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RESUMEN

La autofagia es un proceso catabolico conservado en eucariotas y descrito por primera vez por Christian de Duve en
1967, responsable de la degradacion lisosomal y el reciclaje de componentes celulares dafiados o superfluos. En las
ultimas décadas se han identificado multiples vias de autofagia, incluyendo macroautofagia, autofagia mediada por
chaperonas (CMA) y microautofagia, que difieren en la forma en la que el material es transportado al lisosoma. La
macroautofagia, la mas estudiada, implica la formacién de autofagosomas de doble membrana regulados por
proteinas ATG y redes de sefializacion como mTORC1 y AMPK. Formas selectivas como la mitofagia permiten la
eliminacion especifica de organulos dafiados, contribuyendo a la homeostasis celular y la adaptacion metabdlica. La
CMA facilita la degradacién selectiva de proteinas mediante motivos KFERQ-like y el receptor lisosomal LAMP-2A,
mientras que la microautofagia permite la captacion directa de sustratos por el lisosoma o endosomas. La disfuncién
de la autofagia es un hallmark o rasgo distintivo del envejecimiento y se asocia con pérdida de proteostasis y
desequilibrios metabdlicos. Por el contrario, su activacién se ha relacionado con una mayor longevidad y menor
incidencia de enfermedades asociadas a la edad, posicionandola como una prometedora diana terapéutica.

PALABRAS CLAVE: Autofagia; Mitofagia; Lisosoma; Homeostasis celular; Envejecimiento; Proteostasis.

ABSTRACT

Autophagy is a conserved catabolic process in eukaryotes first described by Christian de Duve in 1967, responsible
for the lysosomal degradation and recycling of damaged or superfluous cellular components. Over the past decades,
multiple autophagy pathways have been identified, including macroautophagy, chaperone-mediated autophagy
(CMA), and microautophagy, which differ in how cargo is delivered to lysosomes. Macroautophagy, the best-
characterized pathway, involves the formation of double-membrane autophagosomes regulated by ATG proteins
and signalling hubs such as mTORC1 and AMPK. Selective forms of autophagy, including mitophagy, ensure the
targeted removal of dysfunctional organelles, contributing to cellular homeostasis and metabolic adaptation. CMA
enables selective protein degradation via KFERQ-like motifs and the lysosomal receptor LAMP-2A, while
microautophagy allows direct cargo uptake by endosomal or lysosomal membranes. Dysregulation of autophagy is
a hallmark of aging and is associated with impaired proteostasis and metabolic imbalance. Conversely, enhancing
autophagy has been shown to extend lifespan and reduce age-related pathologies in model organisms. Thus,
understanding the molecular mechanisms regulating autophagy is essential for developing therapeutic strategies
to promote healthy aging.
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* El autor fue galardonado con el Premio Ciencias de la Vida y de la Salud en la Convocatoria de Premios a la
Investigaciéon RADE 2025 a la mejor tesis doctoral por su tesis La autofagia selectiva mantiene la homeostasis de la
retina durante el envejecimiento fisioldgico y la degeneracién macular asociada a la edad.
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En 1967, Christian de Duve acuii6 el término autofagia, derivado del griego avtépayog
(a0To- “uno mismo” -@ayog “comer”), tras observar mediante microscopia electrénica de
transmision vesiculas de membrana simple o doble con contenido citoplasmatico dentro de
las células (Eskelinen et al., 2011). Cincuenta anos después, se han descrito decenas de
subtipos y vias de autofagia que convergen en la degradacién catabdlica dentro de los
lisosomas de componentes celulares dafiados o superfluos para generar macromoléculas
que puedan ser reutilizadas: aminodacidos, carbohidratos, lipidos y nucleétidos (Settembre
& Perera, 2023). Atendiendo a la manera en la que el material a degradar (cargo) entra al
lisosoma, se pueden definir los siguientes tres tipos de autofagia: macroautofagia, autofagia

mediada por chaperonas (CMA) y microautofagia (MI).

1. MACROAUTOFAGIA

La macroautofagia, a partir de ahora referida como “autofagia”, es un mecanismo eucariota
conservado a lo largo de la evolucién que se encarga de la degradacién de componentes
intracelulares de diversos tamafios: proteinas, membranas u organulos enteros
(Nakatogawa, 2020). Se caracteriza por el aislamiento del cargo a degradar dentro de una
vesicula de doble membrana llamada autofagosoma, que eventualmente se fusionara con el
lisosoma donde distintas hidrolasas acidas se encargaran de descomponer el cargo y
devolver los productos de degradacion al citosol. Los distintas fases de la formacién del
fagoforo, autofagosoma y su degradacion se habian establecido tras ser observadas por
microscopia electrénica (Eskelinen et al., 2011), pero fue el descubrimiento de la familia de
proteinas ATG (AuTophagy-related Genes) por parte de ganador del Nobel Prof. Yoshinori
Ohsumi lo que propulsé el estudio y caracterizaciéon molecular de la autofagia (Yamamoto
et al, 2023). Esta familia de mas de 30 proteinas, junto a otros complejos y centros de
senalizacion, regula todos los pasos del proceso de degradacion autofigica, desde la
identificacion del cargo a degradar, pasando por la formaciéon del autofagosoma y,

finalmente, la fusién con el lisosoma.
1.1. Identificacion de cargo, aislamiento y degradacion mediante autofagia

Mientras que la identificacién y marcaje del cargo a degradacién puede variar dependiendo del
sustrato, los siguientes pasos son comunes a todo tipo de degradaciéon mediada por autofagia:

1. Iniciacién. La activacion e iniciacion de la autofagia esta regulada principalmente por el
Complejo mTORC1 (mechanistic target of rapamycin complex 1) (J. Kim et al.,, 2011). La
falta de nutrientes inactiva mTORC1 lo que reduce la fosforilacion de ULK15er757 (unc-51
like autophagy activating kinase 1), permitiendo su activacién y la formacién del
complejo ULK, que contiene RB1CC1/FIP200, ATG13, ATG101 y al propio ULK1/2.
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2. Nucleaciodn. La fase de iniciacion suele ocurrir en la periferia del reticulo endoplasmatico
(ER), donde el complejo ULK promovera el reclutamiento de vesiculas ATG9+, que actian
a modo de cebador y fuente de lipidos para la formacién de la doble membrana del
autofagosoma (Sawa-Makarska et al.,, 2020). De manera similar, el complejo ULK también
reclutard el complejo phosphatidylinositol 3-kinasa (PI3K) de clase III formado por
Beclin1, VPS34, VPS15, ATG14, AMBRA1, entre otros (Baskaran et al, 2014). E1 Complejo
PI3K de clase III se incrustara en la membrana incipiente y VPS34 generara PI(3)P en los

sitios de nucleacidn del autofagosoma (Baskaran et al., 2014).

3. Elongacién. Las proteinas de la familia PROPPIN (-propeller polyphosphoinositide-
binding proteins; WIPI1-4, WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 1-
4) son incrustadas en las regiones ricas en PI(3)P y reclutaran a ATG2 a las membranas
autofagicas (Maedaetal, 2019; Osawaetal., 2019; Valverde et al., 2019). ATG2 catalizara
la transferencia de lipidos del ER al fagéforo (Valverde et al.,, 2019), ayudado por ATG9
que actia como una escramblasa de lipidos (Maeda et al, 2020; Matoba et al, 2020).
Ademas, dos sistemas ubiquitin-like ayudan a la elongacion y cierre del autofagosoma. A
través del sistema ATG8, ATG4 y la E1-like ATG7 procesan la familia de proteinas ATG8
(LC3, GABARAP) conjugandolas a fosfatidiletanolamina (Yamamoto et al, 2023). El
sistema ATG8 actia junto al complejo ATG12, que incluye a ATG5 y la proteina
transmembrana ATG16L1, que tiene una funcién E3-like promoviendo la conjugacién de
ATG8-PE a la membrana del fagéforo (Yamamoto et al, 2023). El sistema ESCRT
(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) media el cierre del fagéforo
para aislar el cargo del resto del citoplasma y formar el autofagosoma (Takahashi et al.,
2018; F. Zhou et al., 2019).

4. Fusion y formacion del autolisosoma. La interaccién entre autofagosoma y lisosoma
estd mediada por el complejo HOPS (homotypic fusion and protein sorting) (Jiang et al,
2014), RAB7 (Z. Wang et al, 2016), PLEKHM1 (McEwan et al,, 2015) y EPG5 (Z. Wang et
al,2016). PLEKHM1 y EPG5 contienen regiones LC3-interacting (LIR) que reconoceran las
ATG8s que decoran la membrana del autofagosoma (McEwan et al, 2015; Z. Wang et al.,
2016). Finalmente, los complejos proteicos SNARE (SNAP REceptors) completaran la
fusion de las membranas autofagosomal y lisosomal. YKT6 y STX17 son reclutados a la
membrana del autofagosoma e interaccionan con STX7 (Matsui et al., 2018) y VAMP7/8
(Itakura et al, 2012) en la membrana del lisosoma, respectivamente, ayudados por la
proteina SNARE SNAP29 como anclaje (Morelli et al., 2015).

5. Reciclaje del cargo. Las fosfolipasas acidas lisosomales degradaran la membrana
interna del autofagosoma (Ramya & Rajasekharan, 2016). El cargo autofagico sera
liberado al lumen lisosomal, degradado por distintas hidrolasas acidas (proteasas,
lipasas, nucleasas, glicosidasas, fosfatasas) y los metabolitos resultantes seran

transportados de vuelta al citosol (Settembre & Perera, 2023).
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1.2. Regulacion molecular de la autofagia

Tradicionalmente, la autofagia se ha considerado un mecanismo catabélico activado en
respuesta a la falta de nutrientes (Boya et al, 2013). En condiciones anabdlicas, mTORC1
fosforila ULK15er757, inactividndolo y manteniendo los niveles de autofagia al minimo (J. Kim
et al, 2011). En respuesta al ayuno o falta de nutrientes, AMPK (5" AMP-activated protein
kinase) es activada y fosforila dos componentes del complejo mTORC1 (Raptor and TSC2;
inactiva) y a ULK1Ser317/5er777 (activa), promoviendo la iniciacidn de la autofagia por ambos
mecanismos (Egan et al., 2011; J. Kim et al,, 2011; Stephan et al,, 2009). La transcripcién de
la mayoria de genes involucrados en la autofagia estd bajo el control del factor de
transcripcién EB (TFEB) (Boya et al.,, 2013). mTORC1 se encuentra anclado a la superficie
del lisosoma, donde interacciona con TFEB y lo fosforila, inhibiendo asi su translocacién al
nucleo (Settembre et al., 2012). El ayuno contribuye ademas a que el complejo mTORC1 se
disocie de la membrana lisosomal y se inactive, promoviendo asi la translocacion nuclear
de TFEB y activando la transcripcién de un conjunto de genes conocido como CLEAR
network (Coordinated Lysosomal Expression and Regulation) (Settembre et al., 2012), que
incluye tanto a los ATGs como a componentes estructurales del lisosoma (Bordi et al., 2021;
Palmieri et al.,, 2011). Ademas, se ha descrito que los distintos complejos y componentes de
la maquinaria de autofagia también pueden activarse en respuesta a otros tipos de estrés

celular, como infecciones bacterianas (Watson et al., 2012) o hipoxia (Frezza et al, 2011).
1.3. Autofagia selectiva y no selectiva

En primera instancia, la autofagia se describié como un proceso no selectivo mediante el
cual se aislaba y degradaba una parte del citoplasma en el lisosoma (Eskelinen et al, 2011).
Sin embargo, en las dltimas dos décadas se han identificado diversos receptores y efectores
moleculares que priorizan la degradacién de cargos especificos mediante autofagia,
pudiéndose entonces distinguir entre autofagia no selectiva (bulk) y autofagia selectiva (D.
Narendra et al.,, 2008; Villarejo-Zori et al, 2021). Las diferentes vias de aufogia selectiva
responden a estimulos especificos o requerimientos metabdlicos de la célula, e incluye por
ejemplo, agrefagia (agregados de proteina o RNA), ER-fagia (ER), mitofagia (mitocondria),
lipofagia (gotas lipidicas) o lisofagia (lisosomas dafiados) (Villarejo-Zori et al., 2021).

1.4. Mitofagia

Dentro de la autofagia selectiva, la que se ha estudiado de una manera mas exhaustiva, por
suimplicaciéon en la etiopatologia de diversas enfermedades, es la mitofagia. La mitocondria
es el principal generador bioenergético de las células eucariotas mediante la produccion de
adenosin trifosfato (ATP), y descienden de una primitiva alphaproteobacteria
endosimbiética (Mufioz-Gémez et al., 2022; Sagan, 1967). Como tal, este organulo presenta
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su propio mitoribosoma (en mamiferos 558, incluyendo una subunidad pequefia 28S y una
grande 39S) y un genoma circular de doble cadena (mtDNA), que codifica 13 proteinas
esenciales para la fosforilaciéon oxidativa (OXPHOS) (Tan et al, 2023). La mayoria de
procesos intracelulares y actividades enzimaticas requieren ATP, y su principal fuente es la
OXPHOS. Partiendo de distintos combustibles (aminoacidos, acidos grasos, carbohidratos),
los sustratos son importados a la matriz mitocondrial donde pasaran a través del ciclo de
Krebs y diversas reacciones de oxidacién generaran electrones que seran acumulados en
forma de NADH y FADH.. La cadena de transporte de electrones (ETC) estd compuesta por
cuatro complejos (CI-1V), que transferirdn dichos electrones para generar un gradiente
electroquimico en la membrana interna mitocondrial (IMM) y bombear protones al espacio
intermembrana, de manera oxigeno-dependiente. Los protones seran devueltos a la matriz
mitocondrial a través de la ATP sintasa-F1Fy (CV), que partiendo de adenosin difosfato

(ADP) y fosfato inorganico (P;), generara finalmente ATP (Spinelli & Haigis, 2018).

La topologia mitochondrial de la célula es muy compleja y, generalmente, suele observarse
como una intrincada red citopldsmica con eventos de fusiéon y fisidn constantes
(Westermann, 2010). La fisién mitochondrial estad mediada por el citoesqueleto de actina y
el ER, que “estrangulan” a la mitocondria para generar sitios de unién para la GTPasa DRP1
(Dynamin-related protein 1) en la membrana externa mitocondrial (OMM) (Smirnova et al.,
2001), donde interaccionara con diversos adaptadores (e.g.,, MFF, FIS1, MiD49, MiD51).
DRP1 formara un anillo en el sitio de constriccién e interaccionara con regiones ricas en
cardiolipina (CL), remodelando la IMM y OMM para finalmente escindir la nueva
mitocondria hija de la materna (Westermann, 2010). Este proceso es necesario, por
ejemplo, para separar y degradar trozos de mitochondria dafiados en caso de dafio
localizado (Kleele et al., 2021). Por otro lado, la fusion mitochondrial favorece la formacién
de una red mitochondrial tubular mas compleja, y estd mediada por proteinas GTP-
dependientes llamadas mitofusinas (MFN1, MFN2) en la OMM (H. Chen et al, 2003), y OPA1
(Optic atrophy 1) en la IMM (Griparic et al., 2004).

La degradacion selectiva de mitocondrias enteras mediante autofagia se denomina
mitofagia y es activada en respuesta a alteraciones de la homeostasis mitocondrial, sefiales
de desarrollo fisioldgico o cambios metabdlicos (Uoselis et al., 2023). Tradicionalmente, la
mitofagia se ha asociado al dafio mitocondrial y la pérdida del potencial de membrana
(AWm) (D. Narendra et al,, 2008; D. P. Narendra et al., 2010), pero en los ultimos afios se ha
destacado su papel esencial en la adaptacién metabdlica a los niveles de oxigeno en el
microambiente celular (Esteban-Martinez et al., 2017). Atendiendo a la manera en la que la
mitocondria interacciona con las ATG8s de la membrana del autofagosoma, se pueden
distinguir tres vias de mitofagia: dependiente de PINK1/Parkin, mediada por receptores, o
por lipidos.
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1.4.1. Mitofagia dependiente de PINK1/Parkin

Esta via esta caracterizada por la poli-ubiquitinacién de proteinas de la OMM y se asocia a
la pérdida de AWm que lleva a la despolarizacién de la membrana mitocondrial inducida,
por ejemplo, por tratamiento con protonéforos como CCCP (Carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone) (D. Narendra et al, 2008; D. P. Narendra et al, 2010). En
homeostasis, PINK1 (PTEN-induced kinase 1) es reclutado a la OMM por el complejo
translocasa de la membrane externa (TOM) y es internalizado por el complejo translocasa
de la membrana interna (TIM). La secuencia de targeting mitocondrial (MTS) de PINK1 es
escindida por las proteasas PARL (Presenilin Associated Rhomboid Like) (Deas et al., 2011)
y MPP (Mitochondrial Processing Peptidase) (Greene et al., 2012), exponiendo asi su N-
degron terminal que lo hara susceptible a degradacidon proteasomal (Yamano & Youle,
2013). Cuando se disipa el AWm, la importaciéon por parte de TIM se bloquea y PINK1
completa se acumula en la OMM donde fosforilara proteinas de membrana mono-
ubiquitinadas en el residuo Ser65 (Koyano et al, 2014), que es considerado un indicador
fiable de los niveles de mitofagia mediada por PINK1/Parkin (Hou et al, 2018). La
ubiquitinacién basal presente en proteinas de la OMM atin no se comprende bien, ni se han
identificado las E3 ubiquitina-ligasas responsables, pero se ha descrito que la
deubiquitinasa USP30 es crucial para mantener niveles homeostaticos de proteinas
ubiquitinadas en la OMM (Bingol et al., 2014). La fosfo-ubiquitinasers5 recluta a Parkin, una
E3 ubiquitina-ligasa que generara cadenas de poli-ubiquitina en las proteinas de la OMM (D.
Narendra et al, 2008). Ademas, la propia Parkin contiene un dominio ubiquitin-like
susceptible a fosforilacion por PINK1 en un residuo equivalente a la Ser65, y que es esencial
para su activacién (McWilliams, Barini, et al, 2018). Las cadenas de poli-ubiquitina seran
también fosforilables por PINK1, creando una reacciéon en cadena que acelerara el proceso
de mitofagia (McWilliams, Barini, et al., 2018), y reclutando adaptadores de autofagia con
dominios LIR, principalmente NDP52 y OPTN (Lazarou et al, 2015), pero SQSTM1/p62
(Geisler et al.,, 2010) y TAX1BP1 (Le Guerroué et al., 2023) también se han asociado a la
mitofagia mediada por PINK1/Parkin. Estos adaptadores promoveran la interaccién con el
resto de la maquinaria autofagica, la mitocondria serd encerrada en el autofagosoma y,

finalmente, transportada al lisosoma para su degradacion.
1.4.2. Mitofagia mediada por receptores

Las proteinas de la OMM que contienen dominios LIR se conocen como receptores de
mitofagia y pueden interaccionar directamente con las ATG8s de los autofagosomas en
formacién en ese momento, haciendo que la mitocondria sea también degradada. Entre
ellos, NIX (BNIP3L; BCL2 interacting protein 3 like) es el mas estudiado (Novak et al., 2010)
y tiene un papel esencial en la eliminacién de mitocondrias superfluas en respuesta a

hipoxia (Esteban-Martinez et al, 2017; Novak et al, 2010). La bajada en los niveles de
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oxigeno reduce la hidroxilacién del factor de transcripcién HIF-la y su degradacion
proteasomal, promoviendo su estabilizacién y la unién a sus cofactores (Taylor & Scholz,
2022). Entre los genes regulados por HIF-1a se incluyen diversas enzimas metabdlicas,
BNIP3L y su homodlogo BNIP3, que colaboraran para remodelar el metabolismo celular
reduciendo la OXPHOS y promoviendo glucolisis y glutaminélisis (Esteban-Martinez et al.,
2017; Taylor & Scholz, 2022; Villarejo-Zori et al., 2020). Este fendmeno ocurre por ejemplo
durante la reprogramaciéon metabdlica de los progenitores neuronales durante la
diferenciacion de la retina, que necesitan adaptarse al microambiente hipéxico antes de la
vascularizacion (Esteban-Martinez et al., 2017) o durante la diferenciacién de los eritrocitos
(Aerbajinai et al., 2003; Sandoval et al., 2008). BNIP3 presenta gran homologia con NIX, su
regulacion transcripcional es similar y actia como receptor de mitofagia, pero su
implicacion en los procesos mencionados atin no ha sido elucidada. Sin embargo, ratones
deficientes para BNIP3 presentan alteraciones en el posicionamiento neuronal del cerebro
(Singh et al., 2018), un fenotipo similar al observado en la retina de ratones deficientes para
NIX (Esteban-Martinez et al., 2017). NIX presenta mayor afinidad por la ATG8 GABARAPL1
(Novak et al,, 2010), mientras que BNIP3 se une preferencialmente a LC3B (Hanna et al,
2012), y también se ha descrito recientemente como un receptor implicado en la pexofagia
(degradacion de peroxisomas mediante autofagia) lo que podria explicar el fenotipo mas

severo observado en ratones deficientes para NIX (Wilhelm et al., 2022).

FUNDC1 (FUN14 domain-containing 1) es otro receptor de la OMM que puede unirse
directamente a la LC3B en respuesta a hipoxia (L. Liu et al,, 2012), y también es capaz de
promover la mitofagia de manera indirecta mediante interacciones con DRP1 y OPA1 en
respuesta a pérdida de A¥Ym, que promueven la fisién mitocondrial (M. Chen, Chen, et al.,
2016). FKBP8 (FK506-binding protein 8) es el inico receptor con mayor afinidad por LC3A,
y la sobreexpresién de cualquiera de los dos es suficiente para promover la mitofagia
(Bhujabal et al., 2017). BCL2L13 (BCL2 like 13) es miembro de la familia de proteinas pro-
apoptoéticas BCL2 y contiene dos motivos LIR que se pueden unir a LC3B, pero esta unién
solo se ha observado coetanea a la activacién de la via dependiente de PINK1/Parkin
(Murakawa et al., 2015). No se sabe aun si niveles endégenos de FKBP8 o BCL2L13 por si
mismos pueden promover la mitofagia en respuesta a otros estimulos alternativos como la
hipoxia. AMBRA1 es una proteina intrinsecamente desestructurada que participa en la fase
de iniciacion de la autofagia (complejo PI3K de clase III), pero también puede encontrarse
en la OMM y contiene un motivo LIR que interacciona con LC3B en respuesta a la
despolarizacién mitocondrial (Strappazzon et al.,, 2015). Recientemente se ha descrito que
AMBRA1 interacciona fisicamente e inhibe al regulador de importacién mitocondrial
ATAD3A, promoviendo la estabilizacion de PINK1 en la OMM (Di Rienzo et al., 2022). Por
tanto, AMBRA1 estd implicado tanto en la mitofagia mediada por receptores como en la
dependiente de PINK1/Parkin. PHB2 (Prohibitin-2) es una excepcién ya que puede unirse
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a LC3B pero se encuentra en la IMM, por tanto se necesita despolarizacién mitocondrial
severa, dafio en la membrana o rotura de la OMM para que pueda actuar como receptor de
mitofagia (Wei et al., 2017).

1.4.3. Mitofagia mediada por lipidos

La cardiolipina (CL) es un fosfolipido localizado principalmente en la IMM, pero dafios en la
misma pueden estimular su translocaciéon a la OMM mediada por PLSCR3 (phospholipid
scramblase 3), donde podra interaccionar directamente con LC3A/B/C (Chu et al, 2013).
Este fendmeno se ha observado en respuesta al tratamiento con protonéforos (Iriondo et
al., 2022) y diversos estimulos pro-apoptoticos (Chu et al, 2013), en paralelo a la activacién
de la via dependiente de PINK1/Parkin. Hay controversia respecto a si la interaccién entre
CL-ATG8s es un mecanismo accesorio para facilitar la mitofagia mediada por PINK1/Parkin
o si puede promover la mitofagia en ausencia de estas. Por otro lado, también se ha descrito
que la CL interacciona con Beclin1 (Huang et al., 2012) y DRP1 (Stepanyants et al., 2015), lo
cual puede favorecer de manera indirecta la mitofagia. La ceramida de cadena larga (CE; Cis-
CE) generada por CERS1 (ceramide synthase 1) también puede insertarse en la OMM y
reclutar a LC3B para promover la formacién del autofagosoma (Sentelle et al., 2012), pero

la evidencia respecto a su regulacion y relevancia fisioldgica es limitada.

2. AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS

Mientras que mediante macroautofagia se pueden degradar también las membranas lipidicas
de los organulos, la autofagia mediada por chaperonas (CMA) es una via selectiva que solo
permite la degradacion de proteinas especificas (Kaushik & Cuervo, 2018). Los sustratos de la
CMA deben contener un motivo KFERQ-like en su secuencia de aminoacidos, que sera
reconocido en el citosol por la chaperona HSC70. El motivo KFERQ-like canénico contiene uno
o dos residuos con carga positiva (K, R), uno o dos hidrofébicos (I, L, V, F), uno o dos con carga
negativa (D, E) y una glutamina (Q) en uno de los extremos (Dice, 1990). Alrededor del 45% del
proteoma humano contiene motivos KFERQ-like canédnicos, y determinadas modificaciones
post-traduccionales (PTMs) que alteran las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos
pueden generar motivos KFERQ-like (no canodnicos) (Kirchner et al, 2019). Aminoacidos
fosforilados (S, T, Y) pueden reemplazar a los acidos D o E (Thompson et al., 2009) y lisinas (K)
acetiladas pueden sustituir a la Q terminal (Lv et al, 2011). Adicionalmente, eventos de
SUMOilacién, ubiquitinacién y deubiquitinacién pueden enmascarar o revelar motivos KFERQ-
like y actuar como moduladores de la degradaciéon de proteinas especificas mediante CMA
(Ferreira et al, 2013). Si se tiene en cuenta las PTMs, hasta el 75% del proteoma humano seria
susceptible de ser degradado mediante CMA, pero también influye la localizacion subcelular ya
que tan solo aquellos motivos que estén expuestos al citosol y sean accesibles para HSC70
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podran ser reconocidos (Kirchner et al, 2019). Otras co-chaperonas, HSP40 y HSP90
(Agarraberes & Dice, 2001), también se han asociado con el complejo HSC70-KFERQ pero su

funcién y si son indispensables atn se desconoce.

LAMP-2A (Lysosome-associated membrane protein 2, isoform A) es el receptor lisosomal
de la CMA, el paso limitante y se describi6 por primera vez en 1996 (Cuervo & Dice, 1996).
La cola citosoélica de la isoforma LAMP-2A es capaz de interactuar con HSC70 acoplada al
sustrato KFERQ, y este evento promueve su multimerizacién generando una estructura
similar a un tdnel en la membrana lisosomal (Bandyopadhyay et al., 2008). HSC70 también
se encuentra en el lumen lisosomal y ayudara al complejo LAMP-2 con la linealizacién y
translocacion del sustrato al lisosoma (Agarraberes et al, 1997; Cuervo et al, 1997). Tan
solo una pequena fraccion de lisosomas LAMP-2A+HSC70+ puede efectuar la CMA (Cuervo
et al, 1997), pero los procesos celulares regulados por CMA mediante el remodelado
selectivo del proteoma son muy relevantes e incluyen la glucdlisis (Schneider et al., 2014),
la lipdlisis (Kaushik & Cuervo, 2015) y el ciclo celular (C. Park et al., 2015).

Se han descrito también diversos reguladores extralisosomales y moduladores lisosomales
de los niveles de CMA. A nivel de expresion, el locus de LAMP-2A se encuentra bajo la
regulacion de los factores de transcripcion NFATc1 (Valdor et al, 2014), NFE2L2/NRF2
(Pajares et al., 2018) (reguladores positivos) y RARa (Anguiano et al., 2013; Gomez-Sintes
et al, 2022) (regulador negativo). La GFAP (Glial fibrillary acidic protein) en forma
monomérica y EFla (Elongation factor 1la; GTP-binding) regulan la estabilidad del
multimero LAMP-2A en la membrana lisosomal (Bandyopadhyay et al, 2010). GFAP
confiere estabilidad al complejo de translocacién LAMP-2A, pero una fracciéon de GFAP se
encuentra también fosforilada y unida a EF1a. Una subida en los niveles de GTP promueve
la liberacién del GFAP fosforilado y la fosforilacién de la GFAP restante, desestabilizando el
complejo LAMP-2A e inhibiendo CMA (Bandyopadhyay et al, 2010). AKT1 es la kinasa
responsable de fosforilar a GFAP, y esta a su vez regulada por mTORC2 y la fosfatasa PHLPP1
(Arias et al., 2015). Por tanto, un incremento en la actividad de MTORC2-AKT1 reduce los
niveles de CMA mientras que la defosforilacién de AKT1 por PHLPP1 reducira los niveles de
GFAP fosforilado e incrementara la estabilidad del complejo LAMP-2A (Arias et al., 2015).

3. MICROAUTOPHAGY

La MI se caracteriza por la entrada directa del cargo al lisosoma, sin intermediarios (L. Wang
et al, 2023) y se puede clasificar en tres subtipos dependiendo de la dindmica y/o efectores
moleculares: protrusién lisosomal, invaginacion lisosomal o invaginacién endosomal (eMI)
(Oku & Sakai, 2018). Los mecanismos que median la Ml lisosomal atin no se conocen, pero la

eMI se ha podido diseccionar gracias a que comparte mediadores con la CMA (Sahu et al,
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2011). Cuando las proteinas con motivos KFERQ-like se unen a HSC70 pueden ser dirigidas al
lisosoma, donde seran degradadas mediante CMA, o a endosomas tardios y cuerpos
multivesiculares (MVBs), donde se degradaran mediante eMI (Sahu et al., 2011). El complejo
sustrato KFERQ-HSC70 interaccionara con la fosfatidilserina (PS) de la membrana endosomal
(Morozova et al., 2016) y serd invaginado asistido por los sistemas ESCRT-1y -IlI, activados
por VPS4 (vacuolar protein sorting-associated protein 4) (Sahu et al, 2011). Una bajada en
los niveles de CMA puede ser compensada por eM], y viceversa, a través del desvio de cargo

de una via a otra orquestado por la chaperona BAG6 (Krause et al,, 2023).

4. AUTOFAGIAY ENVEJECIMIENTO

En 2013 se publico la primera version de los hallmarks (rasgos distintivos) del
envejecimiento, incluyendo entre ellos la maladaptacién a los niveles de nutrientes y la
pérdida de proteostasis, causa y consecuencia de una bajada en los niveles de autofagia,
respectivamente (Lopez-Otin et al., 2013). Diez afios mas tarde, en 2023, se publica la version
actualizada incluyendo alteraciones en autofagia como uno de los principales hallmarks que

promueven el declive en salud asociado al envejecimiento (Lépez-Otin et al, 2023).

Se ha descrito que con la edad bajan los niveles de autofagia y la funcion lisosomal se ve
alterada (Donati et al,, 2001; Ott et al., 2016), pero este fendmeno no es ubicuo ya que algunos
organos presentan mayor vulnerabilidad y dafio lisosomal (]. T. Chang et al, 2017; Ott et al,
2016). Ademas, también se ha visto que los niveles de algunos tipos de autofagia selectiva
como la mitofagia suben con la edad para responder a determinados estimulos, como la
inflamacién esteril en el sistema nervioso causada por un aumento en los niveles de mtDNA
citosdlico (Jiménez-Loygorri et al,, 2024). En modelos animales, la delecion de genes ATG u
otros implicados en autofagia provoca letalidad perinatal, destacando la importancia de este
proceso para la supervivencia (Kuma et al.,, 2017). Por el contrario, estrategias que aumentan
la autofagia como la sobreexpresion de ATG5 (Pyo et al., 2013) o la expresidn de una variante
constitutivamente activa de Beclinl (Fernandez et al, 2018), incrementan la vida media y
reducen la incidencia de enfermedades asociadas a la edad. De manera similar se ha descrito
que los niveles de CMA bajan durante el envejecimiento (Cuervo & Dice, 2000; Dong et al.,
2021), pero hay excepciones como la neuroretina, en la que aumenta con la edad (Rodriguez-
Muela et al., 2013).

La autofagia emerge entonces como una nueva diana terapéutica para el tratamiento de las
comorbilidades asociadas al envejecimiento y la mejora de la salud de la poblacién general.
En este contexto, el estudio detallado de los mecanismos moleculares implicado y su
regulacion en distintos tejidos resulta esencial para el desarrollo de intervenciones seguras,

eficaces y personalizadas. Aunque aun existen desafios en la traslacién de estos hallazgos a la
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practica clinica, las estrategias dirigidas a modular la autofagia, ya sean farmacolégicas,
nutricionales o basadas en el estilo de vida, representan una estrategia prometedora para

promover un envejecimiento saludable y prolongar la esperanza de vida libre de enfermedad.
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