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Abreviaturas

AMPK: Quinasa activada por AMP.

AMP: Adenosin monofosfato.

AP: Acido Palmitico.

ATG: Proteina relacionada a la autofagia.

ARC: Arcuato.
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BSA: Albimina de suero bovino.
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MAP4: Proteina asociada a microtubulos 4.
mTOR: Blanco mamifero de rapamicina.
PI3KCIII: Fosfoinositol 3-quinasa de clase I11.
PI3KCIII-CL1: Fosfoinositol 3-quinasa de clase 111 complejo 1.
PKDL1: Policistina-1.

PKD2: Policistina-2.
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POMC: Proopiomelanocortina.

Rapa: Rapamicina.

SQSTM1/p62: Sequestesoma-1.

TLR: Receptor tipo toll.

ULKZ1: Quinasa de proteina serina/treonina ULK1.



Resumen

La autofagia es un proceso crucial para la proteostasis, y diversas proteinas participan en su
regulacion. Beclin-1 es una proteina fundamental para la biogénesis del autofagosoma, el cual es
un organelo que recluta el material citoplasmatico a degradar. De forma interesante, nuestro grupo
ha reportado recientemente que BECNL1 interactta de forma directa con la proteina policistina-2 ,
formando un complejo necesario para la induccion de autofagia. PKD2 es un canal de calcio que
se localiza en la membrana del cilio primario, el cual es un organelo celular que responde a sefiales
mecanicas y quimicas necesarias para la mantencion de la homeostasis celular. Diversos estudios
han dado cuenta sobre la estrecha conexion entre el cilio primario y la autofagia, sin embargo, aln
no existe evidencia que asocie la formacion del complejo PKD2-BECNL1 vy la autofagia con la
presencia del cilio primario. Entre los estimulos que alteran el flujo autofagico, se ha demostrado

que el &cido palmitico (AP) inhibe la autofagia en neuronas liberadoras de proopiomelanocortina,

promoviendo desordenes metabdlicos.

Paralelamente, nuestro grupo también ha demostrado que el AP inhibe la ciliogénesis,
convirtiéndolo en un estimulo que facilita el estudio tanto de la autofagia como del cilio primario.
En este mismo sentido, ha sido ampliamente descrito que AP actla sobre las neuronas
hipotalamicas del ndcleo arcuato, especificamente sobre neuronas POMC, las cuales tienen un
papel anorexigénico en la ingesta de alimentos. En base a estos antecedentes, el presente trabajo
buscd responder si la pérdida del cilio primario inducida por AP disocia el complejo PKD2-
BECNL1, generando un/el bloqueo de la autofagia en neuronas POMC. Nuestros hallazgos
muestran, a través de ensayos de coinmunoprecipitacion y PLA, que el complejo proteico PKD2-
BECNL se localiza en el cilio primario de neuronas POMC N43/5. Por otro lado, observamos que
el AP inhibe la autofagia, efecto que fue prevenido por medio de la induccidn de ciliogénesis. Mas
aun, mostramos que AP rompe el complejo PKD2-BECNL, necesario para la modulacion de
autofagia, todo lo anterior evaluado por inmunofluorescencia de marcadores autofagicos. Por lo
tanto, este trabajo permitio dar luces sobre un nuevo complejo modulador de la autofagia dentro
del cilio primario, el cual depende de la sefial de AP, lo que abre puertas a investigaciones futuras
que, por ejemplo, busquen solucionar el desbalance energético observado en células POMC bajo

condiciones como la obesidad.



Abstract

Autophagy is a crucial process for proteostasis, involving various proteins in its regulation. Beclin-
1 (BECNL1) is a fundamental protein for the biogenesis of the autophagosome, an organelle that
recruits cytoplasmic material for degradation. Interestingly, our group has recently reported that
BECNL1 directly interacts with the polycystin-2 (PKD2) protein, forming a complex necessary for
the induction of autophagy. PKD?2 is a calcium channel located in the primary cilium membrane,
a cellular organelle that responds to mechanical and chemical signals necessary for maintaining
cellular homeostasis. Various studies have noted the close connection between the primary cilium

and autophagy; however, there is still no evidence linking the formation of the PKD2-BECN1

complex and autophagy with the presence of the primary cilium. Among the stimuli that alter
autophagic flux, it has been demonstrated that palmitic acid (PA) inhibits autophagy in pro-
opiomelanocortin-releasing neurons, promoting metabolic disorders.

In parallel, our group has also demonstrated that PA inhibits ciliogenesis, making it a stimulus that
facilitates the study of both autophagy and the primary cilium. In this same context, it has been
widely described that PA acts on hypothalamic neurons of the arcuate nucleus, specifically on
POMC neurons, which have an anorexigenic role in food intake. Based on this background, the
present work sought to determine whether PA-induced loss of the primary cilium dissociates the
PKD2-BECN1 complex, resulting in the blockage of autophagy in POMC neurons. Our findings
show, through co-immunoprecipitation and PLA assays, that the PKD2-BECN1 protein complex
is located in the primary cilium of POMC N43/5 neurons. On the other hand, we observed that PA
inhibits autophagy, an effect that was prevented by the induction of ciliogenesis. Moreover, we
show that PA disrupts the PKD2-BECN1 complex, necessary for the modulation of autophagy, as
evaluated by immunofluorescence of autophagic markers. Therefore, this work sheds light on a
new autophagy-modulating complex within the primary cilium, dependent on the PA signal,
opening doors for future research aimed at addressing the energy imbalance observed in POMC

cells under conditions such as obesity.



Introduccion

Autofagia en la mantencién de la homeostasis celular.

La autofagia es un proceso intracelular que se encarga de degradar y reciclar componentes
celulares de forma constitutiva al interior de la célula, sin embargo, este proceso también puede
ser estimulado en condiciones de estrés, tales como el estrés oxidativo, la privacién de
nutrientes, altas temperaturas, entre otros (Yu et al., 2018). Asi, la desregulacion de la autofagia
se asocia al desarrollo de distintas patologias metabolicas (Dikic & Elazar, 2018). Se han
descrito tres tipos de autofagia: la autofagia mediada por chaperonas, microautofagia y
macroautofagia, siendo esta Gltima la mas estudiada. La macroautofagia (de ahora en adelante,
autofagia) es un mecanismo de degradacion de componentes celulares a través de la via
lisosomal (Satir & Christensen, 2007). Para el desarrollo de la macroautofagia (de ahora en
adelante, autofagia) se requiere la participacion de distintas proteinas conocidas como ATG, las
cuales forman complejos proteicos necesarios para la formacion de la vacuola autofagica (Nair
et al., 2012). De manera general, el inicio de la autofagia depende de la fosforilacion de AMPK,
lo que inhibe el complejo mTORC1, y a su vez, la activacion de complejo ULK1 (Kim et al.,
2011) el cual activa a la proteina BECN1. De este modo, BECNL1 junto a otras proteinas ATG,
daran inicio a la nucleacién y elongacion del fagoforo, una vesicula de doble membrana la cual
secuestra los componentes a degradar, y asi formar el autofagosoma (Russell et al., 2013).
Durante este proceso, LC3 es conjugado a fosfatidiletanolamina, formando LC3-11, lo que
facilita su reclutamiento en la membrana autofagica (Tanida et al., 2004). Por otro lado, también
forman parte de este proceso receptores autofadgicos como SQSTM1/p62, que se unen
directamente a LC3 y se encargan de reconocer los cargos que seran degradados, aumentando
la selectividad de sustratos para este proceso, y asi dando cuenta del flujo autofagico (Jiang &
Mizushima, 2015). Luego, el autofagosoma se fusiona con los lisosomas para formar el
autolisosoma, degradando los componentes antes capturados (Figura 1). Durante la autofagia,
tanto LC3-11 como SQSTM1/p62 son degradados, por lo que un aumento en los niveles de
SQSTM1/p62 sugiere la inhibicidn del proceso de fusion entre el autofagosoma y el lisosoma,
proceso conocido como “inhibicion del flujo autofagico” (Jiang & Mizushima, 2015; Tanida
et al., 2004). Asi, evaluando la aparicion y desaparicion de LC3-11 y/o SQSTM1/p62 es posible
realizar el seguimiento del flujo autofagico celular.
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Figura 1. Autofagia inducida por privacion de nutrientes.

Una disminucion en los niveles de nutrientes genera una aumento en los niveles de AMP, el cual activa alostéricamente
la subunidad y del complejo AMPK (Aledavood etal., 2019). En las lineas negras se presenta la cascada de
sefializacion, en donde se fosforila el complejo ULK1 en los sitios Ser317 y Ser777 (Kim et al., 2011), lo cual induce
la fosforilacion de BECNL1 - del complejo PIBKCIII-C1 - (Russell et al., 2013) para asi iniciar la autofagia con la
formacion de una estructura membranosa denominada “fagoforo”. Luego, el fagoforo se elonga y extiende hasta
nuclear y formar vesiculas llamadas “autofagosomas”, las cuales secuestran el material a degradar (Lamb et al., 2013).
Finalmente, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma para formar el “autolisosoma”, en donde enzimas hidroliticas
degradan los componentes secuestrados por el autofagosoma (Lérincz & Juhasz, 2020). Mientras que cuando no se
encuentra un estimulo que favorece la autofagia (lineas rojas), AMPK fosforila a mTORCL, lo cual reduce la
fosforilacion de AMPK a ULK1 (Leprivier & Rotblat, 2020).

Beclin-1, un componente clave de la maquinaria autofégica.

BECNL1 es una proteina esencial para el proceso de la autofagia, y se localiza en diversos
compartimentos intracelulares, tales como, el citoplasma, membrana plasmatica, reticulo

endoplasmatico y aparato de Golgi (S. Tran et al., 2021). Esta proteina forma parte del complejo
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PI3KCIII, y es activada por fosforilacion en los sitios Serl4 y Ser30 (Park et al., 2018; Russell
et al., 2013). Esta es una de las sefiales para iniciar el proceso de nucleacién del autofagosoma
(Menon & Dhamija, 2018).

Si bien, la proteina recombinante BECN1 no ha sido completamente cristalizada, se han
podido identificar los dominios que la componen (Huang et al., 2012; Li et al., 2012; Mei et al.,
2016). Por una parte, se encuentra el dominio N-terminal que interacciona con proteinas de la
familia BCL-2, los que en conjunto regulan la autofagia debido a que BCL-2 impide el
ensamblaje de la estructura pre-autofagosomal, inhibiendo asi la autofagia (Decuypere et al.,
2012; Pattingre et al., 2005). Adyacente al dominio N-terminal se encuentra la regién coiled-
coil, necesaria para la interaccion de BECN1 con ATG14 y que sirve como plataforma para la
formacién del complejo PISKCIII-C1. Por lo tanto, esta region es esencial para el proceso de
formacion de autofagosomas (Kang et al., 2011). Mientras, el dominio Flexible Helix (FHD)
corresponde a una region de BECN1 parcialmente desordenada que, si no se encuentra unido a
alguna proteina, puede formar un trimero. De este modo, al realizar mutaciones en residuos
claves (Leul44 y Glul58) para formar el trimero, la respuesta autofagica por privacion de
nutrientes se ve bloqueada (Mei, Glover, et al., 2016). Por Gltimo, se ha identificado el dominio
BARA (B-a autophagy-specific), el cual facilita el anclaje de BECN1 en compartimentos de
membrana (Mei, Ramanathan, et al., 2016) (Figura 2A). De forma novedosa, nuestro grupo ha
dado cuenta que BECN1 forma un complejo con la proteina policistina-2 (PKD?2), a través del
dominio BARA, y que este complejo ademas seria necesario para la induccion de autofagia
(Figura 2B) (Pefia-Oyarzun et al., 2021). Paralelamente, un gran ndmero de estudios han
mostrado que PKD2 es una proteina que en células ciliadas se encuentra enriquecida en el cilio

primario (Thompson et al., 2021).
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Figura 2. BECNL1 forma un complejo proteico con PKD2 a través de su dominio BARA.

(A) BECNL1 posee tres dominios principales, en donde su extremo N-terminal (N-term) contiene a la region BH3
necesaria para interactuar con BCL-2, este dominio se une a la region coiled-coil a través de la regién FHD, est4 Gltima
adopta una conformacion helicoidal que permite la adaptacion estructural de BECN1 al unirse a diversas proteinas.
Por ultimo, el dominio BARA presenta una region evolutivamente conservada (de sus siglas en inglés, ECD), en donde
BECNL1 se puede unir a la membrana e interaccionar con PI3BKCIII-C1. (B) BECN1 se une al dominio coiled-coil 1
(CC-1) [682-968] de PKD?2 a través de su dominio BARA [248-450]. Modificado de Lee, E., et al., 2021, y Pefia-
Oyarzin, D., et al., 2021.

PKD2, una proteina reguladora de la autofagia.

PKD2 es un canal sensible a calcio (Ca%") que se localiza en distintos compartimentos de
membrana, siendo los mas descritos la membrana del cilio primario, reticulo endoplasmico y la
membrana plasmatica. Ademas, PKD2 tiene una expresion ubicua, que se mantienen durante el
estado fetal y adulto (Brill & Ehrlich, 2020). PKD2 pertenece a la familia de canales del
potencial receptor transitorio, por lo que su estructura consta de seis dominios transmembrana,
los cuales incluyen la zona amino terminal, dominio TOP, ademéas del dominio de mano EF y

coiled-coil dentro de la region carboxilo terminal (Grieben etal., 2017). La caracterizacion
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funcional de la region amino terminal se encuentra limitada al ser una estructura altamente
desordenada (Shen et al., 2016). A pesar de esto, se tiene claro que esta region presenta sitios
de fosforilacion en Ser76 y Ser80, y su fosforilacion permite que PKD2 se trafique a la
membrana plasmaética, sin afectar su localizacion en el cilio primario (Geng et al., 2006). El
dominio TOP es requerido para la oligomerizacién del heterotetrametro entre PKD1 y PKD2
(Su et al., 2018). Por otro lado, en la regidn carboxilo terminal se encuentra el dominio de mano
EF. Mutaciones en esta region abolen la unién a Ca?", lo que provoca la pérdida de la
funcionalidad del canal (Zheng et al., 2018). Finalmente, la region coiled-coil es necesaria para
que PKD2 forme complejos con otras proteinas, como PKD1, BECN1, IP3R, RyR, entre otros
(Douguet et al., 2019; X. Liu et al., 2022).

La funcién principal de PKD2 es transducir estimulos mecéanicos sensados por el cilio
primario, generando la entrada de flujos de Ca?" para la regulacion de distintos procesos
celulares, tales como la prevencion de la quistogénesis de células renales y la asimetria del
patron izquierdo-derecho del cuerpo durante las fases del desarrollo (Kleene, 2022; Yoshiba
etal., 2012). De manera interesante, el uso de un inductor de autofagia como la rapamicina
genera respuestas positivas en una patologia provocada por mutaciones en PKD2, la enfermedad
autosdmica dominante renal poliquistica (de sus siglas en inglés, ADPKD) (Kipp et al., 2018),
por lo tanto, disfunciones en PKD2 podrian relacionarse con alteraciones en el proceso de
autofagia. Por otro lado, en células HelLa se ha observado que el silenciamiento de PKD2 es
suficiente para inhibir la respuesta a sefiales autofagicas celulares, tales como el mismo uso de
rapamicina o la privacion de nutrientes (Pefia-Oyarzun et al., 2021). Mas aln, se ha demostrado
que PKD2 es suficiente y necesaria para la induccién de la autofagia, y su sobreexpresion puede
activar directamente este proceso, lo que puede tener implicaciones terapéuticas en
enfermedades como la lesion pulmonar aguda (Pan et al., 2023). En este mismo sentido, nuestro
grupo de investigacion ha demostrado que PKD2 interactia de forma directa con BECN1 a
través de su dominio coiled-coil, especificamente entre los residuos 719-796 (Pefia-Oyarzln,
D., et al, 2020b).

Cilio primario en la regulacion de la homeostasis celular.


https://www.zotero.org/google-docs/?mm3sQV
https://www.zotero.org/google-docs/?jNTUNS
https://www.zotero.org/google-docs/?MZ9lml
https://www.zotero.org/google-docs/?487xsW
https://www.zotero.org/google-docs/?2evjbS
https://www.zotero.org/google-docs/?nIA2ZP
https://www.zotero.org/google-docs/?nIA2ZP
https://www.zotero.org/google-docs/?nIA2ZP
https://www.zotero.org/google-docs/?nIA2ZP
https://www.zotero.org/google-docs/?YScoHz
https://www.zotero.org/google-docs/?EUSUvL
https://www.zotero.org/google-docs/?o0yTrs

El cilio primario es un organelo compuesto por un esqueleto de microtdbulos Ilamado
“axonema” y cuyos filamentos consisten de 9 dobletes de microtubulos ensamblados de forma
radial (Figura 3) (Satir & Christensen, 2007). El cilio primario se forma durante la fase G1/Go
del ciclo celular, en donde un centriolo competente, es decir, uno que presenta un apéndice
distal y subdistal, es acoplado a la membrana citoplasmatica pasando a llamarse “cuerpo basal”,
que luego se elonga para formar al cilio primario (H. Zhao et al., 2023). El cilio primario es un
compartimento subcelular que se separa del citoplasma por una barrera de fibras de transicion
(Garcia-Gonzalo & Reiter, 2017) y su elongacidn requiere del transporte de proteinas ciliares
desde la base hasta la punta del cilio. El transporte de proteinas a lo largo del cilio se realiza
mediante la maquinaria conocida como "transporte intraflagelar” (de sus siglas en inglés, IFT),
que facilita tanto el movimiento retrégrado como el anterogrado de componentes,
contribuyendo al correcto funcionamiento y ensamblaje del axonema (Ishikawa & Marshall,
2011) (Figura 3). Experimentalmente, se puede estudiar la funcién del cilio primario por medio
del silenciamiento de proteinas necesarias para su ensamblaje, tales como IFT88, y CEP164.
Asi, una disminucién de los niveles de IFT88 y CEP164 resulta en una buena estrategia para
inhibir la ciliogénesis, provocando una disminucion de células ciliadas o bien un acortamiento
en la longitud del cilio (Cajanek & Nigg, 2014; Pazour et al., 2000). Por otro lado, es posible
inducir la ciliogénesis al silenciar la proteina MAP4 (Avalos et al., 2022). Esta compite con la
unién de septinas, las cuales regulan la estabilidad de microtdbulos en el cilio primario. Asi, el
silenciamiento de MAP4 induce la ciliogenesis al dejar de competir con las septinas (Ghossoub
etal., 2013).
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Figura 3. Componentes del Cilio Primario.

El cilio primario estd compuesto por 9 dobletes de microtibulos dispuestos de forma radial, lo que conforma el
“axonema”. Ademas, el cilio primario se encuentra compartimentalizado gracias a la existencia de una “zona de
transicion” formado por los complejos proteicos Sindrome de Meckel-Grube (MKS) y Nefronoftisis (NPHP), que
previenen la difusion hacia la membrana de proteinas solubles entre el cilio primario y la membrana plasmética
(Barker et al., 2014; Sang et al., 2011). El axonema también presenta uniones en forma de "Y", las cuales contribuyen
a la estabilidad estructural de la base ciliar (Fisch & Dupuis-Williams, 2011). El cuerpo basal del cilio se compone de
un centriolo madre, el cual se encuentra anclado a la membrana gracias a los apéndices distales y subdistales (Hall &
Hehnly, 2021). Finalmente, la elongacién del cilio primario es dependiente del transporte retrégrado y anterogrado de
proteinas a lo largo del axonema (Avasthi & Marshall, 2012). Modificado de (Yamamoto & Mizushima, 2021)

El cilio primario actia como una plataforma de sefializacion, integrando diversas vias como

Hedgehog (Hh), Wnt, Notch, y Hippo, entre otros (Pala et al., 2017). El cilio primario puede
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ser estudiado mediante microscopia, a través del uso de anticuerpos especificos dirigidos contra
proteinas ciliares como ARL13B o tubulina acetilada (Filipova et al., 2020). Estudios indican
que existe una regulacion bidireccional entre la autofagia y el cilio primario (Figura 4) (Orhon
et al., 2015; Pampliega et al., 2013; Pampliega & Cuervo, 2016). Por ejemplo, en el caso de la
enfermedad crénica pulmonar obstructiva, se ha observado un acortamiento significativo del
largo ciliar en cultivos primarios de células epiteliales de tragueas, mientras que la autofagia en
estas condiciones se encontro sobre activada, lo cual fue evaluado al contabilizar el nUmero de
puntos de LC3 a través de microscopia electronica de transmision. Al mismo tiempo, ratones
becn1*- mostraron una resistencia al acortamiento ciliar, sugiriendo que la autofagia regula
negativamente la ciliogénesis (Lam etal., 2013). Asi, investigadores han propuesto que el
acortamiento del cilio primario estda mediado por una degradacion autofagica de componentes
del cilio primario, proceso al cual denominan como “ciliofagia” (Cloonan et al., 2014). Por otro
lado, la degradacion autofagica de proteinas inhibidoras de la ciliogénesis, tales como, OFD1 y
NEK9-MYH9, promueve el ensamblaje del cilio primario, mientras que la presencia de un cilio
primario funcional ha demostrado también ser necesaria para la activacion de la autofagia en
condiciones de privacion de nutrientes (Morleo & Franco, 2021). Por otro lado, el cilio primario
también sensa el estrés de flujo, el cual corresponde a la resistencia que presenta un tejido a la
deformacion mecanica por este (Lipowsky, 1995). Esto conduce a la activacion de la proteina
activadora de tumores (LKB1) en el compartimento ciliar, la cual responde a estimulos de estrés,
conduciendo a la activacion de AMPK, y la subsecuente inhibicion de mTORC1, promoviendo
la autofagia (Boehlke et al., 2010). A pesar de los antecedentes que dan cuenta de una relacion
entre la presencia del cilio y la autofagia, no hay claridad si la formacién del complejo PKD2-
BECNL1 es parte de la ruta que integra directamente las sefiales ciliares y de autofagia, y menos

aun qué estimulos estarian interviniendo en la formacion de este complejo.
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Figura 4. Regulacion bidireccional entre autofagia y ciliogénesis.

El esquema presenta diferentes vias que relacionan la funcidn autofagica con la ciliogénesis. En (1) la sobre
regulacion autofagica genera la disminucion de las proteinas NEK9-MYH9 y OFD1, lo que promueve el
ensamblaje del cilio primario en un modelo celular renal (Morleo & Franco, 2021). Por otro lado, en la
enfermedad pulmonar obstructiva crdnica, existen un desensamblaje ciliar, lo que conlleva un aumento de
puntos de LC3 (2). Al mismo tiempo, al tener mutantes de becnl, se inhibe la autofagia, por lo que aumenta
la longitud ciliar (3) (Lam et al., 2013). Ademas, en células hipotalamicas N43/5, el estimulo con AP 100
uM inhibe la autofagia, lo que conlleva una disminucién en el nimero y longitud de cilios primarios (Avalos
et al., 2022). Finalmente, (5) en cultivos primarios de células renales, mediante estrés de flujo LKB1 es
activada, lo cual conduce a la fosforilacion de AMPK y subsecuente inhibicion de mTORC1 (Boehlke et al.,
2010).

Acido palmitico (AP) en la modulacion de la autofagia.

Los acidos grasos han mostrado tener un efecto en la modulacién de la autofagia (Soto-
Avellaneda & Morrison, 2020). Es més, diversos estudios in vivo indican que el consumo de dietas
altas en grasas conduce a la inhibicion de la autofagia en diversos tejidos, entre ellos, el hipotdlamo
(Meng & Cai, 2011; Portovedo et al., 2015; Reginato et al., 2016). El hipotalamo es un tejido

cerebral cuya funcion es critica para el control del gasto energético (L. T. Tran et al., 2022) en
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donde, el nacleo arcuato (ARC) ha mostrado ser la regién clave para la regulacion del balance
energético (Lieu etal., 2021). EI ARC estd compuesto mayoritariamente por dos poblaciones
neuronales con actividad antagénica (Timper & Briining, 2017). Por un lado, se tiene a las
neuronas que expresan tanto el neuropéptido Y (NPY) como la proteina relacionada a agouti
(AgRP), las cuales tienen una funcion orexigeénica, siendo capaces de estimular la sensacion de
hambre (Beck, 2006). Por otro lado, se encuentran las neuronas que expresan
proopiomelanocortina (POMC), cuyo rol es anorexigénico, es decir, activan la sensacion de
saciedad (Toda et al., 2017). POMC es un pro-péptido que al ser procesado genera la hormona
estimulante de a-melanocito (de sus siglas en inglés, a-MSH), la cual activa al receptor 4 de
melanocortina logrando asi suprimir el reflejo de hambre (Zhan, 2018). El acido palmitico (AP)
es un acido graso saturado que se acumula a nivel hipotalamico en ratones alimentados con dietas
altas en grasas o depresion inducida por dieta (Morselli et al., 2014; Vagena et al., 2019) dando
cuenta de la relevancia clinica que tiene el estudio de los &cidos grasos en el hipotalamo. Nuestro
grupo de investigacion ha estudiado el efecto de AP sobre la linea celular N43/5, considerado
como un modelo in vitro para el estudio de neuronas POMC, demostrando que el tratamiento con
este &cido graso provoca no sélo una disminucion en el flujo autofagico (Hernandez-Céceres et al.,
2019, 2020), sino también un significativo acortamiento de la longitud del cilio primario (Avalos
etal., 2022). En cardiomiocitos neonatos de ratones, el tratamiento con AP induce una
acumulacion de BECN1 y SQSTM1/p62, lo que da cuenta de una inhibicion de la autofagia en la
etapa de fusion de autofagosoma-lisosoma (Yuan etal., 2022). A pesar de lo anterior, no hay
evidencias sobre el efecto de AP en las proteinas PKD2 y BECN1. Considerando que el complejo
PKD2-BECNL1 es necesario para la induccion de autofagia (Pefia-Oyarzun et al., 2021), y que
ambas proteinas se encuentran en el cilio primario, cabe preguntarse si la inhibicion de la
ciliogénesis inducida por AP bloquea la autofagia debido a la disrupcién del complejo PKD2-
BECNL1 (Figura5).
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Figura 5. Modelo propuesto sobre el efecto de AP sobre la formacion del complejo PKD2-BECN1y en la
autofagia en neuronas POMC.

(A) En condiciones basales, PKD2 forma un complejo con BECN1 (PKD2-BECNL1), el cual es necesario para inducir
autofagia. (B) Acido palmitico (AP) promueve la inhibicion de la ciliogénesis, lo que conllevaria a que no se pueda

formar el complejo PKD1/BECNL en el cilio primario, por lo que la autofagia en esta condicion estaria inhibida.



Hipotesis

La pérdida del cilio primario inducida por AP disocia el complejo PKD2-BECNL1, generando el

bloqueo de la autofagia en una linea celular de neuronas POMC.

Objetivo General

Determinar si la pérdida de cilio primario inducida por AP es suficiente para disociar el complejo

PKD2-BECNL1 y asi bloquear la autofagia en neuronas modelo para POMC.

Objetivos Especificos

Objetivo Especifico 1: Evaluar si la pérdida del cilio mediada por AP inhibe la autofagia en

una linea celular de neuronas POMC.

Racional: Se ha observado que células modelo para neuronas POMC (N43/5) tratadas con AP
presentan una inhibicion del flujo autofagico (Hernandez-Céceres etal., 2019, 2020).
Adicionalmente, la ausencia de cilio primario reduce significativamente la autofagia (Pampliega
et al., 2013). Interesantemente, en nuestro grupo hemos observado que la exposicion de células
N43/5 a AP provoca una disminucién significativa del namero de células ciliadas y la longitud
ciliar (Avalos et al., 2022). Sin embargo, no hay datos que muestran que la pérdida del cilio

mediada por AP inhibe la autofagia en las neuronas POMC.

Disefio experimental: Como un modelo in vitro de neuronas POMC se utilizo la linea celular de
raton N43/5. El flujo autofagico se determind mediante el andlisis de puntos fluorescentes de
SQSTM1/p62 a través del uso de anticuerpos especificos y subsecuente microscopia confocal.
Ademas, se uso la linea celular N43/5 con un constructo estable para LC3-GFP-mCherry. Para
evaluar el papel del cilio primario sobre la autofagia, se generd una linea estable deficiente para la
proteina CEP164 (N43/5 cepl164-/-), la cual es necesaria para la ciliogénesis. Posteriormente, se
evaluo la autofagia por medio de la inmunofluorescencia de SQSTM1/p62. Se realiz6 la
mantencién del cilio primario al utilizar el sSiRNA para MAP4, herramienta que ha demostrado

mantiene la estructura ciliar (Avalos et al., 2022). En todas estas lineas celulares se realizo el


https://www.zotero.org/google-docs/?dLn7Ye
https://www.zotero.org/google-docs/?aRz8By
https://www.zotero.org/google-docs/?aRz8By
https://www.zotero.org/google-docs/?JK5IK9

tratamiento con AP por 2 h, mientras que como control positivo para el bloqueo del flujo
autofagico se utilizo Bafilomicina-Al 50 nM. Como condicidn control, las células se trataron con
el vehiculo BSA.

Objetivo Especifico 2: Determinar si el cilio primario es necesario para la formacion del
complejo PKD2-BECNL1.

Racional: En células HeLa se ha observado que PKD?2 interactta de forma directa con BECN1 a
través de la region CC1 de PKD2 (Pefia-Oyarzun et al., 2021). Por otro lado, PKD2 es una proteina
que se encuentra enriquecida en el cilio primario, que ademas de su funcién como canal de calcio
en respuesta a un estimulo mecénico, promoviendo la autofagia, al formar un complejo con
BECNL1 (Pefia-Oyarzun et al., 2021). Datos preliminares de nuestro grupo muestran que tanto
PKD2 como BECNL1 se localizan en el cilio primario de células N43/5. Sin embargo, alin no se ha

evaluado si el cilio primario es necesario para la formacién del complejo PKD2-BECN1

Disefo experimental: Para evaluar si el cilio primario es necesario para la formacién del complejo
PKD2-BECNL1, se utilizé el modelo celular N43/5 cep164, el cual no presenta cilio primario.
Posteriormente, se realizé una co-inmunoprecipitacién (colP) de PKD2 y BECNL. Para apoyar los
resultados de colP, se realizo el ensayo de ligacion por proximidad (PLA) para evaluar la presencia
del complejo PKD2-BECNL1 en el cilio.

Objetivo Especifico 3: Estudiar si el AP disocia el complejo PKD2-BECN1.

Racional: PKD2 es una proteina que se localiza en el cilio, a la cual en el Gltimo tiempo se le han
atribuido funciones sobre la regulacion de la autofagia. Ademas, al unirse con BECN1, induce la
autofagia en células HelLa (Pefia-Oyarzun et al., 2021). Datos preliminares de nuestro grupo de
trabajo han mostrado que tanto PKD2 como BECNL se localizan en el cilio primario de la linea
celular N43/5, y que el tratamiento con AP induce la pérdida de este organelo (Avalos et al., 2022).
Sin embargo, a pesar de todo lo anterior, se desconoce el efecto de AP sobre el complejo PKD2-
BECNLI.
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Disefio experimental: Como modelo se utilizd la linea celular N43/5. Para determinar si AP
influye en la mantencion del complejo PKD2-BECN1, se mantuvieron las células N43/5 con y sin
AP 100 uM durante 2 h para luego realizar la colP de PKD2 y BECNI. Junto con esto, se realizaron
experimentos de PLA para evaluar el efecto del AP sobre el complejo PKD2-BECNLI.
Adicionalmente, para determinar que PKD2 modula la autofagia, es que se utilizé una linea celular
deficiente de PKD2, y se realiz6 un analisis de puntos de SQSTM1/p62. Ademas, se realizé el
silenciamiento de PKD2 en la linea celular LC3-GFP-mCherry, para luego realizar un analisis de
puntos de LC3.



Materiales y Métodos

Linea Celular: Como modelo de estudio in vitro de neuronas POMC se utilizd la linea celular
neuronal hipotalamica N43/5, la cual es una linea embrionaria de ratdén. Se generaron lineas
celulares knockout a través de CRISPR/Cas9 para PKD2 y CEP164. Ademas, se utilizo la linea
celular N43/5 con un constructo estable LC3-GFP-mCherry para realizar analisis de flujo
autofagico a través de microscopia. Las células se mantuvieron en medio DMEM (HyClone, GE
Healthcare Life Sciences), suplementado con 10% FBS, penicilina/estreptomicina 1% p/v en
incubador a 37 °C / 5% CO> hasta alcanzar una confluencia de 60-70%, en este punto se realiza
una privacion de suero al 1% de FBS para estandarizar la funcién metabélica celular (Pirkmajer &
Chibalin, 2011).

Linea celular N43/5 deficiente del gen pkd2’ (N43/5 pkd2”): Los ARN guias (SgRNA)
necesarios para la delecion del gen pkd2 por medio de la técnica CRISPR/Cas9 fueron los
siguientes: Target 1--150:CGAGATGGAGCGCATCCGGC,; Target 2--
223: TGCCTGGAGCAGGACGAAAG; Target 3--638:AGTACCTGAAAAGTGTGTTA. Se

realizo la transfeccion Lentiviral segun las especificaciones del fabricante (NM_008861, abm).

Preparacion BSA y AP: Para la preparacion de una solucion 20 mM de AP se pesaron 26 mg del
acido graso, los cuales se incubaron con una solucion 1 M de NaOH a 70°C por 30 min. Esta
solucion inicialmente luce turbia, por lo tanto, se debe agregar de forma secuencial suficiente
volumen de 1M NaOH hasta llegar a una solucion transparente. Inmediatamente después, se debe

acomplejar el AP con BSA 20% en una relacion 1:3,3.

Tratamiento con AP e inductores de autofagia: Las células se privaron de nutrientes por 16 h
antes del estimulo con medio DMEM suplementado al 1% con FBS. Luego, se expusieron a 100
UM de AP. BSA se utilizé como vehiculo de AP. Ademas, las células se trataron con Bafilomicina
50 nM, o Rapamicina 1 pM, como controles para la inhibicién y activacion del flujo autoféagico,
respectivamente. Los tiempos de exposicion fueron 2 h para PA, 4 h para Bafilomicina y 1 hora
para Rapamicina segun lo visto en las investigaciones de Hernandez-Céceres, M., et al., y Pefia-

Oyarzun, et al.


https://www.zotero.org/google-docs/?tiTnCZ
https://www.zotero.org/google-docs/?tiTnCZ

Silenciamiento de MAP4: El silenciamiento de la proteina MAP4 fue realizado utilizando una
concentracion de 120 nM de SiRNA especifico (Santa Cruz, sc-77385), los que fueron
transfectados utilizando Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen, 13778-150) y medio Opti-MEM
(Thermo Fisher Scientific, 51985-034), segun las especificaciones del fabricante. La validacion

se realizo a través de Western Blot y conteo de cilios.

Microscopia de Fluorescencia: Células N43/5 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a
una confluencia del 60-70%, fijadas en PFA 4% por 15 min y permeabilizadas con Triton X-
100 0.1% por 30 min. Luego, las muestras fueron blogueadas con BSA 3% y lavadas con PBS
1X. Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario durante toda la
noche a 4°C, mientras que el secundario se incub6é por 1 hora a temperatura ambiente
(concentracién 1:500). Los ndcleos fueron marcados utilizando Hoechst 33342 a una
concentracion de 1:10.000 por 10 min. Finalmente, las muestras se montaron en portaobjetos
utilizando Dako Fluorescence Monting Medium. El analisis de microscopia confocal se
realizo con el equipo Nikon C2+ Espectral. Los anticuerpos utilizados se presentan en la

siguiente tabla:

Tabla 1. Anticuerpos primarios para la inmunofluorescencia.

Anticuerpo Fabricante Reactividad Dilucién
Policistina-2 (PKD2) Abcam, ab72273 Raton 1:500
Tubulina Acetilada Cell Signaling, 5335S Conejo 1:1000

Beclin-1 (BECN1) Abcam, ah62557 Conejo 1:500
ARL13B Abcam, 136648 Raton 1:1000
SQSTM1/p62 Abnova, H00008878-M01 Rat6n 1:500

Andlisis de cilios primarios: Para la adquisicion de imagenes, se empled Tubulina Acetilada o
ARL13B como marcador ciliar. Se capturaron imagenes en el eje Z con una separacion de 0.2 ym
entre cada corte, y se procedié a efectuar el conteo y analisis de la longitud ciliar de manera manual

mediante el software ImageJ.

Co-inmunoprecipitacion: Las células fueron lavadas con PBS y las proteinas extraidas con buffer

de lisis suplementado con inhibidores de proteasas (ThermoFisher, A32955) y fosfatasas



(ThermoFisher, A32957). Se utilizd Proteina G agarosa (Kirkegaard & Perry Laboratories, 223-
51-00) que fueron conjugadas con 2 ug de anticuerpo (Santa Cruz, sc-48341) y luego incubados
con 500 pg de los extractos proteicos a 4°C toda la noche. La proteina G se resuspendi6 en buffer
Laemlli y denatur6 a 95°C. Se utilizaron geles al 8% para realizar el analisis de BECN1y PKD2.
Se revelaron las membranas utilizando los reactivos quimioluminiscentes ECL-A y ECL-B
(ThermoFisher Scientific) en un equipo ChemiDoc Imaging System Bio-Rad. La cuantificacion
densitométrica de las iméagenes se realiz6 con el programa ImageJ. Todo esto segun el protocolo
de Pefia-Oyarzun, D., et al., 2020. Los anticuerpos utilizados para Western Blot fueron los

siguientes:

Tabla 2. Anticuerpos primarios para Western Blot.

Blanco Fabricante Reactividad Peso Molecular Dilucion
(kDa)
Policistina-2 Almone Labs, ACC-052 Rabbit 120 1:2000
(PKD2)
Beclin-1 Santa Cruz, sc-11427 Rabbit 60 1:2000
(BECN1)
MAP4 Santa Cruz, sc-390286 Mouse 120 1:500

Ensayo de ligadura de proximidad: Luego de lavar las células con PBS, estas se fijaron con
PFA 4% por 15 min, para luego procesar las muestras segun el protocolo de fabricante de Duolink
(Sigma- Aldrich, DU092101). Se utilizaron anticuerpos contra PKD2 (abcam, ab72273) y BECN1
(Santa Cruz, sc-48341) marcados con una sonda que dara una sefial positiva si los anticuerpos se
mantienen a una distancia menor a 40 nm. Las imagenes se obtuvieron utilizando el microscopio
CellObserver, que presenta una camara ultrasensible EMCCD Evolve 512 Delta para la

adquisicion de imagenes puntos. Las imagenes se analizaron con el programa Icy.

Analisis de imagenes de células N43/5 LC3-GFP-mCherry: Para lograr el conteo de puntos
LC3 fluorescentes correspondientes a autofagosomas, dada por la co-localizacion de puntos
fluorescentes verde (GFP) y rojo (mCherry), se desarrollé la siguiente macro compatible con

ImageJ, en donde el umbral fue determinado de forma manual:



/I Set the binary processing options for "Black background™” and "Do nothing"

run("Options...", “iterations=1 count=5 black do=Nothing");

/[ Prompt the user to open an image for analysis

waitForUser("Abre una imagen para analizar");

/I Store the title of the image
imageTitle = getTitle();

/I Split the image into individual channels

run("Split Channels™);

[l Print the title of the image
print(imageTitle);

/I Close the channel 1 image

close("C1-" + imageTitle);

/I Loop through channels 2 and 3

for (channel = 2; channel < 4; channel++) {

// Select the current channel window

selectWindow("C" + channel + "-" + imageTitle);

/I Open the threshold adjustment window
run(*"Threshold...");

/I Prompt the user to adjust the threshold and apply
waitForUser("Elige el threshold y apply");

/I Convert the image to a binary mask



run("Convert to Mask");

/I Apply the despeckle filter to reduce noise
run("Despeckle");

Il Apply the watershed algorithm to separate touching objects
run("Watershed");

/I Perform particle analysis on objects with size >= 10 pixels, add them to ROl manager, and
summarize

run("Analyze Particles...");

/I Don't show the particles in the ROl manager

roiManager("Show None");

Il it's the first iteration (channel 3), delete all ROIs and close the manager
if (channel ==2) {
roiManager("delete™);

close("Roi Manager");

I Select the channel 3 image

selectWindow("C2-" + imageTitle);

/I Set the measurement options to calculate and display the mean intensity

run("Set Measurements...", "mean display redirect=None decimal=3");

Il Get the number of ROIs
totalROIs = roiManager("count");



/I Set the initial count of ROIs with signal in channel 2 to the total number of ROIs

signalCount = totalROls;

/I Loop through each ROI

for (roi = 0; roi < totalROls; roi++) {

/I Select the current ROI
roiManager("select", roi);

// Measure the current ROI

roiManager(""measure");

/[ 1f the mean intensity of the ROI is 0, rename it to "Empty" and decrease the count of ROIs
with signal
if (getResult("Mean", 0) == 0) {
roiManager(“'rename”, "Empty");
signalCount = signalCount - 1,

print("VVamos en el ROl n°" + roi + " de " + roiManager("count™));

/I Close the results window
close("Results™);

I/ Sort the ROIs in the manager

roiManager("'sort");

/I Print the total number of ROIs in channel 2 that had signal in channel 3

print(""Habia un total de " + signalCount + " ROIS del rojo que tenian verde");



Analisis estadistico: Los datos de al menos tres experimentos independientes se representaron
graficamente como promedio + SEM. La significancia estadistica se determiné realizando un t-
test (para dos muestras) 0 ANOVA seguido por un ensayo Bonferroni post hoc (para tres 0 mas
muestras). Se aceptdé como estadisticamente significativa una significancia igual o inferior al 5%

(p<0,05). El analisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism 8.



Resultados

PKD2 y BECNL1 forman un complejo, y ambas proteinas se localizan en el cilio primario de
células N43/5.

Para examinar la presencia de BECN1 y PKD2 en el cilio primario, se realizaron
experimentos de inmunofluorescencia para cada proteina y se analiz6 visualmente la co-
localizacion de BECN1 o PKD2 con la proteina ARL13B, la cual localiza especificamente en el
cilio primario (Duldulao et al., 2009). Las imagenes obtenidas por microscopia confocal mostraron
que tanto BECN1 como PKD2 se localizan en el cilio primario de células N43/5 (Figura 6A).
Ademas, estos resultados mostraron ser consistentes cuando se realiz6 un triple marcaje de PKD2,
BECN1 y ARL13B, observandose una co-localizacion de estas tres proteinas (Figura 6B), que
ademas fue consistente con la cuantificacion de estos (Figura 6C). En conjunto, estos resultados
indican que BECN1 y PKD2 se localizan en el cilio primario de células N43/5.

Como se mencion0 anteriormente, nuestro grupo ha demostrado previamente que BECN1
y PKD2 forman un complejo proteico en células HelLa, especificamente en el reticulo
endoplasmico (Pefia-Oyarzun et al., 2021). Por lo tanto, dado que identificamos a BECN1y PKD2
en el cilio primario de células N43/5, a continuacién se evalud si estas proteinas forman un
complejo proteico en esta linea celular. Para responder esta pregunta, llevamos a cabo
experimentos de co-inmunoprecipitacion de BECN1 y PKD2 en células N43/5. Asi, nuestros
resultados revelaron que BECN1 y PKD2 co-inmunoprecipitan, lo cual no fue observado cuando
se usd un anticuerpo no relacionado (IlgG de Ratén) o bien cuando se realizd la co-

inmunoprecipitacion en una linea deficiente para la proteina PKD2 (N43/5 pkd2”) (Figura 6D).


https://www.zotero.org/google-docs/?NNINii
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Figura 6. PKD2 y BECN1 forman un complejo en el cilio primario de la linea celular N43/5.

(A) Células N43/5 fueron sembradas y fijadas con PFA 4%, para posteriormente realizar la incubacion con los
anticuerpos BECN1 (Abcam, ab62557), PKD2 (Abcam, ab72273) y ARL13B (Abcam, 136648). Las imagenes
fueron adquiridas mediante microscopia confocal, y las fotos representativas son mostradas (n=3). (B) Se realizo
un triple marcaje utilizando el protocolo anterior en células N43/5, en donde se realizé la incubacién con los
anticuerpos BECN1 (Abcam, ab62557), PKD2 (ThermoFisher, PA5-19175), ARL13B (Abcam, 136648). Las



iméagenes fueron adquiridas mediante microscopia confocal, y las fotos representativas son mostradas (n=3). Los
nucleos fueron marcados con Hoechst 33342 1 pg/mL (A-B). Escala = 10 um. (C) Co-localizacion de BECN1y
PKD2 en relacion a la estructura ciliar. EI Coeficiente de Manders se analiz6 a través del plugin JaCoP de
Fiji/lmage] (n=3). (D) Células N43/5 fueron sembradas a una confluencia de 70-80%. Luego, se prepararon
extractos proteicos totales y BECN1 fue inmunoprecipitado con anticuerpos especificos. Un anticuerpo no
relacionado (IgG) fue usado como control. Posteriormente, la co-inmunoprecipitacién de BECN1 y PKD2 fue
evaluado por Western Blot (n=3). Escala = 10 um.

AP inhibe la autofagia en células N43/5.

Considerando que AP 100 uM disminuye significativamente el nimero y largo ciliar en
células N43/5 después de 2 h de tratamiento (Figura 7A-C), se evalud la temporalidad en la
que AP altera el proceso autofagico, permitiendo definir de este modo el tiempo de estimulo
con AP para los siguientes experimentos. Para responder lo anterior, se realiz6 una curva
temporal con estimulos de AP 100 uM (0.5, 1, 2 y 4 h). El flujo autofagico fue monitoreado
utilizando el marcador SQSTM1/p62, analizando el nimero de puntos y el area de estos a través
de microscopia confocal. Como se pudo observar, el nimero y area de los puntos SQSTM1/p62
cambiaron en las células estimuladas con AP a distintos tiempos, en comparacion con el control
BSA. Ademas, en estos experimentos también evaluamos el efecto de Baf-Al, el cual se usé
como control positivo para el bloqueo del flujo autofagico (Figura 7D). Al analizar el nimero
de puntos SQSTM1/p62, observamos que estos aumentaron significativamente después de una
hora de tratamiento con AP, los cuales posteriormente disminuyeron (Figura 7D-E). Por otro
lado, el area de puntos SQSTM1/p62 aumentd significativamente a partir de una hora de
tratamiento con PA, el cual se mantuvo hasta las 4 h (Figura 7D y 6F). En resumen, los
resultados mostraron que AP inhibe el flujo autofagico en células N43/5. Asi, dado que la
pérdida del cilio primario y la inhibicidn autofagica ocurren a las 2 h de tratamiento con AP 100

uM (Figura 7A'y 6D), se eligio esta temporalidad para los posteriores experimentos.

Para confirmar que AP bloquea el flujo autofagico, se utilizé la linea celular N43/5 LC3-
GFP-mCherry, que expresa de manera estable la proteina de fusion LC3 con GFP y mCherry.
Esta linea celular permitié evaluar el flujo autofagico mediante fluorescencia, evidenciando la
presencia de autofagosomas (puntos fluorescentes amarillos) y autolisosomas (puntos

fluorescentes rojos). De esta manera, observamos que células N43/5 LC3-GFP-mCherry



tratadas con AP, 100 uM, durante 2 h muestran una disminucion significativa en el nimero de
autolisosomas (puntos fluorescentes rojos), respecto a las células tratadas con BSA (control).
Sin embargo, no observamos cambios en el niumero de autofagosomas en las células tratadas
con o sin AP (Figura 7G-H). Por lo tanto, estos datos confirman que AP bloquea el flujo
autofagico después de 2 h de tratamiento.
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Figura 7. El AP inhibe el flujo autofagico en células N43/5

(A) Células N43/5 fueron sembradas y tratadas con AP 100 uM durante 1, 2 y 4 h. BSA (vehiculo) fue usado como
control. Luego, las células fueron fijadas en PFA 4%, y la presencia de cilio primario fue evaluado por
inmunofluorescencia de Tubulina Acetilada (Tub. Ac.) con un anticuerpo especifico. Las imagenes fueron
adquiridas mediante microscopia confocal, y fotos representativas son mostradas (n=3). Escala = 10 um. La
cuantificacidn del tamafio ciliar y porcentaje de células ciliadas fueron evaluadas y los valores representados en
(B) y (C), respectivamente. (D) Células N43/5 fueron sembradas y tratadas con AP 100 uM durante 0.5, 1,2y 4
h. BSA (vehiculo) fue usado como control. Luego, las células fueron fijadas en PFA 4% y posteriormente la
acumulacién de SQSTM1/p62 fue evaluada por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos. Las muestras
fueron adquiridas por microscopia confocal y fotos representativas son mostradas, (n=3). Escala = 20 um. Los
nucleos fueron marcados con Hoechst 33342 1 pg/mL. La cuantificacion del numero y area de los puntos
SQSTM1/p62 fueron evaluadas y representadas en (E) y (F), respectivamente. (G) Células N43/5 LC3-GFP-
mCherry fueron tratadas con AP 100 uM por 2 h. BSA (vehiculo) fue usado como control. Los puntos fluorescentes
rojos (autolisosomas) y amarillos (autofagosomas) fueron cuantificados con el programa Imagel y luego
representados en el grafico (H). Escala = 20 um. Los valores presentan el promedio = SEM, n=3 y fueron
analizados utilizando ANOVA de dos vias, seguido por un ensayo Bonferroni post hoc. *p<0.05, **p<0.01,
****n<0.0001.

La pérdida del cilio mediada por AP inhibe la autofagia en neuronas POMC.

Para estudiar si el efecto del AP en la inhibicion autofagica depende de la presencia del cilio
primario, se construy6 una linea celular deficiente del gen cep164 (N43/5 cep1647), lo cual
genero células sin cilio primario (Figura 8A-B). De este modo, observamos que, respecto a la
linea silvestre (WT), la linea N43/5 cepl64” presenta un mayor ndmero de puntos
SQSTM1/p62, asi como un aumento en el area de estos (Figura 8C-D). Este fenotipo fue
similar a lo que se observa en células N43/5 WT tratadas con el inhibidor de flujo autoféagico,
Baf-Al (Figura 8B-C). Por lo tanto, nuestros resultados mostraron que el cilio primario es
necesario para la autofagia en células N43/5. Esta observacion fue consistente cuando se evaluo
el flujo autofagico en ceélulas N43/5 LC3-GFP-mCherry transfectadas con un siRNA especifico
contra IFT88 (silFT88), lo cual genera células carentes de cilio primario (Figura 8F). En efecto,
células N43/5 WT transfectadas con el siRNA para IFT88 (silFT88) mostraron una significativa
disminucion en la ciliogénesis respecto a células transfectadas con un siRNA control (siControl)

(Figura 8G). En esas condiciones, para evaluar el requerimiento del cilio en la induccion de



autofagia, se utilizd Rapamicina (Rapa) a 1 uM como control positivo de autofagia (Figura
8H). De esta forma, nuestros experimentos mostraron que el aumento de autolisosomas
inducido por rapamicina, disminuyo significativamente en células transfectadas con un silFT88.
Por lo tanto, nuestros datos confirman que el cilio primario es necesario para la autofagia en
células N43/5.
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Figura 8. El cilio primario es necesario para la induccion de autofagia en células N43/5.

(A-B) Células N43/5 WT y N43/5 cep164™ deficientes de cilio primario, fueron sembradas y fijadas en 4% PFA.
Posteriormente, el cilio primario fue estudiado por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra
ARLI13B y los ntcleos tefiidos con Hoechst 33342 1 pg/mL. Las muestras fueron evaluadas por microscopia
confocal e imagenes representativas son mostradas en (A). Escala = 20 um. Los valores de la cuantificacion del
porcentaje de células ciliadas se presentan en (B). Células N43/5 WT y N43/5 cep164” fueron procesados como
en (A) y posteriormente SQSTM1/p62 fue evaluado por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos. Escala
= 20 um. Iméagenes representativas son mostradas en (C) y los valores de la cuantificacién del nimero y éarea de
puntos de SQSTM1/p62 son mostrados en (D) y (E), respectivamente. (F-G) Células N43/5 fueron transfectadas
con un siRNA contra IFT88 (silFT88) o un siRNA control (siControl) durante 48 h. Luego, el cilio primario fue
evaluado por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra Tubulina acetilada (Tub.Ac). Escala = 20
um. Imagenes representativas son mostradas en (F) y la cuantificacién del porcentaje de células ciliadas es
presentada en (G). (H-1) Células LC3-GFP-mCherry fueron transfectadas con un siRNA contra IFT88 (silFT88)
o0 un siRNA control (siControl) durante 48 h. Luego, las células fueron tratadas con rapamicina (Rapa) 1 uM
durante 1 hora. Las células fueron fijadas y posteriormente evaluadas por microscopia de fluorescencia. Escala =
20 pm. Imagenes representativas son mostradas en (H) y la cuantificacion de autofagosomas (puntos amarillos) y
autolisosomas (puntos rojos) son mostradas en (E). Los datos representan el promedio £ SEM y fueron analizados
utilizando t-test de dos colas 0 ANOVA de una o dos vias, seguido por un ensayo Bonferroni post hoc, segin
corresponda. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. n=3.

Para validar que el efecto del AP esta condicionado por la presencia del cilio primario, se

Ilevé a cabo el silenciamiento de MAP4 (Figura 9A-B) con el objetivo de inducir ciliogénesis y

evitar la pérdida o reduccion del tamafio del cilio durante el tratamiento con AP (Figura 9C-D).

Para esto, se procedio a analizar el nimero y area de puntos de SQSTM1/p62 en distintos tiempos

de tratamiento con AP al realizar la induccién de ciliogénesis mediada por el silenciamiento de

MAP4 (Figura 9E). Como muestran nuestros resultados, durante la condicion siMAP4, tanto el

namero como el area de puntos de SQSTM1/p62 disminuye significativamente en comparacion

con la condicion de control después de una hora de exposicion a AP (Figura 9G-F). Por lo tanto,

nuestros datos muestran que la induccion de la ciliogénesis previene el blogueo del flujo autofagico

inducido por AP.
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Figura 9. La induccién de ciliogénesis previene el blogueo de autofagia inducido por AP.



(A-B) Células N43/5 fueron sembradas y transfectadas durante 48 h con un siRNA especifico para MAP4 (siMAP4)
o un siRNA no relacionado como control (siControl). Posteriormente, extractos proteicos fueron preparados y los
niveles de MAP4 fueron analizados por Western Blot. Los geles representativos son mostrados en (A) y la
cuantificacion de los geles son mostrados en (B). Los valores representan el promedio £ SEM (n=2). p=0,0096. (C)
MAP4 fue silenciado en células N43/5 como se describe en (A). Luego, las células fueron tratadas con AP 100 uM o
BSA (vehiculo) durante 4 h. Posteriormente, las células fueron fijadas en PFA 4% y la presencia del cilio primario
analizada por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra Tubulina Acetilada (Tub. Ac). Los nicleos
fueron marcados con Hoechst 33342 1 pg/mL. Las muestras se adquirieron mediante microscopia confocal y fotos
representativas son mostradas en (C) (n=3). Escala = 10 um. La cuantificacion del porcentaje de células ciliadas y
longitud del cilio, son representados en (D) y (E), respectivamente. (F-H) MAP4 fue silenciado en células N43/5
como se describe en (A) y luego tratadas con AP 100 uM durante 1, 2 y 4 h. BSA (vehiculo) fue usado como control.
Subsecuentemente, el flujo autofagico fue evaluado mediante inmunofluorescencia de SQSTM1/p62 y la
cuantificacion del nimero y area de puntos de SQSTM1/p62 son representados en los graficos (G) y (H),
respectivamente. Escala = 20 um. Los valores muestran el promedio + SEM, los cuales fueron analizados mediante
ANOVA de una o dos vias, seguido por un ensayo Bonferroni post hoc, segun corresponda. *p<0.05, **p<0.001,
*+%*%n<0.0001, n=3.

El cilio primario es necesario para la formacion del complejo PKD2-BECNL.

Para determinar que la formacién del complejo PKD2-BECNL1 depende de la presencia del
cilio primario, se realizd una co-inmunoprecipitacion de PKD2 y BECNL1 a partir de extractos
proteicos aislados de células N43/5 WT y N43/5 cepl64”, las cuales, como se mostrd
anteriormente, carecen del cilio primario (Figura 8A-B). Nuestros resultados mostraron que PKD2
y BECN1 co-inmunoprecipitan en células N43/5 WT, sin embargo, esta co-inmunoprecipitacion
no fue observada en células N43/5 cep164’- (Figura 10A-B). Este hallazgo se complementd con
ensayos de PLA, el cual a traves de tecnicas de microscopia permite evaluar la cercania entre dos
proteinas (~ 40 nm), observadndose como puntos fluorescentes (Figura 10C). Al cuantificar las
reacciones de PLA, fue posible evidenciar una reduccion significativa en el nimero de reacciones
de PLA en células N43/5 cep164, respecto a las células N43/5 WT. En su conjunto, nuestros
resultados indican que el cilio primario es necesario para la formacién del complejo PKD2-
BECNL1.
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Figura 10. El cilio primario es necesario para la formacion del complejo PKD2-BECN1.

(A) Células N43/5 WT y N43/5 cep164™ fueron sembradas a una confluencia del 70-80%. Luego, se prepararon
extractos proteicos totales y BECN1 fue inmunoprecipitada con anticuerpos especificos. Un anticuerpo no relacionado
(1gG) fue usado como control. Posteriormente, la co-inmunoprecipitacion de BECN1 y PKD2 fue evaluada por
Western Blot. Los geles representativos son mostrados en (A) y la cuantificacion de estos son representados en el
grafico en (B). Los valores muestran el promedio = SEM y analizados por t-test de dos colas. *p<0.05, n=3. (C-D)
Células N43/5 WT y N43/5 cep164” fueron sembradas a una confluencia del 70-80% y luego se realizé un ensayo de
ensayo de ligacién por proximidad (PLA) para estudiar la cercania entre BECN1 y PKD2. Cada punto fluorescente
corresponde a una reaccion positiva de PLA, los cuales fueron evaluados con un microscopio CellObserver, equipado
con una cadmara ultrasensible EMCCD Evolve 512 delta, y analizadas con Icy. Las imégenes representativas se
muestran en (C). Escala = 20 um. La cuantificacion de reacciones PLA fueron normalizadas respecto al nimero de
células y representados en el grafico (D). Los valores muestran el promedio + SEM y analizados por t-test de dos
colas. *p<0.05, ***p<0.001, n=3.



AP disocia el complejo proteico PKD2-BECN1.

A continuacion, para evaluar el efecto del AP sobre la formacion del complejo proteico
PKD2-BECNL1, se realiz6 una co-inmunoprecipitacion a partir de extractos de células N43/5 WT
tratadas con o sin 100 UM de AP durante 2 h. Los resultados de estos experimentos mostraron una
disminucidn significativa en la co-inmunoprecipitacion de PKD2 y BECN1 cuando las células
fueron tratadas con AP, respecto a la condicion control con BSA (vehiculo) (Figura 11A-B). Estos
resultados fueron complementados con el ensayo PLA, donde se confirmd que el tratamiento con
AP disminuye el numero de reacciones de PLA (Figura 11C-D). Por lo tanto, nuestros resultados
muestran que el tratamiento con AP induce una disociacion del complejo PKD2-BECNL1 en células
N43/5.

A) B)
lgG BSA AP —~ 1.0+
z < X
L -
0| gecN1 [ sl 60 Z
o w
@ 0.5
= o
5| Proz [ 120 :
£ o
60 X
4
(kDa) 2 g0 |
0 D) BSA AP
BSA AP 5 .
3 1
° 44 T
O
<
T 37
[/,
S 24
(=]
8
s 11
(]
4
0 T
BSA AP

Figura 11. AP disocia el complejo PKD2-BECNL.

(A-B) Células N43/5 fueron sembradas hasta una confluencia del 70-80% y luego se trataron con AP 100 uM durante
2 h. BSA (vehiculo) fue usado como control. Posteriormente, se inmunoprecipité BECN1 y la membrana se revel6

contra PKD2. Un anticuerpo no relacionado (IgG) fue usado como control. Geles representativos son mostrados en



(A) y la cuantificacion de estos es representada como promedio + SEM (n=3) en (B). Células N43/5 fueron sembradas
y tratadas con AP como se explica en (A) y luego fijadas en PFA 4%. Posteriormente se realizd un ensayo de PLA
para BECN1 y PKD2 donde cada punto corresponde a una sefial positiva de cercania para ambas proteinas igual o
menor a 40 nm. Imagenes representativas obtenidas en un microscopio CellObserver equipada con una camara
ultrasensible EMCCD Evolve 512 delta y analizadas con Icy son mostradas en (C) y la cuantificacion de reacciones
de PLA respecto al nimero de células es representada en (D). Escala = 20 pm. Los valores muestran el promedio +

SEM, los cuales fueron analizados por una prueba t-test de dos colas, *p<0.05, n=3.

PKD?2 es necesario para la activacion de autofagia

Con el proposito de evaluar si el complejo PKD2-BECNL1 es necesario para la activacion
de la autofagia, se utilizé la linea celular N43/5 pkd2”’- previamente descrita. Posteriormente, se
evalué por inmunofluorescencia la proteina SQSTM1/p62 para la determinacién del flujo
autofagico. Asi, nuestros resultados revelaron una disminucién en el ndmero de puntos
SQSTM1/p62 en la linea N43/5 pkd2” respecto a la linea N43/5 WT (Figura 12A-B). Ademas,
se muestra una acumulacién de SQSTM1/p62 al aumentar el &rea de estos en las células N43/5
pkd2” (Figura 12C). En conjunto, la falta de PKD2 por si misma provoca una inhibicion en el
flujo autofagico al disminuir el nimero de puntos de SQSTM1/p62.

Para fortalecer los resultados anteriores, usamos la linea celular N43/5 LC3-GFP-mCherry,
la cual fue transfectada con un siRNA especifico para PKD2 (siPKD2) o un siRNA control
(siControl). Posteriormente, se analiz6 el flujo autofagico por medio del conteo de autofagosomas
(puntos fluorescentes amarillos) y autolisosomas (puntos fluorescentes rojos) . Nuestros resultados
mostraron una disminucion significativa de autolisosomas en células N43/5 LC3-GFP-mCherry
transfectadas con el siPKD2 (Figura 12D-E). En conclusion, nuestros datos comprueban que la
proteina PKD2 es necesaria para la autofagia en células N43/5.
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(A-C) Células N43/5 WT y N43/5 pkd2™ fueron sembradas y tratadas con AP 100 uM durante 2 h. BSA (vehiculo)
fue usado como control. Luego, las células fueron fijadas en PFA 4% y posteriormente la acumulacion de
SQSTM1/p62 fue evaluada por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos. Las muestras fueron estudiadas
por microscopia confocal y las fotos representativas son mostradas en (A) (n=3). Los nlcleos fueron marcados con
Hoechst 33342 1 ug/mL. Las cuantificaciones del nimero y area de los puntos SQSTM1/p62 son representados en
los gréficos (B) y (C), respectivamente. Escala =20 um (D-E) Células N43/5 LC3-GFP-mCherry fueron sembradas
y transfectadas durante 24 h con un siRNA especifico para PKD2 (siPKD2) o un siRNA no relacionado como
control (siControl). Luego, las células fueron tratadas con AP 100 uM por 2 h. BSA (vehiculo) fue usado como
control. A continuacion, las células fueron fijadas con PFA 4% y las muestras estudiadas mediante microscopia
confocal. Las imégenes representativas son mostradas en (D). Escala = 20 pum. Los puntos fluorescentes rojos
(autolisosomas) y amarillos (autofagosomas) fueron cuantificados con el programa Imagel y luego representados
en el gréfico (E). Los valores representan el promedio £ SEM, n=3 y fueron analizados utilizando ANOVA de uno

0 dos vias, seguido por un ensayo Bonferroni post hoc, segln corresponda. *p<0.05, **p<0.01.



Discusion
PKD2y BECN1 como moduladores de la autofagia.

Diversos estudios han dado cuenta de la presencia de proteinas de la maquinaria autofagica
en el cilio primario, tales como LKB1, AMPK y LC3 (Mick et al., 2015; Pampliega et al., 2013).
Lo que ha llevado a investigar los mecanismos que regulan la interaccion entre la autofagia y el
este organelo (Morleo et al., 2023). Recientemente, se ha asociado también a la proteina PKD2 en
la regulacion de la autofagia (Pefia-Oyarzun et al., 2020), la cual se encuentra enriquecida en el
cilio primario (X. Liu et al., 2018), y cuya funcion ha sido clave para entender el desarrollo de la
poliquistosis renal autosémica dominante (de sus siglas en inglés, ADPKD), causada por mutacion
en los genes de PKD1 o PKD2 (Harris & Torres, 2009). En este contexto, se ha demostrado que
el uso de un activador autofagico como la rapamicina disminuye la formacién de quistes (Zhu
etal., 2017), lo que sugiere una relacion entre la autofagia y esta enfermedad. Lo anterior se ve
reforzado con diferentes estudios que demuestran que PKD2 es necesario para inducir autofagia
en diferentes tipos celulares tales como cardiomiocitos, células del conducto colector medular
interno de raton, células HeLay una linea celular de cancer de colon humano (Criollo et al., 2018;
Decuypere et al., 2021; Pefia-Oyarzun et al., 2017). Por lo tanto, existe una amplia evidencia que

asocia la presencia de PKD2 con la induccion de autofagia.

La autofagia es un proceso de degradacion de proteinas intracelulares, el cual tiene como
actor centralamTORC1 (Grace Y. Liu et al., 2020), existiendo una amplia evidencia que relaciona
al cilio primario y a este complejo proteico (Lai & Jiang, 2020). Por ejemplo, LKB1 es una quinasa
que ha sido encontrada en el cilio primario de células epiteliales pigmentarias de la retina (Mick
et al., 2015), la cual fosforila a AMPK, lo que conduce a la inhibicion de mTORC1, promoviendo
la autofagia (Orhon et al., 2016). Como se menciono anteriormente, en ADPKD la inhibicion de
mTORC1 con rapamicina disminuye la formacion de quistes (Zhu et al., 2017). Por lo tanto, para
responder porqué la inhibicion de mTORCL1 es beneficiosa como tratamiento de ADPKD, es que
se debe comprender lo que esta ocurriendo en situaciones basales. Otros estudios han demostrado
que el estrés de flujo aumenta los niveles de Ca?* citoplasmaticos a través del complejo PKD1-
PKD2 (Nauli et al., 2003). El incremento de este segundo mensajero conlleva a la inhibicién de la
Adenilato Ciclasa (AC) (Cooper et al., 1994), en particular AC3 (Wayman et al., 1995), la cual se
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encuentra enriquecida en el cilio primario (Bishop et al., 2007), y cuya inhibicion disminuye los
niveles de AMP ciclico (CAMP) (Duffy et al., 2021). Por el contrario, cuando se pierde la actividad
de PKD1 o PKD2, los niveles de Ca?" disminuyen (Nauli et al., 2003), por lo tanto, aumentan los
niveles de cAMP, lo cual ha sido ampliamente reportado en distintos modelos de ADPKD (Torres
& Harris, 2014). Asi, se sugiere que al aumentar los niveles de CAMP, se activa la proteina quinasa
A (PKA), la cual se encuentra en el cuerpo basal del cilio primario (Tuson etal., 2011),
aumentando la actividad de mTORCL1 (Jewell et al., 2019). Por lo tanto, la inhibicién de mTORC1
con rapamicina, podria contrarrestar los efectos causados por la deficiencia de PKD1 o PKD2.

Recientemente, nuestro laboratorio ha mostrado que PKD2 forma un complejo proteico
con BECNL1 en células HeLa, modelo en el cual la presencia del cilio primario ha sido controversial
(Kowal & Falk, 2015; Pefia-Oyarzun et al., 2021). Hasta la fecha, no existen antecedentes sobre la
formacion de este complejo en el cilio primario de células N43/5, ni de si este complejo modula la
autofagia. La presente investigacion da cuenta por primera vez de la presencia de BECN1 en el
cilio primario de células hipotalamicas N43/5 (Figura 7), sugiriendo ademas la formacion del
complejo PKD2-BECNL1 en este organelo (Figura 10). A pesar de lo anterior, resultaria interesante
estudiar si el complejo PKD2-BECNL1 se encuentra en cilio primario de otras lineas celulares,

pudiendo modular de este modo también la autofagia.

BECNL1 es una proteina que forma parte del complejo PI3KCIII, un complejo proteico que
se relaciona con la autofagia y el trafico endosomal (Safaroghli-Azar et al., 2023). Este complejo
se compone por tres proteinas centrales (Vsp34, Vspl5 y BECNL1), las cuales se pueden asociar
tanto a Atgl4L (PI3KCIII-C1), como UVRAG (PI3KCIII-C2) (Itakura et al., 2008; Itakura &
Mizushima, 2009). Por lo tanto, la funcion de PI3KCIII dependera de los complejos proteicos del
cual forme parte. En el caso de PI3KCIII-C1, la fosforilacién de BECNL1 inicia la formacién del
autofagosoma (Park et al., 2018). Mientras que BECN1 perteneciente a PI3KCIII-C2 tiene un rol
en el trafico endosomal (McKnight etal., 2014; S. Tran etal.,, 2024) y la maduracién
autofagosomal (C. Liang etal., 2008), este ultimo se refiere al proceso de transporte del

autofagosoma y su fusion con el lisosoma (Y. G. Zhao et al., 2021).
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En todas estas situaciones, las modificaciones post-traduccionales de BECNL1 regulan la
actividad de los diferentes complejos PIBKCIII (Hill et al., 2019). Hasta la fecha se han descrito
quince fosforilaciones en BECN1, las cuales han mostrado tener un impacto sobre la autofagia
(Menon & Dhamija, 2018). Como se mencion0 anteriormente, la inhibicion de mTOR conlleva a
la activacion de ULK1, el cual posteriormente fosforila a BECN1 en S14 y S30 dentro del
complejo PIBKCIII-C1, lo que se traduce en el reclutamiento de PISBKCIII-C1 al fagoforo. En caso
contrario, cuando en BECN1 se mutan los sitios S14 o S30 por alanina, el nimero de
autofagosomas disminuye significativamente (Park et al., 2018; Russell et al., 2013). Mas aun,
BECNL1 puede ser acetilado por la proteina p300, lo cual induce la interaccién de BECN1 con
Rubicon, un inhibidor autofagico, produciéndose una inhibicion en la maduracion del
autofagosoma (Sun et al., 2015). Por otra parte, estudios han demostrado que ratones deficientes
de PIK3CIII desarrollan glomeruloesclerosis, observandose una acumulacion de LC3-Il y
SQSTM1/p62, sin formacidn de autolisosomas (Bechtel et al., 2013). En su conjunto, BECN1
muestra tener un interactoma mdltiple en donde su funcion dependera de su interaccién con
distintas proteinas, asi como de las modificaciones post-traduccionales que esten presentes. Del
mismo modo, se ha reportado que el complejo PKD2-BECN1 co-inmunoprecipita con proteinas
que forman parte de PI3KCIII, como Rubicon y ATG14L (Pefia-Oyarzun et al., 2021).

En la presente investigacion, se observa que el tratamiento con AP disminuye
significativamente la formacion del complejo PKD2-BECN1 (Figura 10), observandose una
disminucion significativa en el nimero de autolisosomas (Figura 7). Sin embargo, en estas
condiciones las células no pierden la capacidad de formar autofagosomas (Figura 7). Estos
resultados fueron consistentes por aquellos observados por Hernandez-Caceres et al., 2020, donde
el tratamiento con AP a células N43/5 reduce la fusion entre el autofagosoma con el lisosoma
(Hernandez-Céceres et al., 2020). Por lo tanto, nuestros resultados y los de la literatura, dan cuenta
de un defecto del AP sobre el proceso de maduracion autofagosomal.

Diferentes estudios que vinculan la funcién de PKD2 sobre la autofagia, han mostrado que
la regulacion negativa de PKD2 reduce la actividad autofagica aumentando la actividad de
MTORC1 (Orhon et al., 2016; Pefia-Oyarzun et al., 2017). Sin embargo, estudios muestran que si

bien la sobreexpresion de PKD2 aumenta la autofagia, esto no modula la actividad de mTORC1
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(Lu etal., 2018), sugiriendo que el papel del complejo PKD2-BECN1 sobre la autofagia es
independiente de mTORCL. Asi, una via alternativa podria ser dependiente del trafico endosomal,
ya que para que los autofagosomas se fusionen con los lisosomas, es necesario una regulacién por

parte de las proteinas GTPasas Rab (Sereng et al., 2018).

En breve, la membrana autofagosomal puede provenir de diversos organelos como el
reticulo endoplasmatico o el aparato de Golgi (Bieber et al., 2022). Rabl es una proteina que
controla el tréfico anterogrado desde el reticulo endoplasmatico hacia el aparato de Golgi de
endosomas tempranos, y en condiciones de privacion de nutrientes, Rabl co-localiza con LC3.
Mas aun, mientras que la sobreexpresién de Rabl promueve la formacién de autofagosomas, su
ausencia induce una disminucion significativa en la formacion de estos (Mukhopadhyay et al.,
2011). Por otro lado, se ha demostrado que Rab5 es necesaria para la nucleacion del autofagosoma
(Zhou et al., 2017, 2019), el cual se une a PI3BKCIII-C2 (Christoforidis et al., 1999) induciendo su
activacion. Lo mismo sucede con Rab1l, el cual interactda con PI3KCIII-C1, activandolo (Tremel
etal., 2021). Interesantemente, la delecion de BECN1 en neuronas hipocampales, reduce
significativamente la formacion de endosomas tempranos dependientes de Rab5 (McKnight et al.,
2014). Por otra parte, la deleciéon de BECN1 en células epiteliales intestinales, genera una
disminucion significativa de Rab5, afectando la formacion de endosomas tempranos (S. Tranet al.,
2024). Durante el proceso de maduracion de los endosomas, la cantidad de Rab5 disminuye
mientras que la de Rab7 aumenta. Esta Gltima permite la fusién de los endosomas con los lisosomas
(Borchers et al., 2021). Aunque no existen estudios que confirmen un cambio similar en los niveles
de proteinas en los autofagosomas entre Rab5 y Rab7, si se sabe que Rab7 esta presente en ellos.
Cuando Rab7 se activa en los autofagosomas, pueden formarse los autolisosomas (Guerra & Bucci,
2016). Por lo tanto, la accion de BECNL1 en la via endosomal demuestra activar una cascada que

culmina en la maduracion autofagosomal.

Lo anterior demuestra que la autofagia es un proceso altamente coordinado, el cual
dependeria de otras maquinarias, como la endosomal (Ao et al., 2014). De este modo, BECN1
estaria cumpliendo un rol integrador entra ambas vias, por lo que se sugiere que la inhibicion de
autofagia inducida por AP (Figura 7) se debe a un efecto sobre la via endosomal el cual contiene

al complejo PKD2-BECNL1. Por lo tanto, como proyeccion hacia futuros estudios, se deberia
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iniciar el estudio de las sefiales de destinacion ciliar de BECN1, lo que permitira generar modelos
deficientes de esta proteina, y analizar si este complejo tiene una via de sefializacion dependiente
0 no de mTORCL.

AP como actor en la inhibicién de la autofagia y la ciliogénesis en neuronas hipotaldmicas.

Por otro lado, el AP es un acido graso saturado que se acumula en el hipotdlamo de ratones
alimentados con una dieta alta en grasa (Morselli et al., 2014; Vagena et al., 2019), y diversos
estudios han dado cuenta del efecto inhibitorio que tienen estos acidos grasos sobre la autofagia
en células hipotalamicas (Meng & Cai, 2011; Portovedo et al., 2015; Reginato et al., 2016). EI AP
puede difundir a través de la membrana plasmatica, sin embargo, también puede activar receptores
del tipo Toll como TLR2 (Senn, 2006), TLR4 (Nicholas et al., 2017). Del mismo modo, nuestro
grupo evidencid previamente que AP puede activar FFAR1 (de sus siglas en inglés, Free Fatty
Acid Receptor 1), siendo este receptor critico en el blogueo de la autofagia inducido por AP en
neuronas N43/5 (Hernandez-Céceres et al., 2019). FFAR1 también es conocida como GPR40 (de
sus siglas en inglés, G protein-coupled receptor 40), la cual esta acoplada a la proteina Geq
(Bharate et al., 2009), localizdndose en la membrana plasmatica, mas no en la membrana del cilio
primario (Salehi etal., 2005; Wu et al., 2021). Asi, estudios han mostrado que en un modelo
murino de la enfermedad de Alzheimer, la administracion de un agonista para GPR40 (GW9508),
inhibe la autofagia en células hipocampales (Wang et al., 2024). Ademas, estudios in vitro, en una
linea celular B pancreatica, revelaron que agonistas de GPR40 (Vincamina), aumentaron
significativamente los niveles de cAMP (Du et al., 2019), lo cual es una respuesta similar a la
observada en modelos de ADPKD (Torres & Harris, 2014).

En linea con los antecedentes anteriores, se pudo determinar que AP inhibe la ciliogénesis
en células N43/5 al observarse una disminucién en el porcentaje de células ciliadas, asi como un
acortamiento en el largo del cilio primario a partir de las 2 h de tratamiento (Figura 7A-C). Por lo
tanto, el uso de acidos grasos saturados, como AP, resulta de gran interés por que permite entender
la intercomunicacion entre el cilio primario y la autofagia. Es interesante notar que una
modificacién post-traduccional en la ciliogénesis necesaria para la estabilizacién de microtibulos

es la acetilacion de la a-tubulina en el residuo K40 (Akella et al., 2010). Més aln, estudios han
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mostrado que la acetilacion de tubulina permite su interaccidn con regiones ricas en ceramida de
la membrana ciliar cuando se encuentra S-palmitoilada, generando la estabilizacion del cilio
primario (Tripathi et al., 2021). A pesar de lo anterior, el efecto del AP en temporalidades largas
disminuye el tamafio ciliar, generando lipotoxicidad en diferentes modelos celulares (Al Saedi
et al., 2019; Avalos et al., 2022; Nissar et al., 2015). Por otra parte, se ha demostrado en microglias
y células B-pancredticas que el uso de &cidos grasos insaturados o polinsaturados revierte la
lipotoxicidad producida por AP (W. Liu et al., 2024; Urso & Zhou, 2021). Ademas, en una linea
celular de osteosarcoma, se demostrd que el &cido oleico es capaz de inducir autofagia de una via
que no depende de PI3KCIII ni de BECN1 (Niso-Santano et al., 2015). Mas aun, el &cido oleico,
un &cido graso insaturado, restaura el flujo autofagico de neuronas hipotalamicas tratadas con AP
(He W et al., 2022). Por lo tanto, futuros estudios deberian dar cuenta de la funcion de los acidos
grasos insaturados sobre la formacién del complejo PKD2-BECNL, y si es posible la mantencion

del complejo cuando se realiza un co-tratamiento con AP.

En la linea celular N43/5 se pudo observar una inhibicion de la autofagia después del
tratamiento con AP durante 1 hora, generando una distribucion de puntos de SQSTM1/p62 similar
a la observada tras el uso con Baf-Al (Figura 7D-F). Sin embargo, en tiempos prolongados, se
puede observar la formacion de puntos de gran area, conocidos como cuerpos de inclusion, los
cuales se pueden encontrar en vesiculas neutrales o acidicas (Pankiv et al., 2007). SQSTM1/p62
es una proteina que, a través de su dominio UBA, selecciona los sustratos cargo que seran
degradados mediante la autofagia (Katsuragi et al., 2015). Por lo tanto, el patrén de distribucion
citoplasmatico de SQSTM1/p62 puede significar la acumulacion de sustratos dentro de las
vesiculas autofagicas las cuales no han podido ser degradadas, lo que indica una inhibicion
autofagica (Runwal et al., 2019). Lo anterior puede ser confirmado al realizar el analisis de puntos
de células N43/5 que presentan un constructo estable LC3-GFP-mCherry (Figura 7, 12). Este tiene
la ventaja de ser pH-sensible, por lo que al fusionarse el autofagosoma con el lisosoma, va a existir
un cambio de pH tal que la sefial de GFP se pierde y en la superposicién de canales solo se observan
puntos rojos, mientras que en amarillo tenemos la presencia de todas aquellas vesiculas neutrales
como autofagosomas (Hansen & Johansen, 2011). De esta forma, es posible entonces seguir el

flujo autofagico, por lo tanto, el observar un mayor nimero de autolisosomas (rojo) es indicativo


https://www.zotero.org/google-docs/?mqqaLy
https://www.zotero.org/google-docs/?PhiQd6
https://www.zotero.org/google-docs/?PhiQd6
https://www.zotero.org/google-docs/?QfQbeI
https://www.zotero.org/google-docs/?BUNMo4
https://www.zotero.org/google-docs/?34DiJc
https://www.zotero.org/google-docs/?8vZaVE
https://www.zotero.org/google-docs/?dT72w5
https://www.zotero.org/google-docs/?GWtPLk
https://www.zotero.org/google-docs/?nx5agU

de un aumento en el flujo autofagico, por el contrario, si existe una disminucion de estos se puede

sugerir una inhibicion autofagica (Leeman et al., 2018).

En resumen, y respecto al rol del AP, nuestro estudio pudo mostrar que la induccion de la
ciliogénesis, previene la inhibicion de la autofagia mediada por el tratamiento de este acido graso
a tiempos cortos (Figura 7). Para inducir ciliogénesis, se realizé el silenciamiento de la proteina
MAPA4, una proteina que regula negativamente el largo del cilio (Avalos et al., 2022; Ghossoub
etal., 2013; Mirvis et al., 2018). En el presente trabajo se muestra que al realizar el tratamiento
con AP no sélo disminuyé el porcentaje de células ciliadas, sino también se redujo el largo del
cilio primario (Figura 7A-C). Sin embargo, cuando la ciliogénesis fue inducida con un siRNA
contra MAP4, el cilio primario no fue afectado tanto en nimero como en tamaro al realizar el
tratamiento con AP (Figura 9C-E). Dado que AP disminuye la ciliogénesis a partir de las 2 h de
tratamiento, se decidid realizar una curva temporal de estimulos con AP en células donde la
ciliogénesis fue inducida, de esta forma se pudo determinar si la conservacion del cilio primario
previene el efecto del AP sobre la inhibicion autofagica. Asi, se observo que la induccion de
ciliogénesis con el siRNA de MAP4 previno el blogueo de la autofagia inducido por AP. Por lo
tanto, se determind que el cilio primario posee un papel protector frente a la inhibicién de la

autofagia inducida por AP.

El AP inhibe autofagia al romper la formacién del complejo PKD2-BECNL1 en el cilio
primario.

Si bien multiples estudios han dado cuenta del efecto de AP y otros acidos grasos saturados
sobre la autofagia (Hernandez-Céceres et al., 2019, 2020; X. H. Liang et al., 1999; Libran-Pérez
et al., 2019), no hay claridad sobre el mecanismo por el cual el AP estaria mediando dicho efecto.
Es por esto que se hipotetiza que AP inhibe la formacion del complejo PKD2-BECNL, lo cual
inhibe la autofagia, y esta via se sugiere depende de la modulacion de proteinas Rab, ya que se ve
afectada la maduracion autofagosomal, por lo que seria un mecanismo independiente de la accion
de mTORC1

Finalmente, se realiz6 un anélisis de flujo autofagico en células deficientes de cilio (N43/5
cepl64” y N43/5 transfectadas con un silFT88) (Figura 10) y PKD2 (N43/5 pkd2” y N43/5

transfectadas con siPKD2) (Figura 12). En ambos casos, se observé una inhibicion de la autofagia


https://www.zotero.org/google-docs/?vdbppO
https://www.zotero.org/google-docs/?sH2MzP
https://www.zotero.org/google-docs/?sH2MzP
https://www.zotero.org/google-docs/?IltEHu
https://www.zotero.org/google-docs/?IltEHu
https://www.zotero.org/google-docs/?IltEHu

a nivel basal, por lo tanto, se puede inferir que el cilio primario y PKD2 son necesarios para

promover la autofagia.

En conjunto, nuestros resultados dan luces de un nuevo mecanismo por el cual el cilio
primario y PKD2 modulan la autofagia en células hipotalamicas N43/5. Asi, el tratamiento con
AP rompe la formacion del complejo PKD2-BECNL1, blogueando la autofagia, lo que indica un
posible mecanismo adicional por el cual los &cidos grasos saturados afectan la autofagia en el
hipotalamo, como ocurre en la obesidad inducida por dietas altas en grasas (Hernandez-Céaceres
etal., 2019).

Conclusiones

En conclusidn, este estudio confirma la hipdtesis inicial al demostrar que el tratamiento
con AP causa la pérdida del cilio primario y la disociacién del complejo PKD2-BECNL1, lo que a
su vez conduce al bloqueo de la autofagia en células N43/5. En breve, se mostré que PKD2 y
BECNL1 forman un complejo proteico, el cual localiza en el cilio primario de células N43/5, y la
formacion del complejo PKD2-BECNL1 fue dependiente del cilio primario. Ademas, se evidencio
que tanto PKD2 como la presencia del cilio son elementos cruciales para activar la autofagia. De
manera significativa, se demostrd que el tratamiento con AP no solo interrumpe la formacion del
complejo PKD2-BECNL1, sino también inhibe la autofagia en células N43/5. Por otro lado, se
observod que la presencia del cilio ejerce una funcion preventiva frente al bloqueo de la autofagia
inducido por el tratamiento con AP.

Estos descubrimientos proporcionan una nueva perspectiva sobre el mecanismo mediante
el cual la autofagia puede ser regulada de manera dependiente del cilio primario en células
hipotalamicas tipo POMC, lo que repercute directamente en las vias relacionadas con la sensacion
de saciedad. Investigaciones futuras son necesarias para comprender los mecanismos subyacentes
a la accién del AP sobre el complejo ciliar PKD2-BECNL, y si esto puede ser revertido a través

del uso de acidos grasos mono- o poli-insaturados, para mantener un adecuado flujo autofagico.
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