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Consideraciones generales

La autofagia es un proceso catabdlico conservado en todas las células eucariotas, que
implica la degradacion del material citoplasmatico en la vacuola/lisosoma 1,2 . En la levadura
Saccharomyces cerevisiae la autofagia se induce bajo condiciones de ayuno y permite a la
célula sobrevivir periodos prolongados de escasez de nutrientes al reciclar productos de su
propia degradacion 2 . El transporte del material citoplasmatico hasta la vacuola se produce
a través de unas vesiculas de doble membrana, los autofagosomas, que durante su
formacion atrapan porciones de citosol de las inmediaciones 3 . La membrana externa del
autofagosoma se fusiona con la membrana vacuolar liberando en su lumen un cuerpo
autofagico, una vesicula de contenido citoplasmatico delimitada por una Unica membrana,
que finalmente es degradado por las hidrolasas residentes en la vacuola 2,3 (Figura 1) .
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Figura 1: Transporte y maduracion de Apel a través de las rutas cvt y autofagia. Apel es sintetizada en el citosol en forma
de precursor inactivo (prApel). Después de su transporte a la vacuola, a través de los autofagosomas o de las vesiculas cvt,
se activa por proteolisis generandose la forma madura (mApel) de la proteina. Adicionalmente, los autofagosomas, de mayor
tamafio que las vesiculas cvt, incorporan de modo no selectivo el citosol de las inmediaciones y lo transportan hasta la
vacuola para su degradacion. CIT, citoplasma; VAC, vacuola; PAS, estructura preautofagosomal.




A principios de la década de los noventa dos laboratorios aislaron de forma independiente
una serie de mutantes de S. cerevisiae defectivos en autofagia, los mutantes aut y apg 4,5 .
Hasta ese momento la mayor parte de los conocimientos sobre autofagia eran
exclusivamente morfoldgicos, sin embargo, con la identificacion y caracterizacion de los
genes APG / AUT se han podido establecer las bases moleculares del proceso autofagico
tomando como modelo eucaridtico a la levadura S. cerevisiae 6 Tras la clonacion de estos
genes se comprobd que la mayoria de ellos eran alélicos con los genes CVT ( C ytosol to V
acuole T argeting), implicados en la ruta cvt de transporte de las hidrolasas aminopeptidasa
1 (Apel) y a-manosidasa (Amsl) desde el citosol hasta la vacuola 7 . La gran cantidad de
genes compartidos por la autofagia y la ruta cvt se refleja en que la morfologia y los
mecanismos moleculares de ambos procesos son similares 8,9 Aun asi existen claras
diferencias entre las dos rutas; la autofagia es un proceso catabdlico e inducible en el que los
autofagosomas, con un tamano de 300-900 nm de didmetro, transportan masivamente
porciones de citoplasma y otros organulos hasta la vacuola. Por el contrario, la ruta cvt es un
proceso biosintético y constitutivo en el que las vesiculas cvt, de 140-150 nm de didmetro,
transportan especificamente Apel y Ams1. Los autofagosomas, al igual que las vesiculas cvt,
también incorporan selectivamente Apel y Ams1 como parte de la carga (Figura 1).

Con el objetivo de unificar la nomenclatura de los genes APG , AUT y CVT recientemente
se ha propuesto renombrar todos ellos como genes ATG; genes relacionados con la A u T ofa
G ia 10 . Hasta la fecha se han identificado 25 genes ATG implicados en la autofagia y/o ruta
cvt, 16 de los cuales resultan esenciales en el proceso de formacion de los autofagosomas.
17 genes ATG son compartidos por la autofagia y la ruta cvt, 7 son especificos de la ruta cvt
pero no de la autofagia, y 1 es especifico del proceso autofagico y no de la ruta cvt. Una
descripcion de todos ellos se presenta en la tabla 1. Ademas de los genes ATG se han
identificado otros genes esenciales en la autofagia, involucrados en eventos de fusién de las
vesiculas a nivel vacuolar, que son comunes a otras rutas de transporte vesicular 11



Gen Carmacieristcas de la prod=ina Refarsaciks
ATG1 Proteina kinasa 17,18, 35
ATGE Proteina pariférica ds msmbrana que 58,59, 76
nkeraccona ocn Atg9
ATGS Enzima que conjuga Atgd a 48,56
fosfatidile-anolamira {PE)
ATG4 Cistelna proteasa; escinde la extensits C- 55,77
terminal c la PE de Atge
ATGS Fqnjunu:la a Abgl? & través de un residuode 52
5inA
A TGEm Componants d~ los complajos PtcIns 3- 39,78
kinasa IvyII
ATG? Enzima de achvacidn de Atgd v Abgl2 45,50
ATGE Protaina conjugada a PE 35,55, 77
AT Proteina integral de menmnbrana 57,79
ATGI0  Enzima que conjuga Atgl? a Atgs 51
ATG12  Protelna impliada en ol reconocimieno dala 21
carge
ATGIZ  Protaina conjugada a A5 a7
A7G13 Hoduador de b actividad de AtgZ 19,80
ATGI4 Componente dsl compleio PHINs 3-kinasa I 39,78
ATGIS  Lipass racuetrida para la deg-adaciin de 71,74
vasicilas niray scunlares
ATG15 Componente d=l complejo Abgl 2-AtgS 54
ATG17 Hoduador de b actividad de AtgZ 20
ATG18  Protelna pariférica de mambrana mquerida 44,59
para la lomslizacién de Atg2
A7G19  Receptor de cagaen laruta ort 21,30
ATG20  Protelina espadiica de la ruta oyt 22
ATG22  Protelina espadiica da la nuta cyt a1
ATG22  Protelna integral de mamnbrana implicada en 73
Is degradacién de los cusrpos autofdgicos
ATG23  Proteina sspadiica de la ruta cvt B2
ATG24  proteina tipo nexina imglicaca de la ntacvt 22
ATG27  Protelna da uniSn a PbdIns{3)P requerida para 45

Is ruta cvt

Tabla 1 . Descripcion de los genes relacionados con la autofagia. a El nombre
estandar de este gen es VPS30 . b El nombre estandar de este gen es SNX4 .

A pesar de los conocimientos adquiridos durante una década de estudios moleculares en
el campo de la autofagia, no se ha identificado el origen de la membrana empleada por las
células de levadura para la formacién de los autofagosomas.
identificado una regién puntual adyacente a la vacuola donde localizan in vivo la mayor parte
Se postula que en esta regiéon, denominada estructura pre-
autofagosomal (PAS de O P re- A utophagosomal S tructured), podria estar el origen de la

de las proteinas Atg 12,13 .

membrana de los autofagosomas 14 .

Recientemente se ha




Para facilitar la comprension del proceso autofagico, éste puede desglosarse en varias
etapas; (1) induccién, (2) seleccién de la carga de transporte, (3) formacion de los
autofagosomas, (4) reciclaje de proteinas Atg, (5) fusidon de los autofagosomas con la
vacuola y (6) hidrdlisis final de la carga en el lumen vacuolar. A continuacidon se pasa a
describir cada una de las etapas por separado revisando los mecanismos moleculares
implicados en cada una de ellas.

Induccién de la autofagia

La induccion de la autofagia no requiere de la sintesis de novo de proteinas e implica un
mecanismo de transduccion de senales dependiente de la actividad de la proteina Tor 15 .
Tor es una serina treonina kinasa, perteneciente a la familia de proteinas relacionadas con
las fosfatidil inositol kinasas, cuya actividad es sensible a la disponibilidad de nutrientes en el
medio, actuando como un integrador de las respuestas celulares frente al ayuno en
eucariotas. En condiciones de crecimiento Tor es activo y la autofagia se encuentra inhibida.
Por el contrario, situaciones de ayuno provocan una inactivacion de Tor y la concomitante
induccion del proceso autofagico 16 .

Se desconoce como Tor transmite esta sefial de ayuno a la maquinaria Atg para que
tenga lugar el desarrollo de la autofagia. Una hipdtesis es que se produce a través de la
modulacion de la actividad kinasa de Atgl, una serina treonina kinasa esencial tanto para la
ruta cvt como para la autofagia 17,18 . Se ha demostrado que Atgl interacciona con Atgl3
de un modo dependiente a la actividad de Tor 19,20 . Adicionalmente, Atgl es capaz de
interaccionar con otras proteinas Atg que formarian parte de un tedrico complejo Atgl kinasa
dindamico sensible a la escasez de nutrientes en el medio externo. Entre estas proteinas se
encuentran Atgll, especifica de la ruta cvt, y Atgl7, especifica de la autofagia 20,21
Adicionalmente, Atgl3 es capaz de interaccionar con Vac8, mientras que Atgl7 interacciona
con las proteinas especificas de la ruta cvt Atg20 y Atg24 22

Kabeya et al . (2005) 23 han propuesto un modelo para el mecanismo de transduccion de
sefiales que conducen a la induccion de la autofagia. Bajo condiciones de abundancia
nutricional Atgl3 se encuentra hiperfosforilada de un modo dependiente de la actividad de
Tor 20 Tras la inhibicion de Tor como consecuencia de un estimulo causado por el ayuno,
Atgl13 resulta parcialmente defosforilado favoreciéndose su interaccién con Atgl7 23 El
complejo Atg13-Atgl7 se asocia con Atgl, lo que provoca una induccién de su actividad
kinasa, que a su vez desencadena finalmente la formacion de los autofagosomas 20,23 .

Sin embargo, la implicacion de la actividad kinasa de Atgl en la autofagia es un punto
controvertido. Estudios previos de Matsuura et al . (1997) 17 demostraron que la induccién
de la autofagia implica una reduccién de la actividad kinasa de Atgl, medida como actividad
autofosforilante. Mas recientemente, Abeliovich et al . (2003) 24 determinaron que la
inhibicién de la actividad kinasa de Atgl no afectaba al desarrollo normal de la autofagia
aunque bloqueaba la ruta cvt. Construyeron una cepa mutante en ATG1 con una mutacién
puntual en el dominio kinasa de la proteina que la hacia especificamente sensible a la
inhibicién por el compuesto 1-NA-PP1 (derivado del inhibidor general de kinasas PP1). Bajo
estas condiciones de inhibicion de la actividad kinasa de Atgl se conseguia un bloqueo del
transporte de la Apel a través de la ruta cvt, sin que tuviera ningun efecto sobre el
transporte a través de la ruta autofagica. Segun este resultado, la actividad kinasa de Atgl
seria esencial para el funcionamiento de la ruta cvt, mientras que para el desarrollo del
proceso autofégico, Atgl tendria un papel fundamentalmente estructural e independiente de
su actividad kinasa.

Adicionalmente, Atgl parece estar implicado en etapas posteriores a la induccidén de la
autofagia, como son la seleccidon de la carga, tal y como revela su interaccion con Atgl1l (ver
mas adelante), y el reciclaje de proteinas Atg durante la formacion de autofagosomas, para
asegurar la continuidad del proceso 25 .



Seleccidn de la carga

Durante la autofagia el citoplasma es incluido en los autofagosomas de un modo no
selectivo. Sin embargo, existen proteinas cuya incorporacion se ve favorecida con respecto al
resto de constituyentes de la célula y son transportadas selectivamente hasta la vacuola
durante la autofagia. Entre estas proteinas se encuentran la Apel y la Ams1. Recientemente
se ha demostrado que la acetaldehido deshidrogenasa (Ald6) también es incorporada
selectivamente en los autofagosomas durante el proceso autofagico 26 .

Apel, sintetizada en el citosol como un precursor inactivo (prApel), rapidamente
oligomeriza formando homo-dodecameros que se organizan en una estructura de orden
superior, el Ocomplejo Apeld 27,28 . La proteina citosdlica Atg19 actlia como un receptor
de Apel y Amsl1, pudiendo interaccionar simultaneamente con el propéptido de la prApel del
Ocomplejo Apeld asi como con la proteina Ams1 29,30 . Esta estructura proteica constituida
por prApel, Amsl y Atgl9 es conocida con el nombre de complejo cvt 28 (Figura 2) . La
localizacién del complejo cvt en la PAS depende de su interaccion con la proteina Atgll 28 .
Atgl1l actia como una molécula adaptadora permitiendo el anclaje del complejo cvt a la
membrana de la PAS, conectando de esta forma la maquinaria implicada en la formacion de
la vesicula con la carga a transportar 31 . La ubicacién del complejo carga-receptor en la PAS
desencadena la organizacion de la maquinaria molecular implicada en la formacion de la
vesicula cvt y en consecuencia la formacién de la vesicula en torno al complejo cvt 31,32 .
Sin embargo, la localizacién del complejo cvt en la PAS no parece afectar a la organizacion
de la PAS durante la autofagia, al proceso de formacion de los autofagosomas o al desarrollo
normal de la autofagia no selectiva 31,33 .

Figura 2: Proceso de seleccidon de carga durante la ruta de transporte cvt. (1)
El complejo cvt es anclado a la membrana de la PAS a través de la proteina
adaptadora Atgll, que interacciona directamente con Atgl9, el receptor de
Apel y Amsl. (2) Expansion de la membrana de la PAS hasta formar una
vesicula cvt que contiene el complejo cvt en su interior. (3) La membrana
externa de la vesicula cvt se fusiona con la membrana de la vacuola,
liberando un cuerpo cvt al lumen vacuolar. prApel, precursor citosdlico
inactivo de la aminopeptidasa 1; Amsl, a-manosidasa 1; CIT, citoplasma;
VAC, vacuola; PAS, estructura preautofagosomal.




Si bien los mutantes defectivos en ATG11l son incapaces de transportar prApel a la
vacuola a través de la ruta cvt, se ha demostrado que estos mutantes desarrollan un proceso
autofagico normal, en el que el complejo cvt es incorporado correctamente en los
autofagosomas 29 Esto significa que debe existir otra molécula funcionalmente analoga a
Atgll implicada en el anclaje del complejo cvt en la PAS bajo condiciones de ayuno. Un
candidato para actuar como molécula adaptadora durante la autofagia es la proteina Atg8,
que junto con su localizacién en la PAS se ha demostrado interaccionar con el receptor Atg19
13,28 .

Formacién de los autofagosomas

La prApel constituye un buen marcador molecular de las vesiculas cvt y de los
autofagosomas. Estos intermedios de transporte se acumulan en el citoplasma de los
mutantes ypt7 que son incapaces de llevar a cabo eventos de fusién de membranas que
implican a la vacuola 34 . En un fondo genético ypt7 , la proteinasa K no es capaz de
hidrolizar la prApel cuando se afiade sobre esferoplastos. Esto es debido a que la prApel
queda protegida de la accién de la hidrolasa a través de las membranas de las vesiculas cvt
y de los autofagosomas acumulados. Por el contrario, en los mutantes defectivos en la
formacion de estas vesiculas, la prApel ya no queda protegida por las membranas de las
vesiculas, siendo ahora accesible a la actividad hidrolitica de la proteinasa K, lo que se
observa como un cambio en la movilidad electroforética de la proteina hasta su forma
madura 1,35,36 . Este ensayo bioquimico permite distinguir los genes autofagicos implicados
en la formacion de los autofagosomas de aquellos que intervienen en etapas posteriores del
proceso, como la fusion con la vacuola o la degradacién de los cuerpos autofagicos.

La mayor parte de los genes ATG identificados hasta la fecha estan directamente
implicados en la formacion de los autofagosomas. Sin embargo, los mutantes atg8
desarrollan unas estructuras con un contenido analogo al de los autofagosomas, aunque de
menor tamafio, que suelen aparecer también en menor nimero y en ocasiones con formas
aberrantes 15,36 . Estas estructuras, sin ser plenamente funcionales, son capaces de
transportar algo de Apel a la vacuola en condiciones de ayuno asi como soportar una
autofagia reducida que confiere una mayor resistencia frente al ayuno con respecto a otros
mutantes atg . Este mismo fenotipo se ha observado en células ayunadas en presencia de
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas 15 . Atg8 es la Unica proteina conocida
implicada directamente en el proceso autofagico cuya expresion se induce bajo las
condiciones que desencadenan el proceso autofagico 36 . Como se mencion6 anteriormente,
el desarrollo de la autofagia es independiente de la sintesis de novo de proteinas, aunque
para que los autofagosomas adquieran un tamafio adecuado es necesaria la transcripcion y
traduccidn de nuevos genes, entre los que se encuentran ATGS .

Estas evidencias fenotipicas indican que los mutantes atg8 no son completamente
defectivos en autofagia y se postula que Atg8 podria estar implicado en la expansién de los
autofagosomas, contribuyendo a la formacién de vesiculas con un tamafio funcional. Asi
pues, el fenotipo de los mutantes atg8 permite diferenciar las etapas de nucleacién y
expansion en el proceso de formacién de los autofagosomas 15 .

La nucleacién implica el inicio de la formacion de los autofagosomas con la reunion de
todos los componentes necesarios en la PAS; las membranas que constituiran los limites de
los autofagosomas, la carga que quedara finalmente incluida en ellos asi como el conjunto de
proteinas Atg requeridas para la formacién de las vesiculas autofagicas. Cabe destacar que
Atg8 es la Unica proteina autofdgica conocida que queda incluida en los autofagosomas
maduros, lo que conlleva finalmente su transporte hacia la vacuola durante la autofagia. Esto
ha permitido utilizar a Atg8 como marcador de la ruta autofagica y seguir morfolégicamente
el proceso identificAndose estructuras intermedias del proceso de formacion de los
autofagosomas 36,37,38 .



Las proteinas Atg implicadas en la formacion de los autofagosomas pueden clasificarse en
diferentes grupos funcionales. La mayor parte de ellas forman parte de un sistema de
conjugacion de proteinas esencial para la autofagia que se asemeja al proceso de
ubiquitinacion de proteinas. Otro grupo de proteinas Atg es integrante de un complejo
fosfatidilinositol 3-kinasa (PtdIns 3-kinasa). A continuacion se describen los mecanismos
moleculares implicados en el proceso de formacién de los autofagosomas.

Complejo fosfatidilinositol 3-kinasa

Vps34, la unica PtdIins 3-kinasa de S. cerevisiae , puede formar parte de dos complejos
diferentes implicados en procesos de transporte vesicular 13,22,39 . El complejo I, integrado
por las proteinas Vps34, Vps15, Vps30/Atg6 y Atgl4, es esencial en el desarrollo de las rutas
cvt y autofagia, mientras que el complejo II, con la proteina Vps38 sustituyendo a Atg14, es
requerido en la ruta vps ( V acuolar P rotein S orting) implicada en el transporte de la
hidrolasa vacuolar carboxipeptidasa Y (CPY) desde el Golgi hasta la vacuola 39,40,41 .

Se desconoce cual es la funcion que desempefia el complejo I PtdIns 3-kinasa en el
proceso autofagico. Una posibilidad es que el PtdIins(3)P sintetizado por este complejo se
localice especificamente en la membrana de la PAS permitiendo el reclutamiento de
proteinas Atg en esta estructura, y con ello la funcion concertada de las proteinas para la
formacion de los autofagosomas. De hecho, una fraccion de Atgl4 se ubica en la PAS vy
varias proteinas Atg de unidn a PtdIns(3)P, cuya localizacién en la PAS depende de la funcion
del complejo I PtdIns 3-kinasa, interaccionan con otras proteinas Atg permitiendo su
asociacion con la PAS. Entre estas proteinas de unién a PtdIns(3)P se encuentran
Mail/Atg21, Atg18, Atg20, Atg24 y Etf1/Atg27. Mail/Atg21 es una proteina esencial para la
ruta cvt pero no para la autofagia y esta implicada en la lipidacion de Atg8 asi como en su
localizacidn en la PAS 42,43 . De modo similar, la proteina Atg18, requerida en las rutas cvt y
autofagia, es necesaria para la correcta localizacion de Atg2 en la PAS 44 . Atg20 y Atg24,
esenciales para la ruta cvt pero prescindibles en el transporte autofagico, interaccionan con
Atgl7 y por lo tanto podrian formar parte del tedrico complejo Atgl kinasa implicado en la
sefializacion de la autofagia 22 . Etfl/Atg27 es otra de las proteinas de unién a
fosfoinositidos esencial para la ruta cvt pero no para la autofagia 45 .

Sistemas de conjugacion

El proceso de formacion de autofagosomas requiere de dos complejos de conjugaciéon cuyo
mecanismo de sintesis es molecularmente similar al proceso de ubiquitinaciéon de proteinas
46 . Uno de estos complejos es el formado por el conjugado Atgl2-Atg5 47 mientras que el
otro implica la unién covalente de Atg8 con una molécula de fosfatidiletanolamina (Atg8-PE)
48 (Figura 3).

La formacion del complejo Atgl2-Atg5 comienza con la activacion inicial de Atgl2 49
mediante la formacion de un enlace tioéster de alta energia entre la cisteina 507 de Atg7 y la
glicina 186 C-terminal de Atgl2 47,50 (Figura 3A (1)). Posteriormente, Atgl2 es transferido a
la cisteina 133 de Atg10 51 que finalmente cataliza la formacién del conjugado Atg12-Atg5 a
través de un enlace isopeptidico entre la glicina 186 de Atgl2 y la lisina 149 de Atg5 47,52
(Figura 3A (2)). El conjugado Atgl2-Atg5 interacciona con Atgl6 formando un complejo
multimérico de 350 kDa esencial para el desarrollo de la autofagia 53,54 (Figura 3A (3)).
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Figura 3:Sistemas de conjugacion requeridos para el desarrollo de la autofagia en la levadura S.
cerevisiae . A. Formacion del complejo Atg12-Atg5. (1) Activacion de la proteina Atgl12. (2) Formacién
del conjugado Atgl2-Atg5. (3) Oligomerizacion del conjugado Atg12-Atg5 con Atgl6 en un complejo de
350 kDa. B. Mecanismos moleculares implicados en la formacion del complejo Atg8-PE. (1) Eliminacion
del residuo de arginina C-terminal de Atg8. (2) Activacién de la proteina Atg8. (3) Formacién del
conjugado Atg8-PE. (4) Localizacién del conjugado Atg8-PE en la estructura preautofagosomal. (5)
Liberacion de Atg8 de la estructura preautofagosomal. Algunos aminoacidos importantes involucrados
directamente en el mecanismo de conjugacién son representados en determinadas proteinas (G,
Glicina; K, Lisina; R; Arginina). El asterisco sobre las proteinas simboliza un estado activado de las
mismas mediante la formacion de un enlace covalente de alta energia con Atg7. PE,
fosfatidiletanolamina; PAS, estructura preautofagosomal.

El sistema de conjugacién de Atg8 implica la escision inicial de la arginina 117 C-terminal
de Atg8 por medio de la cisteina proteasa Atg4 55 (Figura 3B (1)). A través de la glicina 116
que constituye el nuevo extremo C-terminal de Atg8, y de modo analogo al mecanismo de
activacién de Atg12, se forma un enlace tioéster de alta energia con Atg7 (Figura 3B (2)).
Atg8 es entonces transferido a Atg3, que se encarga de catalizar la formacién del conjugado
Atg8-PE 38,56 (Figura 3B (3)). Posteriormente, el complejo Atg8-PE, de un modo
dependiente de los complejos Pstins 3-kinasa I y Atgl2-Atg5 y las proteinas Atg9 vy
Mael/Atg21, se localiza en la membrana de la PAS 38 (Fig. 3B (4)). Atg8-PE es un complejo
dinamico, resultando necesaria la escision del conjugado de la PAS por parte de Atg4 para el
correcto funcionamiento de la autofagia 55 (Fig. 3B (5)). El Atg8 liberado seria susceptible
para entrar en nuevas rondas de conjugacion.




Reciclaje de proteinas Atg durante la autofagia

Atg9 es una proteina transmembrana esencial para la autofagia y la ruta cvt 57 Ademas
de localizarse en la PAS, aparece distribuida en regiones puntuales dispersas por el
citoplasma, que no se corresponden con ninguno de los organulos que componen el sistema
endomembrana, las vesiculas cvt o los autofagosomas 25,57 . Pese a su condicion de
proteina transmembrana, Atg9 queda excluida de los autofagosomas, al menos antes de su
fusion con la vacuola, habiéndose observado un transporte retrégrado de esta proteina desde
la PAS a las regiones puntuales citoplasmaticas, posibles centros donadores de membrana
para la construccion de autofagosomas desde la PAS 25 . Este fendmeno de transporte
retrégrado resulta esencial para la autofagia. Para dicho transporte son necesarias proteinas
autofagicas adicionales como Atg2 58,59 , Atgl18 60 , el complejo I Ptdins 3-kinasa 39 y la
funcion kinasa independiente de Atgl junto con Atgl3 25 . De acuerdo con el modelo
planteado por Reggiori et al (2004) 25 , el PtdIns-3-fosfato (PtdIns(3)P) generado en la PAS
por el complejo Ptdins 3-kinasa I desencadenaria el reclutamiento secuencial de proteinas
Atg imprescindible para el transporte retrégrado de Atg9. El complejo Atgl-Atg13 induciria la
asociacién de Atg2 y Atgl18, proteina de unién a PtdIns(3)P, con Atg9 una vez concluida la
funcion de esta proteina en la PAS. La formacidon de este complejo iniciaria el reciclaje de
Atg9 desde la PAS.

Atg2 es una proteina esencial para las rutas cvt y Atg que se distribuye por el citoplasma
y la PAS de la célula. Su localizacion en la PAS es dependiente de Atg9, proteina con la que
interacciona fisicamente, teniendo en esta regién un comportamiento bioquimico tipico de
una proteina periférica de membrana 59 .

Fusion de los autofagosomas con la vacuola

Las células eucariotas utilizan un sistema de vesiculas para transportar proteinas entre
los organulos que componen el sistema de endomembranas. Para que una proteina alcance
el organulo donde realiza su funcidon es necesario un reconocimiento molecular especifico
entre el organulo aceptor y la vesicula de transporte que porta la carga proteica. En estos
procesos de fusion estan implicadas proteinas como NSF/Sec18 y a-SNAP/Secl7 61 ,
proteinas SNARE de la membrana del organulo aceptor (t-SNARE) y de la vesicula de
transporte (v-SNARE) 62,63 , y el complejo HOPS/VPS de clase C 64 . El requerimiento de
estas proteinas es una constante en los procesos de fusion de membranas, y la fusion de los
autofagosomas con la vacuola no es una excepcion.

Vam3 es una t-SNARE de la membrana vacuolar esencial para las rutas cvt y autofagia,
habiéndose observado autofagosomas en el citoplasma de células defectuosas en la funcion
de Vam3 65,66 Por otro lado la v-SNARE Vtil también es esencial para la fusién de los
autofagosomas con la vacuola 67 . Un fenotipo similar se ha observado en mutantes cczl 68 .
Ccz1 se ha demostrado que actuia junto con Mon1 en los procesos de fusién vacuolar 69

Al igual que la Apel, Atg8 se ha utilizado como marcador molecular de los
autofagosomas. El lumen de los autofagosomas maduros presenta Atg8, apareciendo
también asociado a la superficie luminal de la membrana vesicular. Trabajos de
inmunomicroscopia electrénica han revelado estructuras membranosas, posibles presursores
de los autofagosomas, con un elevado contenido en Atg8. Igualmente, los autofagosomas
inmaduros presentan Atg8 asociado con su superficie externa, a diferencia de las vesiculas
maduras. En este sentido Atg8 podria formar parte de una posible cubierta proteica en los
autofagosomas, cuya desorganizacion permitiria la fusion de los autofagosomas, de un modo
analogo a lo que ocurre con las cubiertas proteicas de las vesiculas COPII 70 .



Degradacién de los cuerpos autofagicos

A diferencia de las rutas clasicas de trafico de proteinas, la autafagia utiliza vesiculas de
doble membrana como intermedios de transporte. Esto implica que tras la fusién del
autofagosoma con la vacuola, su contenido citoplasmatico no es liberado directamente al
lumen vacuolar sino que queda delimitado por una membrana constituyendo el cuerpo
autofagico. Para que las hidrolasas vacuolares puedan acceder al citoplasma transportado es
necesaria la degradacién previa de la membrana del cuerpo autofagico. Se han identificado
dos proteinas Atg vacuolares esenciales para el proceso de degradacién de los cuerpos
autofagicos; Atgl5, una lipasa transportada a la vacuola a través de la ruta MVB (del inglés
M ulti V esicular B odies) y Atg22, una posible permeasa de la membrana vacuolar
71,72,73,74 . Defectos funcionales en estas proteinas causan la acumulacidon de cuerpos
autofagicos en la vacuola asi como una reducciéon en la actividad hidrolitica celular en
condiciones que inducen la autofagia 71,73 . Junto con estas proteinas Atg, la actividad de
varias proteinasas vacuolares asi como la acidificacién vacuolar son factores esenciales para
la degradacién de los cuerpos autofagicos 2,75 .

Resumiendo, aunque la autofagia ha sido objeto de investigacion durante mas de
cincuenta anos, la eleccidon de S. cerevisiae como modelo eucaridtico para su estudio ha
proporcionado, en poco mas de de diez afios, una gran cantidad de informacién sobre los
eventos moleculares que rigen el proceso autofagico. Aunque todavia importantes preguntas
permanecen sin respuesta, por ejemplo aun no se sabe con certeza el origen de la
membrana autofagosomal, la aplicacion de la bioquimica, la genética molecular y de
sofisticadas técnicas microscdpicas resolveran estos y otros problemas relacionados con la
autofagia. Adicionalmente, muchos de los genes implicados en autofagia identificados en S.
cerevisiae tienen sus respectivos homédlogos en organismos eucariotas superiores, lo que ha
facilitado el estudio de la autofagia en otros sistemas mas complejos, lo que ha abierto
nuevas lineas de investigacidén en este campo, como puede ser la fisiologia celular y el papel
de la autofagia en enfermedades humanas.
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