lipidos dentro de las vesiculas
de doble membrana llamados autofagosomas. Estas estructuras de doble membrana se
fusionaran con la membrana de los lisosomas o de la vacuola para la degradacion de la

materia destinada a degradacion (Yang y Klionsky, 2010).

El investigador Yoshinori Oshumi estudio la autofagia utilizando como sistema modelo a
la levadura Saccharomyces cerevisiae ya que la vacuola de la levadura es el homélogo
funcional de los lisosomas. Descubrio que los autofagosomas se acumulaban en la
vacuola si a las levaduras se las cultivaba en medios carentes de nutrientes (Takeshige
Baba, 1992). Los resultados mostraron que la autofagia es una respuesta celular
utilizada para la supervivencia durante la falta de nutrientes. Un defecto en la autofagia
resulta en la pérdida de viabilidad celular durante la inanicién, lo que indica que la
degradacion de macromoléculas (lipidos, polisacaridos o polipéptidos) proporciona los
nutrientes minimos necesarios para que las células hambrientas sobrevivan durante el

periodo de inanicion (Tsukada y Ohsumi, 1993).

La estructura del autofagosoma posee una forma de copa de doble membrana envuelta
en una regién del citosol o de algun organulo como por ejemplo la mitocondria, el AG o
el RE de donde se ha visto que toma la membrana para crecer y expandirse. Una vez
que el autofagosoma se encuentra con el lisosoma, su membrana externa se fusiona
con la del lisosoma formando una membrana grande constituida por una bicapa de
membrana simple en el interior del lisosoma, liberando asi su contenido al lumen

lisosomal. Posteriormente las permeasas de aminoacidos en la membrana del lisosoma
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posibilitan el transporte de los aminoacidos libres asi generados nuevamente hacia el

citosol para ser usados en la sintesis de nuevas proteinas (Lodish et al., 2016).

En Drosophila melanogaster y en Mus musculus se desarrollaron varios experimentos
gue mostraron que la autofagia participa en un tipo de control de calidad que elimina
organelos no funcionales para la célula. Otros estudios abren la posibilidad de que, a
través de la autofagia en cierto tipo de células, las bacterias patégenas y los virus que
se multiplican en el citosol de la célula hospedera puedan ser digeridos por la via
autofagica con el fin de ser destruidos en el lisosoma como parte del mecanismo de la
célula (Lodish et al., 2016).

La autofagia ha sido estudiada ampliamente, mostrando que alteraciones en su
desarrollo normal origina diferentes trastornos humanos comunes como el cancer,
enfermedades neurodegenerativas y musculares, asi como trastornos infecciosos, entre
otros (Mehrpour et al., 2010; Mizushima et al., 2008). Otros estudios muestran que la
autofagia es esencial para la diferenciacion de muchos tipos de células, incluidos los

adipocitos, los eritrocitos, los linfocitos y las neuronas (Mizushima y Levine, 2010).

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de la macroautofagia, a la que nos
referiremos comunmente como “autofagia” a partir de ahora. La macroautofagia
consiste en la formacion de una membrana de aislamiento que secuestra una porcién
del citoplasma, conteniendo macromoléculas u organelos subcelulares para su
degradacion. A través de varias investigaciones se logré conocer que varios genes
codifican para las proteinas que participan en la autofagia, mejor conocidos en la
literatura como ATG (Autophagy related gene). Estas proteinas se activan ante un
estimulo (induccién) para reconocer a la materia a degradar para posteriormente
empaquetar a las macromoléculas u organelos dentro del autofagosoma. Los estudios
sobre la autofagia muestran que el sitio que da origen a la formacion del autofagosoma
se denomina ensamblaje del fagoforo (PAS phagophore assembly site) o pre-

autofagosoma (Gil et al., 2017). Esta membrana de aislamiento del PAS crece y
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engloba el material a degradar, ademas tiene la peculiaridad de estar constituido por
doble membrana. Posterior a su generacion y una vez encapsulado el material a
degradar, el autofagosoma se dirige al lisosoma/vacuola. La degradacion mediante
macroautofagia es un proceso no selectivo y al contrario a la degradacién que tiene
lugar en el sistema ubiquitina-proteasoma (el cual marca a las proteinas a degradar), en
la macroautofagia no solo se degradan proteinas, sino material celular de todo tipo ya
que se han descrito procesos de autofagia mas especificos en las mitocondrias
(mitofagia) en donde este proceso sucede para que la biogénesis mitocondrial y la
capacidad de la generacidén de ATP celular se garantice mediante mitocondrias sanas al
eliminar las mitocondrias dafiadas. Estudios recientes demuestran que la cinasa AMPK
fosforila y se une a ULK1 (quinasa 1 activadora de la autofagia) siendo ésta una cinasa
clave para el proceso de la mitofagia (Gil et al., 2017), pexofagia (Sakai et al., 2006;
eliminacién de los peroxisomas), ribofagia (Kraft et al., 2008; eliminacion de los
ribosomas). Otras investigaciones muestran que existe la autofagia mediada por
chaperonas, lo cual muestra que la autofagia también ocurre de manera selectiva ya
que en este caso las proteinas a degradar poseen un pentapéptido especifico con lo

cual son seleccionadas y dirigidas para su degradacion (Gil et al., 2017).

También se ha observado que existe un nivel basal de la autofagia en condiciones
normales, por consiguiente, esto revela que durante todo momento la autofagia esta

activa y degrada material para su reciclamiento (Gil et al., 2017).

Otros estudios muestran que la autofagia es un proceso que regula el crecimiento
celular, el equilibrio del ambiente dentro del intestino en mamiferos y en el desarrollo de
la célula, asi como también influye en la respuesta inmune contra agentes infecciosos.
Cuando la autofagia funciona adecuadamente recicla macromoléculas y los organelos
subcelulares dafiados o envejecidos, de esta manera la fusién de los autofagosomas
con los lisosomas y su posterior degradacion proteolitica genera la reutilizacion de estas
macromoléculas manteniendo la homeostasis celular y un correcto balance energético.

Por lo que la autofagia ayuda a que la célula encuentre los medios adecuados para
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contender ante un estrés por falta de nutrientes o ATP y asi mantenga su supervivencia

evitando que la célula muera (Rodriguez et al., 2013).

En un contexto multicelular la autofagia es necesaria para la supervivencia de los
mamiferos, ya que experimentos realizados en ratones en condiciones de ayuno,
mostraron que, si se eliminaba a Atg7, un gen esencial para el desarrollo de autofagia,
los animales se morian al poco de nacer (Guo et al.,, 2016), lo que sugirié que la
actividad autofagica es necesaria para que el ratdn recién nacido sobreviva durante los
primeros momentos fuera de la madre. También, se observo que, si se les alimentaba,
su supervivencia solo duraba por un corto periodo, demostrando que el proceso era
esencial para la supervivencia, independientemente del ayuno (Guo et al., 2016). Las
reservas se agotan rapidamente en un catabolismo acelerado como el de un recién
nacido y, al no poder mantener los niveles circulantes de glucosa, los animales mueren
rapidamente por hipoglucemia, dafio hepatico y neurodegeneracion (Guo et al., 2016).
Por lo tanto, la autofagia, ademas de una respuesta al estrés, es un proceso requerido

normalmente para mantener la homeostasis en el metabolismo celular.

El primer estudio que relaciona el cancer con la autofagia se realiz6 en el afio 1999
cuando descubrieron que Beclina 1, la cual es una proteina esencial en la autofagia, era
capaz de inhibir la tumorogénesis (Liang et al., 1999). Posteriormente se descubridé que
la autofagia es crucial en el control del desarrollo tumoral favoreciendo tanto el
crecimiento como la eliminacién de las células cancerigenas (Galluzzi et al., 2008). El
rol pro-tumoral es evidente cuando los tumores en crecimiento adquieren un tamafo
razonable, dificultando que lleguen nutrientes y oxigeno al interior de la masa tumoral
mientras no se desarrolle el proceso angiogénico. La autofagia en esta etapa constituye
una estrategia de supervivencia hasta que se logra una buena irrigacion sanguineay la

consiguiente provision de nutrientes y oxigeno (Jin et al., 2007).
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2.2 Mecanismo molecular de la autofagia

El proceso de la autofagia en los organismos eucariotas ocurre en tres pasos basicos:

1. Nucleacién de las vesiculas autofagicas. La vesicula de doble membrana se
origina a partir de un fragmento rodeado por la membrana de nucleacion
autofagosomal. Estudios han demostrado que, en levadura, algunas mutantes
defectuosas en el transito del aparato de Golgi también tienen una participacion
en el proceso de autofagia, esto quiere decir que la vesicula autofagica deriva
también del aparato de Golgi. Existe la autofagia no especifica la cual es un
proceso de iniciacion que es completamente no selectivo, es decir, una porcién
cualquiera del citoplasma incluyendo los organulos son envueltos por el
autofagosoma. Mientas que, en la autofagia selectiva, los organulos defectuosos
son envueltos por el autofagosoma en el cual debe de haber algun tipo de sefial
o sitio de unién en el organulo para dirigir la nucleacion del autofagosoma
(Arteaga y Garcia, 2017).

2. Crecimiento y formacién de la vesicula autofagica. Las membranas que
daran forma y crecimiento al autofagosoma se derivan del acoplamiento por
fusidn de las vesiculas u otras membranas de otros organelos, con la membrana
del autofagosoma. Estudios en levaduras sometidas a estrés en donde se
realizaron rastreos genéticos para identificar genes que participan en la
formacion del autofagosoma, encontraron que cerca de 30 genes participan en
este proceso. Uno de estos genes codifica para la proteina Atg8, que esta ligada
al lipido fosfatidiletanolamina y, asi, se une a la lamela citoplasmatica de la
vesicula autofagica. La asociacion de la proteina Atg8 con una vesicula de la
membrana donadora puede ser un paso clave en guiar a la vesicula para

fusionarse con el autofagosoma en formacion. Las vesiculas que contienen Atg8
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y su acoplamiento con el autofagosoma incluyen la unién citosolica a Atgl2, Atg5
y Atgl6 (Arteaga y Garcia, 2017).

3. El direccionamiento de vesicula autofagica y su fusién. Es posible que el
autofagosoma ya formado contenga un conjunto de proteinas que dirigen su
fusion al lisosoma. Posterior a la liberacion de la proteina Atg8 ocurre la fusion
del autofagosoma con el lisosoma, este paso ocurre Unicamente cuando el
autofagosoma esta formado completamente con una doble capa. Asi la proteina
Atg8 parece enmascarar proteinas de fusion y enviar la fusiébn prematura del
autofagosoma con el lisosoma (Arteaga y Garcia, 2017).

Los estudios sobre la autofagia muestran que su induccion esta controlada por las vias
de sefializacibn mTOR y AMPK. El papel de AMPK en la regulacion de la autofagia
tiene mucha relevancia ya que se considera que esta proteina es un punto de control
central para mantener la homeostasis energética de la célula. La evidencia mas reciente
al respecto ha demostrado que la actividad de AMPK puede regularse mediante
estimulos fisiologicos, independientemente de la demanda de energia de la célula,
incluidas las hormonas y los nutrientes. La AMPK se activa mediante aumentos en ADP
y AMP, las cuales muestran que el estado energético de la célula estd comprometido.
AMPK solo es activa cuando se fosforila en el residuo de treonina 172 (T172) en la
subunidad catalitica (a) por quinasas como LKB1 y de la union de ADP y AMP a la
subunidad y lo cual causa cambios conformacionales que inhiben la desfosforilacion de
T172 y provocan una activacion alostérica adicional (Hardie, 2007). La serina/treonina
quinasa ULK1, como su homdélogo de levadura Atgl, es un iniciador clave de la
autofagia que esta regulada negativamente por la mTOR quinasa, AMPK, un sensor de
energia central, como un nuevo socio vinculante de ULK1. Se encontr6 que AMPK se
une al dominio PS de ULK1 y esta interaccion es necesaria para la autofagia mediada
por ULK1 (Lee et al., 2010).
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Se ha confirmado que los homélogos unicos de Atgl en Dictyostelium discoideum,
Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster son reguladores clave de la
autofagia (Meléndez et al., 2003). En los mamiferos se tienen al menos dos homédlogos
de Atgl (Hara, T et al., 2008), quinasa 1 similar a Unc-51 (ULK1) y ULK2, que
comparten una alta homologia con Atgl de C. elegans (Tomoda et al., 1999). De
manera breve el complejo ATG1/ULK1 (compuesto por ULK1, FIP200, ATG13 y
ATG101) y el complejo Clase Il PI3K (compuesto por BECN1, ATG14, AMBRAL,
VPS34, VPS15 y UVRAG) son necesarios para iniciar la nucleacién del fagoforo. A
continuacion, son necesarias dos reacciones de conjugacion para la formacion del
autofagosoma. En la primera, mediada por ATG7 y ATG10, ATG5 y ATG12 se conjugan
y se unen a ATG16L. En el segundo, catalizado por ATG7 y ATG3 junto con el complejo
ATG12-ATG5: ATG16L, ATGS8/LC3 se promueve la fusion de la membrana, el
alargamiento y el sellado del autofagosoma (Feng et al., 2014). También se ha
observado que la subfamilia LC3 como la GABARAP/GATE-16 son esenciales para la
autofagia, ya que actian en diferentes etapas de la formacion del autofagosoma: los
miembros de la subfamilia LC3 son responsables del alargamiento de la membrana
autofagica, mientras que la subfamilia GABARAP/GATE-16 actlan corriente abajo en
un paso acoplado a la disociacion del complejo Atgl2-Atg5-Atgl6L (Weidberg et al.,
2010). Por otra parte, se ha observado que la conjugacion con el lipido
fosfatidiletanolamina (PE) genera que LC3-1l se incorpore eficientemente a la
membrana autofagosomal. El papel crucial de las proteinas Atg8 (LC3-ll) en la
biogénesis del autofagosoma esta controlado por numerosos factores y modificaciones,
como la acetilacién y la fosforilacion. La acetilacion de las proteinas Atg5, Atg7, Atg8 y
Atgl2 esta mediada por la acetiltransferasa p300 ya que regula negativamente su
actividad (Lee et al., 2009). Al igual que su ortologo de levadura Atg8, las proteinas LC3
de mamiferos participan en la entrega de las cargas (proteinas cargo) a los
autofagosomas. Aunque la via autofagica en mamiferos se ha denominado un proceso
no selectivo, parece que las proteinas Atg8 se dirigen selectivamente a los

componentes citosolicos para la degradacion lisosomica (Weidberg et al., 2011).
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Una vez formado el autofagosoma, éste se fusiona con el lisosoma, proceso que
involucra varias proteinas lisosomales (Boya et al., 2018), incluyendo LAMP y RABY7 las
cuales son esenciales para completar con éxito la maduracion del fagosoma,
especificamente, para la transicion de fagosomas tempranos a tardios (Huynh et al.,
2007).

Por otro lado, a la par de todas las proteinas anteriormente mencionadas durante todo
este proceso molecular de la formacion del autofagosoma existe otro proceso que es el
crecimiento de la membrana del autofagosoma. Para ello dependiendo de dénde se
localice el autofagosoma y que tipo de autofagia es la que se esté llevando a cabo sera
el tipo de organelo que cederd su membrana al autofagosoma. Existe un estudio que
muestra como es que a través de un marcador de las vesiculas tipo COPIlI denominado
AxI2 se pudo determinar que estas vesiculas cambian su ruta de la via anterégrada en
condiciones normales de crecimiento a los autofagosomas durante un estrés activado
por rapamicina. Esto mostré que estas vesiculas también son fuente de membrana del
autofagosoma (Shima et al., 2019). De manera interesante también se observé que esta
proteina AxI2 es una proteina cargo de Erv14 el cual es un receptor de proteinas cargo
de una amplia variedad de proteinas de membrana y que tiene una funcién de seleccion

y montaje de sus cargos dentro de las vesiculas tipo COPII (Shima et al., 2019).
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2.3 Ruta secretoria

La ruta secretora dentro de la célula se integra de una serie de compartimentos
membranosos especializados cuya estructura molecular caracteristica posibilita el
transito de moléculas entre estos compartimentos con la finalidad de que estas
moléculas logren llegar a sus destinos finales. El adecuado desempefio de la célula sélo
se puede lograr si estos organulos se comunican entre si, de manera que sus diversas
ocupaciones estén coordinadas. Esta comunicacién se basa, basicamente, en el
continuo transito de moléculas de unos compartimentos a otros. Esto involucra que los
organulos sean altamente dindmicos, y necesiten, por consiguiente, de mecanismos

para retener y reciclar sus moléculas propias (Pérez, 2016).

Las células eucariotas muestran un sistema de endomembranas que constituye la ruta
secretora. Esa ruta es responsable del transporte de una gran proporcion de proteinas y
lipidos a sus destinos funcionales, y es importante tanto para el desempefio de la célula
como para el desarrollo pluricelular (Lee et al., 2004). Se considera que un tercio del
proteoma de las células eucariotas pasa a través de la ruta secretora (Ghaemmaghami
et al., 2003).

Durante la ruta secretora, las moléculas viajan en vesiculas lipidicas, que emergen a
partir de un compartimento subcelular donador y se fusionan con un compartimento
receptor o aceptor. Esta clase de transporte obtiene por esto el nombre de transporte
vesicular (Bonifacino & Glick, 2004).

La via secretora estd conformada por organelos estructuralmente diversos, e
intermediarios que permiten el paso de proteinas cargo facilitando de esta forma el
transporte de estas proteinas entre los distintos organelos. Entre los compartimientos
que integran la via secretora se hallan: RE, los sitios de salida del RE (ERES - “ER exit
sites”), el compartimento intermedio entre el RE y el AG (ERGIC - “ER-Golgi
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intermediate compartment”) o conglomerado de vesiculas y tubulos (VTCs - “vesicular
tubular clusters”), el complejo de Golgi y la red del trans-Golgi. Los endosomas también
se incluyen dentro de esta via, ya que participan en el transporte de proteinas cargo en
ciertos tipos celulares (Ang y Folsch, 2012).

Esta comunicacidn es posible debido al complejo transporte que ocurre entre las
membranas de cada compartimento (este proceso involucra mdultiples funciones
celulares, como la sintesis de proteinas, transporte de miles de moléculas a diferentes
organulos o compartimentos, secrecion, captacibn de moléculas extracelulares o
transduccion de sefiales). Por lo tanto, la homeostasis celular, la comunicacion de
célula a célula durante el desarrollo y las respuestas fisiolégicas a los cambios
ambientales dependen de este transporte (Park y Jurgens, 2012; Pfeffer, 2013).

También se conoce que este transporte de vesiculas puede ocurrir en la direccion
"hacia adelante" (transporte anterdgrado), desde el RE hacia el AG, o en la direccion
opuesta del AG hacia el RE (transporte retrégrado). El transporte general incluye desde
la ruta secretora hasta el aparato de Golgi, el transporte dentro del Golgi y desde la red
trans-Golgi (TGN) a la membrana plasmatica, o a través de la ruta lateral al endosoma o

vacuola a través del endosoma (Brandizzi y Barlowe, 2013).

Por definicidn, el transporte vesicular es una via para el transporte de membranas y sus
cargas, en el que un conjunto de compartimentos de membranas puede facilitar el
movimiento de la carga en las direcciones anterdgrada o retrogada (Figura 1; Brandizzi
y Barlowe, 2013). Por lo tanto, la via secretora establece un equilibrio entre el transporte
anterogrado y retrogrado ya que depende de las necesidades de la célula. Si se
produce un cierto tipo de disfunciéon en cualquier parte de este equilibrio, puede

provocar cambios que intervengan en la homeostasis celular (Hanton et al., 2005).

El transporte de proteinas solubles desde el RE a la superficie celular usa esta via

convencional: solo se debe cumplir una condicion, la proteina debe tener el péptido
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sefal en el extremo N-terminal que le permita dejar el RE. Este proceso se observa
para muchas enzimas solubles, asi como para la proteina verde fluorescente GFP
("proteina verde fluorescente"; Park y Jurgens, 2012).
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Figura 1. El transporte bidireccional entre el ER y el Golgi estd mediado por COPIly COPII

El transporte bidireccional de las proteinas cargo entre el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi
requiere de la gemacion, el movimiento y la fusién del complejo de proteinas de la cubierta tipo Il (COPII,
ruta anterégrada) y de la cubierta tipo | (COPI, ruta retrograda) en sus respectivos compartimentos. El
complejo COPII facilita la exportacion de las proteinas cargo de manera selectiva y de su flujo hacia el
aparato de Golgi. Y la funcion de COPI es facilitar la recirculacién de proteinas especificas del reticulo
endoplasmico desde el aparto de Golgi (Brandizzi y Barlowe, 2013).
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2.4 Complejo de proteinas de la cubierta tipo Il: transporte mediado por vesiculas
de la via anterégrada del RE al aparato de Golgi

Una vez que las proteinas han sido sintetizadas en el RE rugoso son sujetas a
incorporarse en la via secretora. En este proceso participan una serie de vesiculas que
surgen de un compartimento, atraviesan el citoplasma y se fusionan con un organelo
subcelular receptor. Las vesiculas tipo COPII participan activamente en el transporte
anterogrado de material celular desde el RE como parte de la via secretora (figura 1).
Los reportes muestran que en levaduras el complejo COPII requiere seis proteinas
(Sarl, Secl2, Sec23, Sec24, Secl3 y Sec31) para llevar a cabo su funcién (Barlowe y
Miller, 2013).

La formacion de la vesicula COPII inicia por la movilizacion y activacion de la pequefia
proteina G llamada Sarl (Nakano y Muramatsu, 1989; Barlowe et al., 1993) y su
posterior activacion a través del intercambio de GDP por GTP. Esta activacion la realiza
una proteina de membrana del RE denominado intercambiador de nucleétidos de
guanina (GEF) Secl2 (Nakano et al., 1988; d'Enfert et al., 1991). La proteina Sarl
unida a GTP se une a la membrana y recluta posteriormente al complejo heterodimérico
de Sec23/Sec24 (Matsuoka et al., 1998). Sec23 es la proteina activadora de GTPasa
(GAP) para Sarl (Yoshihisa et al., 1993). Se conoce también que Sec24 puede unirse a
las proteinas cargo, y ademas posee varios dominios que interactian directamente con
varias proteinas de carga (Miller et al., 2002, 2003; Mossessova, 2003). Sarl / Sec23 /
Sec24 a su vez reclutan al complejo heterotetramérico de Secl3 y Sec31 (Matsuoka et
al., 1998b). Sec31 también contribuye a la actividad de GTPasa y contribuye al
revestimiento estimulando la actividad de GAP (Antonny et al., 2001; Bi et al., 2007).
Por lo tanto, la capa completamente ensamblada se compone de dos capas distintas: la
capa proximal de la membrana "interna” de Sarl / Sec23 / Sec24 que se asocia
intimamente con los grupos de lipidos (Matsuoka et al., 2001) y la capa externa de
Secl3-Sec3l.
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Un dato interesante que se obtuvo de una mezcla de las proteinas Sec23p « Sec24p,
Sec13p * Sec31p purificadas y Sarlp en su forma activa unido a GTP es suficiente para
generar vesiculas liposomales recubiertas por estas proteinas, sugiriendo que estas
proteinas son intrinsecamente capaces de deformar la membrana y dar inicio al

nacimiento de una vesicula en el reticulo endoplasmico (Matsuoka et al., 1998).

Ademas de las proteinas anteriormente descritas también estan los receptores de
proteinas cargo, que sirven como receptores que seleccionan a proteinas que seran

transportadas en vesiculas especificas (Bonifacino, 2014).

Los procesos de gemacion y fusién se repiten en los pasos de transporte consecutivos
hasta que la carga llega a su destino final dentro o fuera de la célula. Para equilibrar
este movimiento hacia adelante de la carga, la homeostasis de los organulos requiere la
recuperacion de los componentes de la maquinaria de transporte y las proteinas
residentes escapadas de los compartimentos aceptores a los compartimentos donantes
correspondientes por lo que el transporte retrégrado es importante (Figura 2; Bonifacino
& Glick, 2004).
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Figura 2. Bidireccionalidad de la ruta secretora.

Todos los organulos celulares estan conectados mediante transporte de vesiculas. En azul se muestran
proteinas de cubierta COPIl que median el transporte desde el reticulo endoplasmico (RE) al
compartimento intermedio (ERGIC). En rojo, las cubiertas COPI, responsables del transporte retrégrado
intra-Golgi y Golgi-reticulo. En amarillo, las vesiculas con cubiertas de clatrina, responsables del
transporte post-Golgi (Bonifacino & Glick, 2004).
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La existencia de vesiculas COPIl en plantas aun esta en debate. Sin embargo, en
Arabidopsis, casi todos los componentes de la cubiertaa COPII tienen proteinas
heterdlogas, que incluyen 3 subtipos de la GTPasa Sarl (Hanton et al., 2005) y otras
subunidades (Sec23 con 7 paralogos, Sec24 con 3, Sec31 con 2 y 2 paralogos para
Secl3; Brandizzi y Barlowe, 2013). Aunque hay algunos ejemplos de la posible
identificacion de las vesiculas COPII en plantas (Robinson et al., 2007; Langhans et al.,
2012; Donohoe et al., 2013), es dificil encontrar estructuras similares a las vesiculas
COPII mediante microscopia electrénica. La dificultad para observar vesiculas COPII en
plantas puede deberse a su rapida formacion y cinética de consumo en la interfaz ER-

Golgi.

La dinAmica de trabajo de las diferentes proteinas que integran a las vesiculas COPII
muestra que en el caso particular de Sec24 cuenta con diferentes dominios de
interaccidn con proteinas carga transmembrana. La sefial consenso propuesta para la
union de Sec24 a COPIl estaria formada por motivos di-aromaticos como la di-
fenilalanina (Figura 3; Malkus et al., 2002). Las diferentes isoformas de Sec24 (Sec24A,
B, C y D en mamiferos, y Lstlp/Sfb3p y Isslp/Sfh2p en levaduras) aumenta alin mas la
posible lista de cargos distintos que la cubierta es capaz de incorporar a las vesiculas.
Se cree que cada isoforma de Sec24 ayudaria a superar las dificultades topoldgicas y
estéricas que cada tipo especifico de proteina carga presenta para incorporarse
eficientemente en una determinada vesicula COPII (D'Arcangelo et al., 2013; Miller et
al., 2003).

Uno de los mecanismos para mantener la asimetria composicional entre RE y Golgi es
el transporte retrogrado al RE de proteinas que deben recircular hacia el RE. En otras
palabras, para que el sistema funcione, ademas de existir un trafico anterégrado que
transporta el cargo, existe un transporte retrégrado de vuelta al RE para todas aquellas
proteinas que se escapan o que intervienen en el transporte dependiente de COPII.
Dicho transporte retrogrado es esencial para el funcionamiento de la ruta secretora

(Spang et al., 2001). El trafico retrégrado Golgi-RE estd mediado por el complejo de
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cubierta COPI. ElI complejo COPI, también denominado coatémero, esta formado por
siete subunidades (B, 8, v, ¢, a, B’, €). Se localiza principalmente en el aparato de Golgi,
en el compartimento intermedio RE-Golgi que existe en mamiferos (ERGIC,
endoplasmic reticulum Golgi intermediate compartment, un complejo tabulo-vesicular
entre el RE y el Golgi, que se puede ver como una cisterna del Golgi con gran actividad

de transporte retrégrado y en vesiculas de transporte (Duden et al., 1991).
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Figura 3. La estructura de COPII facilita el transporte de carga diversa.
Los analisis estructurales han demostrado la estructura del complejo de proteinas de la cubierta Il

(COPII), consta de los subcomplejos SEC13-SEC31 y SEC23-SEC24, tiene una arquitectura flexible. (a)
Modelo de reconstruccion con microscopio electrénico de la jaula cuboctaédrica SEC13-SEC31 que se
forma con SEC13-SEC31 de mamifero purificado. (Stagg S. et al., 2006) (b) Representacion esquematica
de los heterotetrameros SEC31-SEC13 (mostrados en verde y azul) dispuestos en un punto de vértice, lo
que indica angulos variables en la geometria observada de las jaulas COPII. (c) Las estructuras para la
unidad de ensamblaje SEC13 — SEC31 y la caja SEC13 — SEC31 en presencia de SEC23 (Bhattacharya
N. et al., 2012) y SEC23 — SEC24 (Stagg S. et al., 2008) Las variaciones en la bisagra SEC31 (135 ° —
165 °) asi como en el angulo del vértice § (90 ° —108 °) de la jaula SEC13 — SEC31 se han documentado
y se enumeran en la tabla. El angulo del vértice a es constante a 60 ° en cada una de las condiciones. En
las condiciones en las que SEC23-SEC24 se agrega a SEC13-SEC31, se observaron geometrias de

jaula cuboctaédrica (un poligono de 24 bordes) e icosidodecaheral (un poligono de 60 bordes) con cada
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borde compuesto por un heterotetramero SEC13-SEC31. A medida que el angulo B se acerca a 120 ° en
el caso de vesiculas o tubulos muy grandes, la caja de COPII puede producir reticulas casi planas (Stagg
S. et al., 2008).

Después de que una vesicula pierde su cobertura externa, debe dirigirse al
compartimento aceptor apropiado. El paso final en la existencia de una vesicula es la
fusion con la membrana aceptora. Sorprendentemente, las reacciones de focalizacién y
fusion dependen de la misma clase de proteinas, que se identificaron en un tour de

force bioquimico (Bonifacino & Glick, 2004).

Una vez alcanzado el compartimento aceptor, las vesiculas experimentan un proceso
gradual de reconocimiento y anclaje (tethering), necesario para la posterior fusiéon a la
membrana del organulo. La maquinaria responsable de este proceso esta formada por
un grupo de proteinas citosélicas que se asocian a las membranas de los organulos
(factores de anclaje) y una GTPasa pequeiia de la familia Rab, que varian segun el
paso de transporte. Tras la evaginacion de los ERES, las vesiculas COPII se anclan y
fusionan con la membrana del Golgi liberando alli su carga y completando, de esta

forma, la primera etapa de transporte anterégrado de la ruta secretora.

Se han descrito modificaciones post-traduccionales de las proteinas pertenecientes a la
cubierta COPII que podrian regular su funcién, como la ubiquitinacion y la fosforilacién.
Por un lado, Sec23 es diana de ubiquitinacion y parece ser rescatada de la degradacion
gracias a Bre5/Ubp3 (Cohen et al., 2003). Por consiguiente, una proteina tipo SNARES,
Slylp/SCDF1, miembro de la familia de proteinas SM (Secl1/Muncl18-1), es necesaria
para la fusion de las vesiculas COPII al Golgi. Slylp/SCDF1 se une directamente a
Sed5p/Sintaxina-5, aumentando la fidelidad del ensamblaje de las cuatro SNAREs y
estabilizando el complejo trans-SNARE (Furgason et al., 2009; Peng & Gallwitz, 2002).

La mayoria de las SNARE son proteinas transmembranales ancladas en el extremo C-
terminal, con sus dominios funcionales al extremo N-terminal dando hacia el citosol.
Cada una de estas proteinas contiene un "motivo SNARE" repetido en heptada de 60 a

70 aminoacidos que pueden participar en la formacion de espirales (Bock y col., 2001).
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Las SNARE parecen realizar dos funciones principales. Una funcidon es promover la
fusidn en si. En todas las reacciones de transporte que se han examinado, la formacion
de complejos trans -SNARE es esencial para la fusion. Se cree que el ensamblaje del
paquete de cuatro hélices suministra la energia libre necesaria para acercar las
membranas opuestas lo suficiente para fusionarse (Hanson y col. 1997; Weber y col.
1998; Chen y Scheller 2001). Una vez que se ha completado la fusion, Betlp, Sed5p,
Sec22p y Boslp se encuentran en la misma membrana formando un complejo estable
en cis. Con el fin de reciclar estas SNAREs para futuras rondas de transporte, es
necesaria la intervencion de la proteina Secl8p/NSF junto con Secl7p/SNAP, que
desensamblan el complejo SNARE (Bonifacino & Glick, 2004).

2.5 Receptores de proteina cargo

Las proteinas localizadas en ciertas zonas de las membranas permiten la comunicacion
especifica entre los distintos compartimentos intra y extracelulares (Engel y Gaub,
2008). Los receptores cargo son principalmente proteinas, aun cuando en ocasiones
tienen la posibilidad de ser lipoproteinas. En algunas ocasiones el receptor es el efector
de la respuesta, la mayor parte de las veces la relacién del ligando con su receptor
conduce a la activacion de moléculas efectoras del medio intracelular causantes de

empezar la respuesta (Aguilera-Romero et al., 2008).

Los receptores cargo son principalmente proteinas, aun cuando en ocasiones tienen la
posibilidad de ser lipoproteinas. En algunas ocasiones el receptor es el efector de la
respuesta, la mayor parte de las veces la relacion del ligando con su receptor conduce a
la activaciébn de moléculas efectoras del medio intracelular causantes de empezar la

respuesta (Aguilera-Romero et al., 2008).

Dentro del trafico vesicular el papel de las proteinas carga transmembranales que son

los blancos de los receptores cargo ayudan a estabilizar a las proteinas de la cubierta
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vesicular (Aguilera-Romero et al., 2008; Lee et al., 2004). De igual modo, este modelo
involucra que la cubierta proteica no se libera tras la formacion de la vesicula, como
cldsicamente se habia considerado, sino que quedaria unida a la membrana gracias a
su relacién con las moléculas carga. Ademas, esta alianza es elemental debido al papel
de las cubiertas en las proximas fases del transporte vesicular (Cai et al., 2007a; Lord et
al., 2011).

Las proteinas que estan ancladas a la membrana celular pueden contribuir al transporte
o funcionar como receptores de proteinas carga entre otras funciones (Roman-
Fernandez et al.,, 2016). Para que cada una de estas proteinas pueda incorporarse
eficientemente en las vesiculas COPIl se requiere de la accion de una proteina
transmembrana que actia como adaptadora conectandolas con las proteinas Sec23-
Sec24 que integran la cubierta. Estas proteinas adaptadoras se llaman genéricamente
receptores de carga o de transporte (Dancourt & Barlowe, 2010). Hasta la fecha se han
reconocido diversos receptores de transporte, aun cuando cabria esperar que la lista
aumente progresivamente. Todos ellos poseen en comun que son proteinas bastante
abundantes, con sefiales tanto de exportacién del RE como de reciclaje, las cuales les
permiten ciclar siempre entre el RE y el Golgi. Ademas, estos receptores cargo son
especificos y selectivos a sus cargas y no a otras proteinas de secrecién. Otra
caracteristica fundamental es que permanecen bastante conservados en la escala
evolutiva, aun cuando en ciertos organismos no se hayan reconocido aun sus ligandos
o cargas. Finalmente, es fundamental resaltar que todos los receptores que se han
caracterizado son oligbmeros, con lo cual incrementa considerablemente su eficiencia

de transporte Dancourt & Barlowe, 2010).

Los receptores cargo pueden seleccionar cargas especificas que pueden ser proteinas
solubles o de membrana destinadas a diferentes organulos o membranas vesiculares
(Dancourt y Barlowe, 2010). Es realmente importante que para que las proteinas carga
dejen sus organelos estos receptores las seleccionen y las empaqueten en las

correctas vesiculas. En levaduras se tiene documentado la actividad de 49 receptores
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cargo tales como Ervl4, Ervl5, Erv26, Erv29, Emp24, Emp47, Gdf2, Chs7 y Shr3-
DAmMP entre otros (Herzig et al., 2012).

Los receptores de carga son por consiguiente proteinas transmembrana con 2
dominios evidentemente diferenciados: un dominio citosolico con las sefales
primordiales para unirse a las cubiertas COPIl y COPI, lo cual posibilita que ciclen entre
el RE y el Golgi, y un dominio luminal y/o transmembrana que reconoce las proteinas
maduras o correctamente plegadas y/o ensambladas de sus cargas. De esta manera,
se consigue acoplar la seleccion de la proteina carga con el ensamblaje de la cubierta y
la siguiente formacion de la vesicula COPII (Dancourt & Barlowe, 2010; Manzano-Lopez
et al., 2015).

Actualmente se han identificado varios receptores de transporte, aunque cabria esperar
que la lista aumente progresivamente. Los receptores de carga mejor caracterizados en
la ruta secretora temprana, ERGIC-53, Erv14, Erv29/Surf4, las proteinas p24 y Erv26
son receptores de transporte anterogrado, mientras que Rerl, el receptor KDEL y
Erv41-Erv46 son receptores de transporte retrégrado. En sus dominios citosolicos
presentan sefiales para unir las cubiertas COPIl y las cubiertas COPI (Dancourt &
Barlowe, 2010). En levaduras, los receptores identificados son las proteinas p24, la
proteina Emp47p, asi como varias proteinas Erv (ER vesicle protein): Erv29p, Erv14p,
Erv26p y Erv4lp-Erv46p. La proteina Emp47p (EndoMembrane Protein) posee un
dominio lectina, por lo que ha sido propuesta como receptor de carga del RE para
glicoproteinas. Inicialmente, se describié que es necesaria para el transporte al Golgi de
la proteina Emp46p (Sato & Nakano, 2003). La proteina Erv29p es requerida para la
incorporacion eficiente en vesiculas COPII de algunas proteinas solubles como el pro-
factor alfa, la carboxipeptidasa Y (CPY) y la proteinasa A (Belden & Barlowe, 2001;
Caldwell et al., 2001). Erv26p es el receptor de carga para las proteinas transmembrana
de tipo Il, como la fosfatasa alcalina y las manosil-transferasas del Golgi (Bue et al.,
2006; Inadome et al., 2005; Noda & Yoda., 2010). Erv41p-Erv46p actia como receptor
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de transporte anterégrado para la manosil-transferasa de Golgi Ktrdp (proteina

transmembrana tipo II) reconociendo su dominio luminal (Noda et al., 2014).

2.6 Receptor de proteina cargo: Erv14

Los receptores cargo de la familia Cornichon o Ervl4 en levaduras, son proteinas con
tres dominios transmembranales a las cuales se les ha conferido un papel importante
en la exportacion eficiente de numerosas proteinas en la ruta anterégrada de distintos
organismos (Pagant et al.,, 2015). La familia conservada Ervl14/cornichon (Ervl4 en
levadura y cornichon en metazoarios y plantas) es necesaria para la exportacion
eficiente del reticulo endopldsmico de numerosas proteinas de membrana (Powers J,
Barlowe C, 1998; Rosas-Santiago et al., 2016).

Cornichon (CNIH) es una proteina conservada que se encuentra en eucariotas,
inicialmente identificada en Drosophila melanogaster (Belden y Barlowe, 2001).
También se ha identificado en mamiferos donde se descubrié que estaba asociado con

receptores de glutamato del subtipo AMPA (Schwenk et al., 2009).

Varios estudios demuestran que la mutacion de Erv14 en levaduras genera un fenotipo
muy similar al de la cepa tipo silvestre, sin embargo, se observd que presenta una
localizacion de la proteina AxI2p en el RE. AxI2 es una proteina que tiene un papel
fundamental en el establecimiento del crecimiento polarizado y del brote axial de la
levadura (Powers y Barlowe, 1998, 2002) por lo que la correcta funcion de Ervl4 es
fundamental para este proceso. En la cepa mutante en erv14A, Axl2p se acumula en el
RE, mientras que otras proteinas secretoras se transportan de manera similar a la cepa
tipo silvestre. Basado en dichos hallazgos, propusieron que Ervl14 ciclaba entre los
compartimentos RE y Golgi y que desempefiaba un papel en la exportacion de
proteinas carga desde el RE (Powers y Barlowe, 1998).
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Las proteinas de membrana que tienen el potencial de interactuar directamente con la
capa COPII no requieren de un receptor de carga. Sin embargo, algunas proteinas
cargas interactian con algun receptor especifico por lo que Erv14 logra esta interaccion
con las proteinas carga y con las proteinas del complejo COPII permitiendo que las
proteinas carga se empagueten en estas vesiculas (Sharpe et al., 2010; Pagant et al.,
2015).

Se ha observado que algunas de sus cargas se unen a dos sitios en Sec24 de forma
simultdnea: indirectamente a través de Ervl4, y directamente gracias a sus propias
sefales, de esta forma, se incrementaria la eficiencia de union a la cubierta, y por tanto

la eficiencia de salida del RE (Pagant et al., 2015).

Cornichon también se ha identificado en la planta del arroz (Oryza sativa) y en
Arabidopsis thaliana (Rosas-Santiago et al., 2015; Wudick et al., 2018). Los estudios en
el arroz demostraron que cornichon es necesario para que un transportador altamente
selectivo a iones de sodio se pueda establecer de manera correcta en la membrana del
aparato de Golgi donde pudiera tener una funciébn como corriente de corto circuito.
Ademas, en este mismo estudio se demostrd que cornichon de Arabidopsis interactia
con 535 proteinas, las cuales van desde canales i6nicos hasta enzimas (Rosas-
Santiago et al., 2015). Un trabajo reciente ha demostrado que los mutantes en
levaduras de Erv1l4 también muestran la acumulacién en el RE de las proteinas Sma2
(Nakanishi et al., 2007), Mid2, Gapl, Hxtl y Hxt2 (Castillon et al., 2009). Debido al gran
namero de proteinas con las que interactla cornichon es probable que también esté
interactuando con proteinas que estén relacionadas a la autofagia y asi tener una

participacion dentro de este proceso celular.
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2.7 Modelo de estudio: Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es uno de los organismos modelo eucariotico mas usado. Se
ha utilizado como modelo para estudiar el envejecimiento (Murakami et al., 2009), la
regulacion de la expresion génica (Biddick, 2009), la transduccion de sefales
(Hohmann, 2007), el ciclo celular (Nasheuer et al., 2002), el metabolismo (Brocard-
Masson et al., 2006; Lopez-Mirabal et al., 2008), la apoptosis (Owsianowsk et al., 2008),
los trastornos neurodegenerativos (Miller-Fleming et al.,, 2008), y muchos otros

procesos bioldgicos.

Una ventaja de la levadura Saccharomyces cerevisiae es su organizacion intracelular
compleja y similar a la de otras células eucariotas, las contribuciones fundamentales al
estudio de procesos celulares como la sefializacion celular, el trafico de membranas, el
metabolismo de los lipidos y la importacion de mitocondrias, entre otros. Otra ventaja es
la facilidad de manejo en comparacién con otros tipos de eucariotas superiores, asi
como un tiempo de generacién corto de aproximadamente 1.5 h en medio rico. Ademas,
estas células pueden almacenarse facilmente a corto o largo plazo en placas a 4°C o en

glicerol a -80°C respectivamente (Feyder et al., 2014).

En las células eucariotas, las proteinas solubles y de membrana generalmente se
sintetizan en el RE y, por lo tanto, deben transportarse a su compartimento diana
correcto para cumplir su funcién, sufrir modificaciones o degradarse. Después de ser
sintetizadas en el RE, las proteinas se dirigen al aparato de Golgi donde se clasifican
entre las transportadas a la membrana plasmatica y las dirigidas a la vacuola a través
de endosomas (clasificacion de proteinas vacuolares o via VPS). Las proteinas de la
membrana plasmatica pueden internalizarse por endocitosis y transportarse a los
endosomas, donde se clasifican entre las que se dirigen a la degradacion vacuolar y las
que se redirigen al Golgi (entran en la via secretora para volver a dirigirse a la
membrana plasmatica). Una de las vias de interés de este proyecto es precisamente la

ruta secretoria desde el reticulo endoplasmatico hacia el aparato de Golgi que ha sido
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identificada por estudios hechos en S. cerevisiae, y que se conserva en las eucariotas
(Bard et al., 2006; Conibear et al., 2010; Dancourt et al., 2010; Muniz et al., 2014).

En el organismo modelo Saccharomyces cerevisiae el trafico vesicular ha sido
caracterizado y se ha logrado identificar que las vesiculas COPII que transportan
proteinas carga solubles y de membrana dependen de diferentes receptores carga de
clasificacion localizados en el RE (Dancourt et al., 2010). Muchas proteinas
transmembranales dirigidas a la ruta secretora se reclutan en las vesiculas COPII
gracias a Ervl4, mientras que la exportacién desde el RE de proteinas de membrana
tipo 1l (N- terminal en el citoplasma) depende del receptor de membrana Erv26. Las
proteinas ancladas con glicosilfosfatidilinositol (GPI) se separan de las proteinas de la
membrana plasmatica y se incorporan en diferentes vesiculas recubiertas de COPIl a
través de la proteina Emp24 que es parte de la familia p24 (p24B) que interactiua con
Erv25 (Muniz et al., 2001; Belden et al., 2001; Castillon et al., 2009). Esto muestra que
la clasificacion de la carga se realiza a nivel del RE (Muniz et al., 2001). La proteina de
membrana tetra-transversal Erv29 actia como un receptor de carga para la clasificacion
de diferentes proteinas luminales solubles dentro del RE. La mayoria de estos
mecanismos de clasificacion de carga se conservan en células de mamiferos (Dancourt
et al., 2010).

La levadura S. cerevisiae ha aportado mucho en la identificacion de complejos proteicos
necesarios para el transporte de proteinas de un organulo a otro, es por ello que la
levadura es fundamental para comprender un nuevo tipo de trafico entre organulos
mediante sitios de contacto directo membrana-membrana (Klecker et al., 2014). Dado
que su trafico vesicular estad bien caracterizado, la levadura es un organismo muy
adecuado para estudiar enfermedades humanas cuya causa ha sido la mutacion en

genes que codifican proteinas de trafico vesicular (Amoasi et al., 2012).
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2.8 La membrana del autofagosoma requiere de varios organelos incluyendo las
vesiculas COPII

Ha sido dificil diferenciar entre las membranas que contribuyen a la nucleacion del
fagoforo y las que contribuyen a la expansion del fagoforo, pero la reciente elucidacion
de la jerarquia dependiente del tiempo y de la funcidén entre las proteinas centrales de
autofagia involucradas en la nucleacion del fagoforo ha proporcionado marcadores para
los diferentes pasos de la formacion del fagéforo (Karanasios et al., 2013; Koyama-
Honda et al., 2013). Las membranas autofagosémicas parecen ser ricas en lipidos
insaturados (Reunanen et al., 1985), y un estudio reciente indicd que la naturaleza de
las cadenas de hidrocarburos de los lipidos de membrana influye en la autofagia
(Ogasawara et al., 2014). Otro estudio mostré que los autofagosomas inducidos por la
inanicién podrian emerger de sitios en las mitocondrias, con la ayuda de microscopia en
células vivas se rastre6 a marcadores para LC3 y Atg5 (Hailey et al., 2010). Datos
recientes sugieren que la membrana plasmética contribuye a las estructuras
precursoras autofagosdmicas tempranas, gran superficie de la membrana plasmatica
puede servir como un extenso depédsito de membrana que permite que las células
experimentan periodos de sintesis de autofagosomas a velocidades mucho més altas
gue en condiciones basales, sin comprometer otros procesos (Figura 4; Ravikumar et
al., 2010).

Las vesiculas COPII proporcionan material para la formacion de la membrana
autofagosomal. La observacion de la transferencia de lipidos o proteinas
transmembrana constituye una evidencia directa de la contribucion de un organulo

como fuente de membrana para la biogénesis de otro organulo (Shima et al., 2019).
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Figura 4. Fuentes de membrana para fagéforos.
Los fagoéforos requieren lipidos y proteinas para madurar y convertirse en autofagosomas. El reticulo

endoplasmico es el sitio de formacion de omegasomas, que son esenciales para la formacion y
elongacion del fagéforo. Las mitocondrias crecen tras la inanicion y suministran vesiculas lipidicas al
fago6foro y el aparato de Golgi es esencial para el trafico de vesiculas que contienen Atg9 al fagéforo. La
membrana plasmética aporta membranas a los fag6foros y autofagosomas tanto en condiciones basales

como de inanicién. (Rubinsztein et al., 2012).
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3. JUSTIFICACION

El descubrimiento de los genes que participan en la autofagia y la elucidacion de sus
mecanismos moleculares ha dado lugar a un nuevo paradigma en la comprension de
como la célula recicla su contenido. El presente trabajo se centra en determinar el
cambio de localizacion del receptor cargo Erv14 desde las vesiculas COPII a la vacuola,
posiblemente a través de los autofagosomas. El estudio de proteinas como Ervl4 es
importante debido a que la funcién de Erv14 como receptor cargo de un gran nimero de
proteinas cargo podria revelar su importancia en el proceso de autofagia quizas debido
a la interaccibn con algunas proteinas que contribuyen en la formacion del
autofagosoma. Los alcances de esta investigacion podrian tener implicaciones
importantes para la salud humana debido a la participacion de la autofagia en varias

enfermedades.

4. HIPOTESIS

En las células de la levadura Saccharomyces cerevisiae la falta de nutrientes como la
glucosa o el nitrdgeno cambia la localizacion de Ervl4 de las vesiculas COPIl a la

vacuola, probablemente a través del autofagosoma.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si durante la falta de nutrientes como la glucosa o el nitrégeno la

localizacion de Erv14 cambia de las vesiculas COPIl a la vacuola.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar si la localizacion de Ervl4 cambia debido a la falta de nutrientes
en las células de levadura.

2. Transformar la levadura BY474lerv14A (MATa his3Aleu2Amet15Aura3A)
con la construccion del gen ERV14 a la proteina verde fluorescente (GFP)

3. Observar por microscopia confocal en diferentes condiciones de estrés la

localizacion de la proteina Erv14-GFP
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Transformaciones rapidas de levadura con Acetato de Litio

En este estudio la cepa de la levadura S. cerevisiae que se utilizé fue BY4741erv14A
(MATa his3Aleu2Amet15Aura3A) y la construccion usada fue la fusion del gen ERV14 a
la proteina verde fluorescente (GFP) en su C-terminal clonada dentro del vector
pGRUL. Esta construccién se nombré como pErv14-GFP (Figura 5). Para transformar a
las células de la levadura con la construccion pErvl14-GFP se prepararon 50ml de
medio YPD sdlido (Extracto de levadura 10 g, Peptona 20 g, Glucosa 20 g, Agar 24 ¢
por litro de solucién) se esterilizé en autoclave y se colocd en cajas Petri con 25ml de
medio YPD cada una. Se plaqueé a la cepa BY4741erv14A en las cajas Petri y se deja
crecer por tres dias a 28°C. También se prepararon 100 ml de medio YPD liquido y
150ml de YNB solido (YNB sin aminoacidos 0.67% y glucosa 2%). La transformacion de
levadura se inici6 con un pre-cultivo de 5 ml de YPD inoculado con la cepa
BY4741erv14A en un matraz de 250 ml incubado por 12 h a 28°C. Posteriormente se
agregaron 45 ml de medio liquido YPD y se esperd un tiempo estimado de 4 horas para
qgue el cultivo alcanzara aproximadamente de 2 a 3 veces el duplicado de la densidad
celular. Pasado el tiempo de incubacién se precipité los 50 ml de células en un tubo
falcon de 50 ml por centrifugacion durante 7 min a 4,500 rpm a temperatura ambiente.
Durante la centrifugacion, se desnaturaliz6 ADNss durante 10 min a 96°C y se refrigero
5 min en hielo. Una vez terminado el tiempo de centrifugacion se deseché todo el
sobrenadante de las células precipitadas y resuspendieron en 45 ml de agua y 5 ml de
10xLiAc-TE (100 mM LiAc disuelto en Tris-EDTA 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5), se
mezclé invirtiendo el tubo y posteriormente se centrifugaron las células durante 7
minutos a 4,500 rpm. Se desecho el sobrenadante y solo se uso el liquido restante en el
tubo para resuspender al sedimento celular. Posteriormente se agregé 700ul de PEG
4000 al 50% (w/v), 80ul de 10xLiaAc-TE a un tubo de 1,5 mly se mezclo con una pipeta
de 1 ml (todo se hizo a temperatura ambiente, excepto el ADNss que se mantuvo en
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hielo hasta que se agregd). Finalmente se agregaron 180 pl de células y 30 pl de

ADNSss desnaturalizado y se mezclo inmediatamente con la pipeta de 1 ml.

Se agregaron 98 pL de esta mezcla al tubo de PCR que contenia 1 pl de ADN
plasmidico (pERV14-GFP) a una concentracion de 150 ng/ul. Se mezclaron las células

con el plasmido a través de pipeteo y se incubd en el termociclador con las siguientes

condiciones:
+ 28°C 5 min
* 28°C 30min
e 42°C 13min

* 28°C continuamente

(a4) Pstl

ERV14 en pGRU1
6114 bp

Figura 5. Mapa del plasmido Erv14-GFP (pERV14-GFP).

Una vez terminado el ciclo en el termociclador, se centrifug6 el contenido de los tubos
para concentrar las células en el fondo y asi desechar el sobrenadante con una punta

de 200uL y se agregaron 100uL de agua, para resuspender a las células. Para plaquear
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en los medios de seleccion YNB con histidina, metionina y leucina (20 ug/ml), se usaron
70uL del contenido de los tubos de PCR y 30uL de agua y se colocaron perlas de vidrio
para distribuir el contenido. Posteriormente se incubaron 3 dias a 28°C. Se aislaron
cuatro unidades formadoras de colonias en una caja Petri con medio YNB.

6.2 Microscopia de fluorescencia confocal

La microscopia confocal se realizd utilizando un microscopio confocal multifoténico
invertido Olympus FV1000 equipado con un objetivo de inmersidbn en aceite 60x
(Olympus). La GFP se visualizo por excitacion con un laser de argon multilinea a 488
nm y el detector espectral se ajustd entre 515/30 nm para la emision. Las células se
crecieron en medios YNB. Este medio se inoculdé con la cepa de levadura
BY4741erv14A transformada con pERV14-GFP y se dejo 12 h en incubacién a 30°C
para su crecimiento. Al otro dia en los medios YNB, YNB-N (Yeast Nitrogen Base w/o
aminoacdis and ammonium sulphate 0.33% y glucosa 2%), YNB-G (sin glucosa) y YNB-
N-G (sin nitrégeno y sin glucosa) se inocularon con el cultivo de 12 h y se dejaron
crecer por 5 h para su posterior monitoreo cada hora durante 5 horas con el

microscopio confocal.
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7. RESULTADOS

7.1 Lalocalizacién de Erv14 cambia debido a la falta de nutrientes

Para determinar si Erv14 cambia de localizacion debido a la falta de nutrientes debido a
que las membranas de las vesiculas COPIl contribuyen a la formacion del
autofagosoma (Shima et al., 2019) se us6 la construccion pERV14-GFP para
transformarla en la cepa BY4741ervl14A. La proteina GFP esta fusionada a la proteina
Ervl4 en su carboxilo terminal y esto nos permitié visualizarla a través de microscopia
confocal debido a que una de las propiedades de la GFP es su capacidad de excitarse
con un laser de luz a 488 nm y emitir luz en un rango de 514 nm. Con la proteina Erv14
asi abanderada en su C-terminal a la GFP se procedié a monitorearla en medios YNB
(medio minimo de crecimiento con 2% de glucosa), YNB-N (medio sin nitrégeno debido
a la ausencia de sulfato de amonio), YNB-G (medio sin glucosa) y un medio YNB-N-G
(sin glucosa y sin nitrégeno). Los medios YNB-N, YNB-G, YNB-N-G se usaron para
activar el proceso de la autofagia debido a que carecen de glucosa y de nitrégeno ya
gue ambos componentes son importantes para la formacion de macromoléculas y el
buen funcionamiento de las células. Antes de iniciar con la visualizacion de la emision
de la fluorescencia de la GFP asociada a Erv14 las células se dejaron crecer por 5 h en
los medios ya mencionados, esto porque se tiene reportado que la autofagia inicia a
partir de un minimo de 4 h en medios de cultivo sin nutrientes (Kadowaki et al., 2006).
Posterior a esas 5 h de crecimiento de las células se procedi6 a visualizarlas dentro del
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada (LNMA-IBt) a través de microscopia
confocal. Para ello las células en los diferentes medios se crecieron desfasadas por lo
menos 30 min con la finalidad de registrar todas al mismo tiempo de haber sido
cultivadas, ya que la adquisicion de las imagenes de las células en cada medio de cada
uno de los tiempos sefialados tomo alrededor de 15 min aproximadamente. El tiempo
de la adquisicién de las imagenes de las células crecidas en cada uno de los medios
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durante los tiempos 0, 1, 2, 3, 4 y 5 h fue de 90 min aproximadamente. En total fueron
360 minutos de microscopia confocal del LNMA-IBt para adquirir las imagenes de todas
las células crecidas en los diferentes medios a los distintos tiempos. El numero
aproximado de imagenes adquiridas para su analisis fue de 700 imagenes que

posteriormente fueron analizadas.

Reportes previos muestran que la localizacion de Erv14 en las levaduras esté ciclando
entre el RE y el AG (Powers & Barlowe, 2002). El RE en las levaduras se muestra en
dos formas, uno al cual se le denomina reticulo cortical y se observa muy pegado a la
membrana plasmatica por lo que su apreciacion delimita a la célula de la levadura y el
otro es el reticulo perinuclear y que se observa alrededor del nucleo (Rubio et al., 2011).
En el caso del AG se visualiza como puntos de varios tamafios que muestran
movimiento y que en algunos casos estan o no asociados al RE (Losev et al., 2006). Al
comenzar la visualizacion de la localizacion de Erv14-GFP en las células crecidas en
condiciones normales (YNB) se aprecia que la proteina esta presente en el RE cortical y
perinuclear durante el periodo que fue de 0 h hasta las 5 h de incubacién (Figura 6;
Erv14-GFP-YNB).

En el caso del AG se observd que a partir de las 0 h de incubacion la presencia de
Ervl4 en este organelo es abundante como se puede apreciar la cantidad de puntos
dispersos por toda la célula a lo largo de los diferentes tiempos de incubacion (Figura 6;
Erv14-GFP-YNB), sin embargo, los puntos dejan de apreciarse en nidmero como se
puede observar a las 5h de incubacion. La localizacién de Ervl4 se observo diferente
cuando las células se crecieron en medio sin glucosa (Figura 8; Erv14-GFP-G). Llamo
la atencion que desde el tiempo O se aprecid que la localizacion de Ervl4 disminuyo
bastante en el AG. Tanto en el RE perinuclear como en el cortical se observo a Ervl14.
Si bien la magnitud de la emisién de la fluorescencia asociada a Erv14 disminuyé en el
RE aun asi se logro apreciarlo. También se observo fluorescencia de la GFP asociada a
Ervl4 dentro de la vacuola desde el tiempo O y siendo mas notoria a las 2 y 3 h de

incubacion en el medio YNB-G, lo que nos indicd que la ausencia de glucosa cambi6 la
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localizacion de Ervl4 (Figura 8; Erv14-GFP-G). En la literatura se reporta que el
fagoforo (Arteaga y Garcia, 2017) se aprecia como un punto donde da inicio la
formacién de los autofagosomas por lo que es probable que Ervl4 bajo estas
condiciones de crecimiento este formando parte de los autofagosomas ya que se logran
apreciar puntos grandes que se asemejan al autofagosoma (Referencias figura con
auofagosomas). Cuando las células se crecieron en los medios sin nitrégeno (Figura 9;
Erv14-GFP-N) se observé la localizacién de Ervl4 en el RE cortical y perinuclear de
manera abundante, mostrdndose también la reduccién de su localizacion en el AG y
observandose en la mayoria de las células solo un punto a partir de las 2 h de
incubacion, punto que quizas sea el autofagosoma. También se observé que a partir de
las 4 h de incubacion la emision de la fluorescencia de la GFP asociada a Ervl4 se
localizé en la vacuola (Figura 10; Erv14-GFP-YNB-N). Las imagenes capturadas de las
células crecidas en medios sin nitrdgeno y sin glucosa (YNB-N-G) mostraron que
efectivamente los puntos asociados a lo que se sugiere es el AG disminuyen de manera
drastica quedando solo la localizacion de la proteina Erv14 en RE cortical y perinuclear.
De manera similar a las células crecidas en los otros medios sin nitrégeno o sin
glucosa, se aprecia la aparicion de un solo punto y de la vacuola a partir de 1 h de
incubacion en YNB-N-G (Figura 10; Erv14-GFP-YNB-NG).
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Erv14-GFP-YNB Erv14-GFP-G Erv14-GFP-N ErvI14-GFP-N-G

Oh

1h

2h

3h

4h

5h

Figura 6. Erv14 cambia su localizacion durante el tiempo en ausencia de glucosa o nitrégeno.
Imagenes de células de levaduras que expresan a la proteina Ervl4 fusionada a GFP crecidas en
diferentes medios. YNB (medio minimo), N (sin nitrégeno), G (sin glucosa), NG (sin glucosa y nitrdgeno).
Se registré la localizacién de Erv14-GFP cada hora durante 5h de incubacion.
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Medio normal minimo

Erv14-GFP Campo claro

Figura 7. Lalocalizacion de Erv14-GFP en medio minimo disminuy6 en el AG alas 5 h de incuacion.

(a) La localizacion de Ervl4 se observé principalmente en el RE cortical y perinuclear y en el AG durante
la primera hora de incubacién (Oh) en medio YNB. (b) A las 5 h de incubacion la localizacion de Ervl4 en

el AG fue menor
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Medio sin glucosa

Erv14-GFP Campo claro

Figura 8. La localizacion de Erv14-GFP en medio sin glucosa parece estar en el PAS.

() Se observé la localizacién de Ervl4 en el RE cortical y perinuclear de manera abundante. (b) Se
observé a las 3h de incubacion sin glucosa mayor fluorescencia en el RE cortical y posiblemente en el
PAS.
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Medio sin nitrégeno

Campo claro

Erv14-GFP

Figura 9. La localizacién en de Erv14-GFP en medio sin nitrégeno esta en el RE y en la vacuola.

(a) Los puntos asociados a los que se sugiere es el AG disminuye de manera drastica quedando Ervli4
en el RE. La aparicion de un solo punto (PAS) y de la vacuola a partir de Oh de incubacién (b) A partir de

las 4h Erv14 se asocio en la vacuola y reticulo perinuclear.
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Medio sin nitrégeno y glucosa

Erv14-GFP Campo claro

Figura 10. La localizacién de Erv14-GFP en medio sin nitrogeno y glucosa mostré6 menor
fluorescencia.

(a) Erv14-GFP a la Oh de incubacién se observé su fluorescencia mayormente en reticulo perinuclear y
también se observaron puntos en el reticulo cortical. (b) Erv14-GFP a las 3h de incubacion se localizé en

el reticulo cortical, perinuclear y vacuola.
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8. DISCUSION

Como hemos visto, en condiciones normales de crecimiento los receptores de carga
intervienen en el anclaje de las vesiculas COPIl producidas en el RE con el
compartimento cis del Golgi, y/o en el anclaje de estas vesiculas COPII entre si para la
fusibn homotipica que se dara lugar en cis-Golgi. Sin embargo, estudios han
demostrado que cuando existe en la célula un estrés por falta de nutrientes activa la
autofagia cambiando la ruta secretora de las vesiculas COPII que en lugar de dirigirse
al AG se van hacia el autofagosoma. Un reporte demostré que la proteina AxI2 es una
proteina cargo de Ervl4 el cual es un receptor de proteinas cargo de una amplia
variedad de proteinas de membrana y que tiene una funcion de seleccién y montaje de
sus cargos dentro de las vesiculas tipo COPII (Shima et al., 2019). Otro reporte muestra
que TECPR2 es una proteina de union a ATGS8 y un regulador positivo de la autofagia.
De manera interesante TECPR2 se asocia y colocaliza junto a distintos componentes
de trafico celular, como lo es la proteina de la capa interna de las vesiculas COPII
SEC24D. Dicho estudio demostré6 que TECPR2 se requiere para la estabilizacion de la
abundancia de la proteina SEC24D, del mantenimiento operativo de los sitios de salida
del RE (ERES) y de la eficiente exportacion de la carga desde el RE que depende de su
unién a LC3C lipidado. De manera adicional se mostr6 que TECPR2 y LC3C son
importantes para la formacion del autofagosoma probablemente debido a su
contribucion en el mantenimiento operativo de los ERES. Con todas estas evidencias se
revelé que TECPR2 funciona como una plataforma molecular que une la ruta secretoria

con la autofagia (Stadel et al., 2015).

Nuestros resultados mostraron que Erv14 posiblemente se asocia y localiza en el PAS,
estructura previa a la formacién del autofagosoma en condiciones sin nutrientes, que
fueron sin nitrégeno, sin glucosa y sin nitrdgeno ni glucosa, haciendo que la célula
active la autofagia. A través de un marcador como la GFP asociada a Ervl4 y se
observo la localizacion de este receptor cargo en la vacuola. También a diferentes
tiempos su localizacién cambié como se mencion6 en los resultados (Figura 6; Erv14-

GFP-YNB). Estos resultados sugieren que Ervl4 si se asocia al autofagosoma, sin
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embargo, habria que hacer estudios de co-localizacion con marcadores del

autofagosoma para verificar su localizacion.

La autofagia es una via catabdlica celular importante en eucariotas, responsable de la
degradacion de organulos y grandes agregados de proteinas. Este proceso se induce
bajo diversas condiciones de estrés, como la inanicion de aminoacidos, la hipoxia y el
estrés oxidativo (Weidberg H, et al., 2011). Con los resultados obtenidos a lo largo de
esta tesis y los antecedentes mencionados, el receptor carga Erv14 podria ayudar en la
formacion del autofagosoma en el proceso de la autofagia en el momento en que las
vesiculas COPIlI empiezan a cambiar su ruta secretoria a la autofagica, lo cual
conllevaria a la supervivencia de la célula, como lo hacen los demas genes y proteinas
que participan en la formacion del autofagosoma. La forma en que Erv14 contribuye a
esto se necesita elucidar empleando quizas estudios protedmicos para determinar si es
que Ervl4 se asocia con proteinas que ayuden en la expansion de la membrana del

autofagosoma.

Otro reporte mostré una funcién poco convencional para un complejo de adaptadores
de carga COPII, Lstl-Sec23, al revelar ciertos dominios del RE que participan en la
autofagia. Este tipo de autofagia en el reticulo endoplasmico se le conoce como ER-
phagy (autofagia del reticulo endoplasmico) y esta mediada por Lst1-SEC23. La ER-
phagy esta inducida por la privacion de nutrientes y usa receptores residentes del RE.
Este tipo de autofagia necesita de unirse al RE en ciertas regiones que son
estabilizadas por la proteina Lnpl y que se les conoce como sitios de la ER-phagy
(ERPHS). Se descubrio que los ERPHS son distintos de los sitios de salida del RE que
contienen Sec24-Sec23 (ERES) y que generan las vesiculas de transporte canodnicas
recubiertas por las proteinas COPII. Lo que indica este estudio es que los adaptadores
de carga COPII empaquetan cargas distintas en ciertos dominios de la membrana del
RE y que luego se dirigen a vias especificas ya sea a la ER-phagy o la ruta secretora.
Los complejos adaptadores de carga Lstl / Sec24C-Sec23 y Sec24-Sec23 podrian

clasificar sus distintas cargas a través de una interaccién con el dominio citoplasmico de
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una proteina transmembrana del RE. Estas distintas rutas de trafico del RE estan
reguladas por rutas independientes de respuesta al estrés. La ER-phagy depende de
reguladores transcripcionales de autofagia dependientes de TOR, mientras que la
homeostasis de las proteinas en la via secretora estd modulada por la UPR. Por lo
tanto, los reguladores transcripcionales de autofagia dependientes de TOR también
pueden modular la regulacion positiva de los receptores de ER-phagy para reducir la
agregacion de proteinas del RE. Esto implica que un subcomplejo especifico de la capa
COPII que contiene Lstl-Sec23 se una a Atg40 para empaquetar los dominios del RE
en autofagosomas durante la ER-phagy. La ruta secretora y la ER-phagy también
parecen estar reguladas por diferentes vias de respuesta al estrés; La homeostasis de
las proteinas en donde participa la ruta secretora esta regulada por UPR, mientras que
la ER-phagy depende de los reguladores transcripcionales de la autofagia dependientes
de TOR (Cui et al., 2019).

Varios son los estudios que han dilucidado las funciones moleculares de las proteinas
Atg y sus acciones concertadas, que estan altamente conservadas en levaduras y
mamiferos (Nakatogawa et al., 2009; Mizushima et al., 2011). No obstante, los
mecanismos moleculares que subyacen a la formacion del autofagosoma, sobre todo
aquellos que contribuyen a la formacion de la membrana autofagosomal siguen siendo
enigmaticos. Los estudios realizados en este proyecto nos ayudaron a evaluar si el
receptor cargo Ervl4 cambid su localizacion del RE a la vacuola presumiblemente a
través del autofagosoma. Para lo cual se observaron por microscopia confocal a células
de levadura que expresaron la fusion traduccional de Ervl4 a GFP. Las células se
monitorearon durante 5h en diferentes medios (YNB, YNB-N, YNB-G, YNB-NG) para
observar que su localizacion durante un estrés por falta de nutrientes es diferente.
Utilizamos este sistema para determinar si Ervl4 cambi6 su localizacion habitual (RE-
COPIl) a la vacuola y en lo que quizas podria ser el autofagosoma. En la literatura esta
reportado que AxI2 es una proteina carga de Ervl4 y que ambos estan localizados en
las vesiculas COPII (Powers y Barlowe, 1998).

51



Posteriormente otro estudio en levaduras demostré que al usar una cepa sensible a
temperatura (secl2®) se permite la formacion de las vesiculas COPIl solo a bajas
temperaturas (23°C). Este sistema les permitid usar un plasmido con un promotor
activado por calor (SSA) que permite la trascripcion a 37°C de la proteina AxI2
fusionada a GFP. De esta manera cuando las células se incubaron a 37 °C durante 1h,
se inicio la produccion y acumulacion de AxI2-GFP en el RE. Posteriormente las células
se incubaron a 23°C en presencia de rapamicina (un activador de la autofagia)
permitiendo la produccion de las vesiculas COPII e inhibiendo la sintesis de AxI2-GFP y
al mismo tiempo se observé la ruta que tomaron las vesiculas COPIl durante la
activacion de la autofagia por la presencia de rapamicina (Shima at al., 2019). Lo
reportado muestra que AxI2-GFP se localiza en estructuras del autofagosoma de una
manera dependiente de Erv14 ya que se visualizé la fluorescencia de la GFP asociada
a AxI2 en puntos que colocalizaron con Atg8, un marcador de las estructuras del
autofagosoma. En la cepa mutante de ERV14 (erv14A) se observd que la salida del
cargo AxI2-GFP del RE estaba casi completamente bloqueada en células que carecian
de Erv14, observandose su localizacion en el reticulo perinuclear y en el reticulo cortical
(Shima et al., 2019) y ademas de que AxI2 no colocalizé con los autofagosomas. Estos
resultados nos mostraron que Ervl4 era necesario para que el cargo AxI2 durante la
autofagia lograra introducirse al autofagosoma. La presente tesis intentd elucidar si
Erv14 contribuye o no a la formacion del autofagosoma y no solamente a dirigir al cargo
a su interior. Esta hipoétesis se basa en la evidencia que se tiene sobre los mdltiples
cargos que Ervl4 posee (Herzig et al., 2012) y los cuales tienen funciones importantes
en la célula (Rosas-Santiago et al., 2015; Zimmermannova et al., 2019) con lo cual la
funcidén de Ervl14 no es directa en la construccion de los organelos como tal, pero si de
proveer las proteinas que los hacen funcionales, siendo entonces Ervl4 una proteina

con cierta relevancia para el establecimiento correcto de los organelos.

Conforme a los antecedentes mencionados anteriormente, nuestros resultados sugieren
que la proteina cargo Erv14 cambia de localizacion a la vacuola probablemente a través

de estructuras del autofagosoma en condiciones de estrés a falta de nutrientes, como
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se muestra en las imagenes de microscopia confocal (Figura 6; Erv14-GFP-YNB). Las
observaciones de la proteina Erv14-GFP muestran que desde la hora uno en el medio
YNB-N se observo la localizacion de Ervl4 en el RE cortical y perinuclear de manera
abundante, mostrdndose también la reduccion de su localizacibn en el AG vy
observandose en la mayoria de las células solo un punto a partir de las 2 h de
incubacion (Shima et al., 2019). En la literatura la aparicion de un solo punto esta
relacionada con los autofagosomas. También en el medio YNB-G (sin glucosa) se
observé cambios en la localizacion de Ervl14-GFP hacia la vacuola. Con esto
concluimos que Ervl4 si cambia su localizacion de una ruta secretora normal a la

vacuola ante una respuesta de estrés a falta de nutrientes.

Los estudios de la localizacion de la proteina Ervl4 a través de anticuerpos y el
fraccionamiento de las membranas mediante el free flow contribuiria a elucidar mejor
este cambio de localizacion de la proteina carga Ervl4 a la vacuola y quizas al
autofagosoma, por lo que realizar estudios de localizacibn a través de un
fraccionamiento membranal mediante la electroforesis zonal de flujo libre (EZFL)
permitiria identificar si las membranas a las que se asocia Erv14 cambian de acuerdo a

las condiciones de crecimiento.

En un futuro se podrian realizar ensayos de inmunoprecipitacion para conocer si Ervi4
contribuye a la autofagia ya que es posible que algunas proteinas con las que se asocie
durante los periodos de inanicion tengan que ver con la autofagia, para esto es
necesario conocer las proteinas que interactian con Erv14 en periodos de escases de
nutrientes, por lo que realizar estudios de inmunoprecipitacion contribuira a la

elucidacion de esta hipotesis.
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos de Erv14-GFP en condiciones normales (YNB-medio minimo)
mostraron la localizacién de Erv14 en reticulo cortical y perinuclear y en el aparto de
Golgi, sin embargo, cuando incubamos en un medio a las levaduras que indujo la
autofagia por la falta de nutrientes como la glucosa o el nitrégeno se observé un cambio
de la fluorescencia de la GFP asociada a Erv14 al interior de la vacuola.

Estos experimentos nos indican que las condiciones de crecimiento que activan la

autofagia permiten que Ervl4 cambie su localizacion de la ruta anterégrada hacia la

vacuola, quizas a través de los autofagosomas.
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10. PERSPECTIVAS

10.1 Demostrar si el cambio de localizacién de Erv14 corresponde a estructuras
del autofagosoma

El cambio de la localizacion de Ervli4 del RE y del AG a un solo punto,
presumiblemente el fag6foro y a la vacuola, cuando las células se crecen en medios
deficientes de nutrientes y debido a la evidencia previa que muestra que las vesiculas
COPII proveen de membrana a los autofagosomas, hace suponer que Ervl4 podria
estar participando en el proceso de formacién del autofagosoma, por lo que llevar
estudios de localizacion a través de un fraccionamiento membranal mediante la
electroforesis zonal de flujo libre (EZFL) permitiria identificar si las membranas a las que
se asocia Erv14 cambian de acuerdo a la condiciones de crecimiento.

10.2 Determinar si Erv14 interactla con proteinas del autofagosoma durante la
falta de nutrientes

La evidencia de Ervl4 como receptor cargo de un gran nimero de proteinas cargo, de
su cambio de localizacién en condiciones de crecimiento deficientes en nutrientes y de
las membranas de las vesiculas COPII, a las cuales se asocia cuando sucede la ruta
anterograda y que en condiciones deficientes de nutrientes proveen de membrana al
autofagosoma, sugiere que Ervl4 podria estar participando dentro del proceso de la
autofagia siendo posible que algunas proteinas con las que se asocie durante los
periodos de inanicion tengan que ver con la autofagia. Para conocer si Ervl4 pudiera
realizar este papel es necesario conocer las proteinas que interactian con Ervl4 en
periodos de escasez de nutrientes, por lo que se propone realizar estudios de
inmunoprecipitacion para conocer estas posibles proteinas.
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