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HEMINA

La autofagia es un mecanismo de homeostasis celular, en el cual macromolécu-
las citosdlicas e incluso organelas enteras son degradadas en los lisosomas. Du-
rante este proceso varias proteinas ATG (autophagy-related gene) se combinan
de forma secuencial, induciendo la prolongacion de membranas especializadas
del reticulo endoplasmatico (Fagoforo) que al fusionarse forman el autofagoso-
ma. Esta vacuola comienza a madurar por fusién con vesiculas provenientes de
la via endocitica dando origen al anfisoma, el cual finalmente se fusiona con el
lisosoma para degradar su contenido (autofagolisosoma). Diariamente se pro-
ducen en nuestro organismo cantidades extraordinarias de células sanguineas,
tales como los globulos rojos o eritrocitos, los cuales se generan a través de un
proceso denominado eritropoyesis. Es importante tener en cuenta que los reticulocitos (precursores inmediatos
de los eritrocitos) sufren una extensiva remodelacion de sus estructuras internas, lo cual asegura su funcién celular
critica. Varios trabajos han demostrado la importancia de la autofagia en la maduracién de algunos tipos celulares,
como los reticulocitos. El estudio en profundidad de los mecanismos moleculares que regulan la autofagia aporta-
ra datos importantes para entender con mayor profundidad los mecanismos de diferenciacion eritroide, especial-
mente en las hemopatologias como las leucemias. Nuestro modelo celular son las células K562, las cuales provie-
nen de pacientes con leucemia mieloide crénica, siendo muy utilizadas como modelo de diferenciacion eritroide.
Resultados previos de nuestro laboratorio, por microscopia de fluorescencia confocal y microscopia electrénica
de transmision, han demostrado que la incubacion de las células K562 con hemina (inductor fisioldgico de la eri-
tropoyesis) es capaz de inducir la autofagia. Actualmente decidimos estudiar si hemina es capaz de aumentar los
niveles de expresion de algunos genes relacionados con la autofagia. Para ello realizamos una RT-PCR en tiempo
real de las células K562 incubadas en presencia de hemina. De forma interesante, observamos que hemina incre-
mentd los niveles de los genes autofagicos ATG8, ATG6 y ATG5. Consistente con esta observacion, también se
observo, por Western Blot, elevados niveles de estas proteinas, sugiriendo que hemina es capaz de estimular la
autofagia, induciendo la expresiéon de los genes autofagicos. Asimismo, nuestro analisis por microscopia de fluo-
rescencia confocal demostrd que hemina es capaz de inducir un aumento de la cantidad de mitocondrias dentro
de los autofagosomas degradativos. Para corroborar estos datos, decidimos realizar por microscopia confocal,
cortes seriados de distintos planos focales de células K562 incubadas en presencia de hemina. Luego, mediante
el Software Reconstruct, armamos una reconstrucciéon en 3 dimensiones de la célula. Claramente se puede obser-
var mitocondrias atrapadas dentro de autofagosomas. Esto nos confirma que hemina induce la degradacion de
las mitocondrias en este tipo celular. Trabajos recientes han demostrado que la proteina NIX es requerida para di-
rigir las mitocondrias al interior del autofagosoma para su degradacioén. De forma interesante, hemos determinado
mediante la sobreexpresion de esta proteina, asi como el knockdown (deplecién) de la misma con RNAs interfe-
rentes, que NIX es necesaria para la degradacion de las mitocondrias, inducida por hemina. Ademas, mediante la
utilizacion de sondas fluorescentes mitocondriales, pudimos observar por microscopia de fluorescencia, asi como
por citometria de flujo, que hemina induce la despolarizacion de las mitocondrias. En conclusién, nuestros resulta-
dos sugieren que la estimulaciéon de los mecanismos de maduracion eritroide, por un compuesto natural como es
la hemina, es capaz de estimular la sintesis de hemoglobina e inducir una respuesta autofagica en células K562.
Esta respuesta genera el secuestro de mitocondrias dentro de los autofagosomas para su degradacion, siendo la
proteina NIX fundamental para dicho proceso. Nosotros creemos que la induccion de este mecanismo llevaria a
una maduracion mas rapida y eficiente.

113



