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Resumen

La autofagia es un proceso de autodegradacion que
implica degradacién y reciclaje de organelas, proteinas
de vida media larga y otras moléculas citoplasmaticas
en el tejido sano y dafado, a través de una via lisoso-
mal. (Knecht E et al. 2009). Durante este proceso varias
proteinas ATG (autophagy-related gene) se combinan
de forma secuencial y terminan por generar vesiculas
de doble membrana conocidos como autofagosomas.
Estas estructuras se forman por el alargamiento y la fu-
sién de un saco de membrana plana, llamado fagoforo,
que envuelve los componentes citoplasmaticos. Se cree
que diferentes compartimentos contribuyen con
proteinas y lipidos para generar el autofagosoma, tales
como el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, mito-
condrias y membrana plasmética (Militello 2011).

Aunqgue el mecanismo molecular de la autofagia no ha
sido totalmente descripto, muchos de los genes impli-
cados en todas las formas de este proceso se han ca-
racterizado tanto en levaduras y células de mamiferos.
Para muchos de los genes ATG de levaduras los ort6-
logos correspondientes se han identificado en los eu-
cariotas superiores, incluyendo mamiferos y el hombre.
Uno de ellos es la proteina LC3 (homdélogo en mamifero
de la proteina de levadura Atg8), la cual se asocia con
el fagoforo y las membranas de vacuolas autofagicas,
siendo un marcador de autofagosomas.

La diferenciacion eritroide implica la progresién a través
de varios cambios bioquimicos y morfolégicos desde los
precursores nucleados al eritrocito maduro. Una de
estas modificaciones intracelulares es el aumento en la
produccion de hemoglobina. Publicaciones anteriores
han demostrado que los diferentes estimuladores fisio-
l6gicos y farmacolégicos de maduracion eritroide son
capaces de inducir la sintesis de la hemoglobina en los
diferentes tipos de células hematopoyéticas humanas
como las células K562 (Bianchi 2012).

De acuerdo con estas observaciones, nuestros resul-
tados sobre la medicion de hemoglobina por espectro-
fotometria y por la observacion de células coloreadas
por la reaccién de bencidina, indican que dihidroxiurea,
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hemina y acido butirico producen un aumento en los
niveles de hemoglobina, siendo hemina el que induce
el mayor incremento.

Algunos informes han propuesto que la autofagia tiene
un papel importante en la maduracion eritroide (Fader
2005), por lo que decidimos estudiar esta via intrace-
lular durante el proceso de eritropoyesis. Conforme a
los datos obtenidos del andlisis de imagenes, nuestros
resultados muestran que las células K562 tratadas con
hemina y tefiidas con May-Grunwald Giemsa revela-ron
la presencia de numerosas vacuolas, asi como un
aumento del tamafio de las mismas comparadas con
células control. Esto nos llevd a determinar si hemina
estaba induciendo autofagia en las células K562. // De
forma interesante, observamos por microscopia confo-
cal que hemina induce la autofagia, generando un au-
mento en el tamafio de las vesiculas autofagicas con
una disminucién concomitante en el nimero de vesi-
culas. Esto sugiere que podrian generarse eventos de
fusiébn homotipicos y heterotipicos entre vesiculas au-
tofagicas y vesiculas de la via endocitica (lisosomas).
Asimismo, observamos por microscopia electrénica de
transmision (TEM) el agrandamiento de autofago-somas
con material degradado en su interior (Figura 1).
Ademas, la induccion de la autofagia por hemina fue
confirmada por Western blot, observandose un flujo
autofagico normal (Figura 2).

La diferenciacion terminal de reticulocitos a eritrocitos
implica la eliminacion coordinada de organelas (Holm:
2002). Varios informes han demostrado que la mitofa-
gia, un proceso de autofagia especifica, esta implicada
en el aclaramiento mitocondrial programado, jugando un
papel importante en la diferenciacion de los reticu-
locitos y linfocitos T (Zhang, 2009). // Nuestros resulta-
dos muestran que las mitocondrias son secuestradas en
las estructuras autofagicas degradativas, en cé-lulas
K562 incubadas con hemina, siendo la proteina NIX (un
miembro de la familia Bcl-2) necesaria para la
incorporacién de estas organelas dentro del auto-
fagosoma. Y también son concordantes con trabajos
gue demuestran que los gloébulos rojos obtenidos en
ratones Nix-/ - acumulan mitocondrias, evitando su de-



gradacion (Novak, 2010). // Asimismo, se ha observado
que el aclaramiento de mitocondrias se encuentra alte-
rado en ratones Nix-/ -, los cuales tienden a desarrollar
anemia, reticulocitosis e hiperplasia mieloide eritroide
(Sandoval, 2008; Schweers, 2007). En conjunto, estos
resultados sugieren que NIX juega un papel critico en la
maduracion eritroide.

La despolarizacion de la mitocondria es una importante
sefial para la eliminacién de esta organela. Para deter-
minar si hemina producia despolarizacién utilizamos la
sonda TMRE, que marca las mitocondrias polarizadas.
Con esto demostramos que el tratamiento con hemina
de las células K562 produce una reduccion del 50% en
el potencial de membrana mitocondrial. Sin embargo, la
viabilidad de las mitocondrias aisladas no se vio afec-
tada cuando estos organulos se incubaron en presen-
cia de hemina, lo cual indica que el efecto de hemina
sobre la organela no es directo.

Por otro lado, también pudimos determinar que hemina
induce el secuestro de mitocondrias por la via autofa-
gica, y las dirige hacia la degradacion lisosomal. Esto se
logré visualizar por microscopia confocal, al obser-var
que las mitocondrias marcadas con mitotraker, co-
localizaban con vesiculas autofagicas marcadas con
GFP-LC3 (Figura 3), y que estas estructuras eran de-
gradativas, ya que también colocalizaban con vesiculas
marcadas con la proteina lisosomal GFP-LAMPL1.

Los datos obtenidos en nuestro trabajo sugieren que
hemina es capaz de producir despolarizacion de la
membrana mitocondrial e inducir mitofagia en células
K562, siendo la proteina NIX necesaria para la progre-
sion de la degradacion de esta organela. Este proceso
inducido por hemina nos permite dilucidar un meca-
nismo molecular que permitiria una maduracién eritroi-
de mas rapida y eficiente, el que podria ser tenido en
cuenta como una alternativa terapéutica que ayude en
el tratamiento de la leucemia mieloide crénica (LMC).

Figura 1. Microfotografia electrénica de células K562 tratadas con
hemina, donde se observan vesiculas degradativas
(autofagolisoso-mas).
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Figura 2. Deteccion de la proteina LC3 por Western blot en lisado
de células K562, incubadas en medio completo en ausencia (Ctr)
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Figura 3. Microscopia confocal donde se observa que las células
K562 tratadas con hemina muestran un mayor nimero de mitocon-
drias (rojas) secuestradas en vesiculas autofagicas (verdes), en
com-paracion con las células control.
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