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Resumen

La autofagia es un mecanismo por el cual macromoléculas
citosolicas e incluso organelas enteras, son secuestradas
en estructuras membranosas para su degradacién. Ha
sido asociada a procesos tan importantes como la
diferenciacion de los reticulocitos, ya que es necesario el
remodelamiento y la eliminacion de ciertas estructuras
internas. En nuestro laboratorio evaluamos el grado de
maduracion de las células K562, mediante la medicion de
los niveles de hemoglobina. Nuestros resultados
muestran que frente a distintos inductores de
maduracion, la estimulacién de la maduracion con hemina
fue la mas marcada. Por otro lado determinamos por
microscopia confocal la distribucion de las proteinas LC3
o Rab1ll, en células K562 que co-expresaban RFP-LC3 y
GFP-Rab11 al ser incubadas en presencia de hemina.
Observamos que el tratamiento con hemina generé un
agrandamiento de vesiculas en los que coexistian ambos
marcadores. Para estudiar los posibles cambios
moleculares que puede sufrir la proteina LC3 en presencia
de un estimulo de maduracion, se realizé Western blot de
las células K562 GFP-LC3 incubadas en presencia y
ausencia de hemina. Como resultado, aquellas células que
fueron incubadas en presencia de hemina la banda
correspondiente a la proteina LC3 presentaba un peso
menor (35Kd) a aquellas que no fueron incubadas en
presencia de hemina (42Kd). Esto nos sugiere que frente
al estimulo de maduracién, la proteina LC3 podria estar
siendo clivada para generar un producto de menor peso
molecular. Nuestros resultados sugieren que la
estimulacidon de los mecanismos de maduracién podria
inducir una respuesta autofagica en células K562 que
llevaria a una maduracion mas rapida y eﬂiciente.
Introduccién

~

'@ UMazg

Mendoza. Argentina. cfader@fcm.uncu.edu.ar

La autofagia (del griego autos, si mismo, y phagein, comer)
es el proceso de supervivencia que la célula utiliza para
aislar y degradar macromoléculas u organelas enteras
redundantes o dafiadas; las mismas son secuestradas en
estructuras membranosas que posteriormente ingresaran
a la via degradativa lisosomal. (Blommaart, et al, 1997;
Klionsky, et al, 1999; Shintani, et al, 2004). Este proceso
comienza con la prolongacion de membranas
especializadas del reticulo endoplasmatico (fagéforo o
membrana de aislamiento) que envuelven parte del
citoplasma y organelas, y que al entrar en contacto sus
extremos y fusionarse, forman una vesicula de doble
membrana llamada autofagosoma. El autofagosoma
comienza a madurar por fusion con vesiculas
provenientes de la via endocitica (por ejemplo los cuerpos
multivesiculares (MVBs)) (Mijaljica, et al, 2006) dando
origen al anfisoma o vacuola autofagica intermedia
(VAi/d). El anfisoma termina, posteriormente,
fusionandose con el lisosoma para degradar su contenido
a compuestos mas simples, contribuyendo de esta
manera a la homeostasis de la célula (Dunn, et al, 1990;
Klionsky, et al, 2000; Mortimore, et al, 1996). Diferentes
sefiales extracelulares pueden inducir la activacién de la
via autofagica, tales como el ayuno (privacién de suero y
aminoacidos) o estrés (Mizushima, et al, 2001). La
proteina citosdlica LC3/Atg8, se ha encontrado asociada a
la membrana interna y externa de estructuras

autofagosomales, por lo que es un buen marcador de
autofagosomas.

En el proceso de endocitosis, los endosomas tardios
pueden sufrir una invaginacion hacia el lumen de su
membrana endosomal, y por posterior estrangulamiento
y corte comienza a acumular en su interior pequeiias
vesiculas.

Estos endosomas son llamados cuerpos
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multivesiculares (MVBs) (Johnstone, et al, 1987). Este tipo
especial de endosomas puede finalmente fusionarse con
el lisosoma degradando las vesiculas y proteinas
presentes en el MVB (Futter, et al, 2001). Por otro lado,
en algunos tipos celulares los MVB son capaces de
fusionarse con la membrana plasmatica, liberando al
espacio extracelular las pequefias vesiculas que contienen
en su interior, las cuales por su caracter exocitico se las
denomina exosomas (Stoorvogel, et al, 2002; Thery, et al,
1999).

Tal es el caso de algunas células de la linea eritroide, como
los reticulocitos, en las que se ha observado que ciertas
proteinas de la membrana plasmatica que no son
necesarias, como el receptor a transferrina, son
internalizadas por endocitosis y luego derivadas a los
exosomas (Harding, et al, 1983; Pan, et al, 1983), lo cual
ayudaria a la maduracion de este tipo celular a gldbulo
rojo maduro (Pan, et al, 1985).

La maduracién eritropoyética se inicia con la estimulacion
programada de células madre en médula dsea por
factores de crecimiento externos que provocan un
equilibrado balance entre el crecimiento celular, la
diferenciacion y la muerte celular programada. La
diferenciacién consiste en la disminucién del tamafio
celular, pérdida del nucleo y de organelas (mitocondrias,
ribosomas, etc.) para generar finalmente globulos rojos
maduros. Las células K562 son una linea celular derivada
de pacientes con leucemia mieloide crénica (tienen
caracteristicas eritroides), poseen el cromosoma
Philadelphia y pueden ser crecidas en cultivos en
suspension (Johnstone, 1996 3; Lozzio, 1975; Tsiftsoglou,
2003). Por otro lado las células K562 han sido muy usadas
como modelo de diferenciacion, ya que dependiendo de
la droga inductora pueden madurar a células de la linea
megacariocitica o eritropoyética, siendo hemina uno de
los inductores de la eritropoyesis y la maduracion
eritroide. (Dean, 1983; Tsiftsoglou, 1989; Tsiftsoglou,
1991). Material y Método

Estimulacién de la maduracidn en células K562 y medicién
de hemoglobina: A fin de estimular la maduracién de las
células K562, con su consiguiente produccién de
hemoglobina (Hb), las mismas fueron incubadas en medio
de cultivo RPMI con 10% de suero fetal bovino en
presencia de distintos inductores de la maduracién: 50
UM de hemina, 10 nM de PMA, 100 uM de hidroxiurea o
1,4 mM de &acido butirico a 372C, durante 5 dias.
Posteriormente las células fueron recolectadas vy
analizadas. La concentracion de Hb producida por la célula
se midié analizando la actividad peroxidasa que presenta
la Hb, la cual finalmente produce la oxidacién de la
benzidina, dando una reaccién colorimétrica. Esta
reaccion se realizd sobre un lisado celular, para luego
cuantificar por espectrofotometria a 450nm el
sobrenadante y directamente sobre un cultivo celular con
posterior visualizacion de la marcacidon por microscopia
Optica.

Deteccion de LC3 por Western Blot: Se realizé un SDS-
PAGE de células K562 sobreexpresando GFP-LC3 de forma
estable e incubadas en distintas condiciones.
Posteriormente se transfirieron las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa e incubadas con un
anticuerpo anti-GFP. El revelado de la correspondiente
banda se realizdé por quimioluminiscencia (Pierce,
Tecnolab S.A.).

Deteccion de anfisomas: Las células K562 fueron co-
tranfectadas con plasmidos recombinantes para la
proteina LC3 fusionada con RFP (red fluorescent protein)
y para la proteina Rabll fusionada con GFP.
Posteriormente se incubaron con hemina durante 5 dias a
379C. A continuacion, fueron observadas por microscopia
de fluorescencia confocal. Obtencién y marcacion de
células de médula 6sea (MO) de ratdn: Se utilizaron
ratones CF1l criados en el bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Cuyo. Estos
fueron sacrificados por dislocacion cervical y sometidos a
una pequefia cirugia donde se descubrid la regidn del
fémur. Luego se cortd la cabeza del fémur para exponer la
MOy con la ayuda de una jeringa de tuberculina se extrajo
la MO, la cual fue recolectada en 1ml de buffer PBS.
(Protocolo aprobado por CICUAL FCM-UNCuyo).

Las células de MO de ratdn fueron incubadas con durante
5 dias a 372C en presencia de hemina o rapamicina
(inductor farmacolégico de la autofagia) durante 2hs.
Luego se procedi6 a la marcacion de los
autofagolisosomas con monodansilcadaverina (MDC), un
compuesto fluorescente que se acumula en vesiculas
acidicas, especificamente autofagolisosomas, durante 10
minutos a 37°C.

Resultados y discusion

Hemina produce un marcado aumento de los niveles de
Hb

La estimulacién de la maduracién de las células K562, por
algunos compuestos, produce un aumento de los niveles
de hemoglobina fetal. En nuestro laboratorio evaluamos
estos niveles mediante la  medicion de Ia
autofluorescencia de la hemoglobina o por medicién del
caracter reductor de la misma frente a compuestos como
la benzidina (ver materiales y métodos). Nuestros
resultados muestran que frente a distintos inductores de
maduracion como lo son la hidroxiurea, la hemina, un
ester de forbol (PMA) o butirato de sodio, la estimulacion
de la maduracion con hemina fue la mas marcada (un
aumento del 320%), comparado con el control (células
K562 sin estimulacion).
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Figura 1: Hemina produce un marcado aumento de los niveles de Hb. A: Células K562 incubadas en 100 uM de
Hidroxiurea (H.U.), 50 uM de Hemina, 10 nM de Acido forbol ester (PMA) y 1,4 mM de Acido Butirico a 37 °C
durante 5 dias. Se midi6 espectrofotométricamente (450 nm) la produccién de Hb por la reaccién de la benzidina.

B: Visualizacion de la produccién de Hb por reaccién colorimétrica de la benzidina.
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Hemina produce un aumento del nimero y tamao de los
anfisomas

Trabajos anteriores de nuestro grupo (Savina, et al, 2005)
han demostrado que la proteina Rab11, de la familia de
las GTPasas, decora la membrana de una poblacién de
MVBs y esta involucrada en la formacion y liberacién de
exosomas en células K562 (Savina, et al, 2002). Estos
resultados llevaron a identificar a Rab11 como la primera
proteina Rab participante del proceso de secrecién de
exosomas. Determinamos por microscopia confocal la
distribucion de las proteinas LC3 y Rab11, en células K562
que co-expresaban RFP-LC3 y GFP-Rab11 al ser incubadas
en presencia de hemina. Sorprendentemente se observo
que en aquellas células que sobreexpresan tanto RFP-LC3
y GFP-Rab11 se generd un agrandamiento de vesiculas en
los que coexistian ambos marcadores, GFP-Rabll y
RFPLC3. Estos resultados nos sugieren que la estimulacién
de la maduracién con hemina de las células K562, podria
estar activando la via de formacidn de los MVBs y la via
autofagica.

Para estudiar los posibles cambios moleculares que puede
sufrir la proteina LC3 en presencia de un
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estimulo de maduracidn, se realizdé una electroforesis de
un lisado de células K562 GFP-LC3, incubadas en presencia
y ausencia de hemina, luego fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa e incubadas con un
anticuerpo anti-GFP. Como resultado se obtuvo que en
aquellas células que fueron incubadas en presencia de
hemina la banda correspondiente a la proteina LC3
presentaba un peso menor (50Kd) a aquellas que no
fueron incubadas en presencia de hemina (65Kd). Esto nos
sugiere que frente al estimulo de maduracién la proteina
LC3 podria estar siendo clivada para generar un producto
de menor peso molecular. Hemina generd un aumento del
tamafio de los autofagosomas en células de médula ésea
de raton Se observd por microscopia confocal que las
células presentaban niveles basales de autofagia
aumentados en condiciones controles. Ademads en
presencia de rapamicina (inductor farmacoldgico de la
autofagia) hubo un marcado aumento del nimero y
tamafio de los autofagosomas en relacién a la situacion
control, indicando que estas células responden de manera
similar a la linea celular K562.

Hemina 2 dias Ctrol Hemina 5

dias
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50 KD
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Figura 2: La hemina produce estimulacion de la via
autofagica. A: La hemina produce un aumento del
namero y del tamafo de los anfisomas. . B: Western Blot
de células K562 incubadas en distintas condiciones. GFP-
LC3 es clivada en células K562 incubadas en presencia de
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hemina. Ctrol: control,

(inductor de la autofagia).
Control Rapamicina Hemina

Figura 3: Hemina produce un aumento de los
autofagolisosomas en células de MO de raton. Células de
MO de raton CF1 fueron incubadas en presencia de
rapamicina y hemina durante 5 dias a 37°C.

Ay: ayuno, Mon: monensina

Magnificacion

Conclusion

La hemina es un buen inductor de la sintesis de Hb en
células K562. Esta genera un aumento de la respuesta
autofagica, aumentando tanto el nimero como el tamafio
de las vesiculas autofagicas (autofagosomas, anfisomas y
autofagolisosomas) en células K562 y en MO de ratones
CF1. Esto probablemente llevaria a una maduracién mas
rapida y eficiente. El entendimiento y manipulaciéon de la
maquinaria molecular que interviene en la maduracion
eritropoyética y el rol que cumple la autofagia en dicho
proceso podria convertirlos en un blanco terapéutico
frente enfermedades como la eritroleucemia.
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