La hemina induce la autofagia en eritroblastos leucémicos
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Introduccion

La autofagia es una via intracelular mediante la cual
organelas son secuestradas en vesiculas llamadas
autofagosomas para su degradacion. Este proce-
so fisioldgico ha sido asociada a procesos como el
envejecimiento celular y la maduracién de algunos
tipos celulares, como los eritroblastos, que eliminan
algunas de sus organelas por esta via para dar lugar
al glébulo rojo maduro. Una de las proteinas que es
requerida en la autofagia es la citosolica LC3, que
es un buen marcador de autofagosomas cuando se
asocia a la membrana del mismo.

Objetivo

Determinar el rol de la hemina en la maduracion eri-
tropoyética y su relacion con la autofagia, dilucidan-
do los componentes moleculares involucrados en
esta via degradativa intracelular.

Metodologia de trabajo

Utilizamos células K562 (eritroblastos leucémicos)
tratados con 50um de hemina. Luego cuantificamos
la maduracién celular (concentracién de hemoglobi-
na) por espectrofotometria. Asimismo, observamos
la estimulacion de la via autofagica por microscopia
confocal y Western blot.

Resultados

Incubamos células K562 frente a distintos inductores
de maduracion, determinando que la estimulacion
con hemina produjo una mayor maduracion (aumen-
to del porcentaje de hemoglobina). Por Western blot
analizamos los niveles de LC3 en un lisado celular,
observando un aumento de la expresion de LC3 to-
tal, como también un incremento del procesamien-
to de LC3 | a LC3 Il, sugiriendo una estimulacion de
la via autofagica. Medimos los niveles de autofagia
inducidos por diferentes inductores, analizando por
microscopia confocal la colocalizacién entre dos
marcadores de vesiculas autofagicas (GFP-LCS,
monodansilcadaverina) vy lisotracker (marcador li-
sosomal). Las vesiculas que presentaban los tres
marcadores fueron cuantificadas, observandose que
la hemina estimuld un aumento de la formacion de
vesiculas autofagicas degradativas (autolisosomas).
La pérdida de las mitocondrias por despolarizacion
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(pérdida de funcionalidad) es un marcador de ma-
duracion eritropoyética. Para determinar el grado de
funcionalidad de éstas utilizamos la sonda TMRE,
la cual marca fluorescentemente las mitocondrias
funcionales polarizadas. Observamos que las célu-
las incubadas con hemina presentaban una menor
marca de mitocondrias polarizadas, comparadas
con el control, sugiriendo esto que la hemina indu-
ce la despolarizacion de mitocondrias, favoreciendo
asi su degradacion. Células K562 que expresaban
GFP-Lamp1 (marcador lisosomal) y tratadas con he-
mina fueron incubadas en presencia de mitotracker
(marcador de mitocondrias). Se observé un aumento
del nimero de mitocondrias dentro de estructuras li-
sosomales, sugiriendo que son degradadas en este
tipo de vesiculas.

Conclusién

Nuestros resultados sugieren que la estimulacion de
los mecanismos de maduracién con hemina podria
inducir una respuesta autofagica en células K562
que llevaria a una maduracién mas rapida y eficiente.
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