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RESUMEN

Doxorrubicina es un efectivo agente quimioterapico ampliamente utilizado en el
tratamiento de diversos tipos de cancer. Sin embargo, su cardiotoxicidad es el principal
factor limitante y puede presentarse como una cardiomiopatia aguda o crénica. En este
ultimo caso, el paciente puede desarrollar cardiomiopatia dilatada e incluso insuficiencia

cardiaca.

Multiples mecanismos participan en la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina,
entre los que se incluyen formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), alteraciones
en la estructura sarcomérica, disfuncion mitocondrial, sobrecarga de calcio y un conjunto
de alteraciones en diferentes procesos intracelulares que conducen a la muerte de

cardiomiocitos por apoptosis y/o necrosis.

Actualmente se ha propuesto a la autofagia como una forma alternativa de muerte
celular. Sin embargo, para considerarla como tal, es necesario analizarla en el contexto

en el cual se desarrolla y la magnitud y/o duracién del estimulo que la provoca.

La autofagia es un proceso fundamental para la célula. La autofagia basal degrada
proteinas de vida media larga, organelos envejecidos y material intracelular, permitiendo
la reutilizacion del material citoplasmatico. Sin embargo, en condiciones desfavorables,
como la privacion de nutrientes o carencia de factores de crecimiento, este proceso se
activa para proporcionar sustratos para la sintesis de proteinas y ATP para restablecer la
homeostasis celular. La autofagia es un proceso dindmico que procede con el secuestro
de material citoplasmatico dentro de vacuolas de doble membrana Illamadas
autofagosomas, que al fusionarse con los lisosomas, degradan el material incorporado.
Diferentes vias de sefializacion regulan la autofagia, siendo la via de la PI3BK/AKT/mTOR

una de las mas importantes para inhibir este proceso.

En la literatura no esta claro el efecto de la doxorrubicina sobre la autofagia debido
principalmente a las diferencias en los modelos de estudio. Dado el papel fundamental de
la autofagia basal en la homeostasis celular, es relevante investigar como la doxorrubicina

altera este proceso y su relacién con la muerte del cardiomiocito.
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Para realizar esta investigacion, en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata
neonata se expusieron a doxorrubicina 1 uM por 24 h o curso temporal, para caracterizar
el tipo de muerte celular gatillada por doxorrubicina y posteriormente determinar el efecto
sobre la autofagia.

Los resultados mostraron que el tratamiento con doxorrubicina 1 uM por 24 horas
produjo un aumento de la muerte de los cardiomiocitos por necrosis, lo que se evidencié
por incrementos en la liberacion de LDH, disminucion del contenido de ATP y por un
aumento en la marca anexina V-FITC al compararlos con la condicion control. Ademas se
observdé muerte por apoptosis, con un aumento maximo en los niveles de la proteina

caspasa 3 fragmentada a las 6 horas, respecto de su condicion control.

Para investigar el efecto de doxorrubicina sobre la autofagia se evaluaron los niveles
de las proteinas LC3 y p62 por Western blot. Los resultados mostraron menores niveles
de ambas proteinas a las 24 horas de exposicién con respecto de la situacién control.
Estos resultados no son concluyentes para establecer que la autofagia esta inhibida. Por
lo tanto, para aclarar este punto se determinaron los niveles de LC3 y p62 en condicién
de flujo autofagico, es decir utilizando el inhibidor de la fusién autofagosoma-lisosoma,
bafilomicina A durante el mismo periodo de tiempo de exposiciébn a doxorrubicina. Los
resultados mostraron que en la condicion doxorrubicina mas bafilomicina A, los niveles de
las proteinas LC3 y p62 fueron menores que en la situacion control mas bafilomicina A.
De acuerdo a las condiciones en que se mantuvieron los cardiomiocitos, los resultados

indican que doxorrubicina inhibio la autofagia basal.

Para relacionar el efecto inhibitorio de doxorrubicina sobre la autofagia con la
muerte celular, se determiné el porcentaje de muerte por liberacion de LDH, inhibiendo la
autofagia con bafilomicina A, 3-metiladenina y con un siRNA para beclin 1. Los resultados
mostraron que al inhibir la autofagia en presencia de Doxorrubicina aument6 ain mas el
porcentaje de muerte de los cardiomiocitos. Por el contrario, la utilizacion del inductor de
la autofagia rapamicina disminuyé el porcentaje de muerte. Estos resultados indican que
la autofagia es importante para la sobrevida del cardiomiocito y que su inhibiciébn con

doxorrubicina favorece la muerte celular.
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Por dltimo, doxorrubicina aumentd los niveles de la forma fosforilada de AKT y
p70S6K y disminuyd los niveles de Beclin, sugiriendo que la doxorrubicina ademas activa

la via transduccional que regula negativamente a la autofagia.
En conclusion, los resultados indican que la doxorrubicina inhibe la autofagia basal

y contribuye a la muerte del cardiomiocito. Estos resultados se podrian postular como un
nuevo mecanismo que permitiria explicar la cardiotoxicidad de este antineoplésico.
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SUMMARY

Doxorubicin is an effective chemotherapeutic drug widely used in the treatment of
several types of cancer. However, its cardiotoxicity represents the mayor limiting factor.
Cardiotoxicity may develop as either acute or chronic cardiomyopathy. In the last case, the

patient developes dilated cardiomyopathy and eventually heart failure.

Multiple mechanisms have been proposed in doxorubicin-induced cardiotoxicity,
including reactive oxygen species (ROS) generation, sarcomere structure alterations,
mitochondrial dysfunction, calcium overload and a set of other alterations in key
intracellular processes. All of them lead to the loss of cardiomyocytes by apoptosis and/or

necrosis.

Autophagy has been proposed as alternative form of cell death. However, it is
important to bear in mind the context in which it takes place and the magnitude and/or
exposure time of the stimulus. Autophagy is an essential cell process. Basal autophagy
degrades long half-life proteins, aged and dysfunctional organelles and intracellular
materials allowing their reutilization. However, under unfavorable conditions such as
starvation or lack of growth factors, this process increases its activity by providing
substrates for the synthesis of novel proteins and ATP to restore cell homeostasis.
Autophagy is a dynamic process involving the engulfment of cytoplasmic materials within
double membrane vacuoles called autophagosomes. Then, they fused with lysosomes to
degrade the sequestered material. Different signaling pathways regulate autophagy, being
the PIBK/AKT/mTOR pathway one of the most important to inhibit this process.

In the literature, it remains unclear the effect of doxorubicin on cardiomyocyte basal
autophagy due to the different experimental models and conditions used in those works.
Given the key role of basal autophagy on cell homeostasis, it is important to investigate if

doxorubicin can alter this process and its relationship with cardiomyocyte death.

To this end, cultured rat neonatal cardiomyocytes were exposed to doxorubicin 1
MM per 24 hours to investigate the type of cell death triggered by doxorubicin and

subsequently to determine the effect on basal autophagy. The results showed that
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doxorubicin treatment for 24 h stimulated cardiomyocyte death by necrosis, as evidenced
by increased LDH release, a drop in ATP content and by increased annexin V-FITC
staining relative to control. Cardiomyocyte apoptosis was also observed, reaching a peak
in the levels of cleaved caspase 3 after 6 h treatment with doxorubicin.

To study the effect of doxorubicin on autophagy, LC3 and p62 protein levels by
assessed by Western blot. The results showed that doxorubicin reduced the levels of both
proteins after 24 hours of exposure respect to controls. However, we cannot conclude that
autophagy is inhibited. To clarify this point we determined LC3 and p62 protein levels
under conditions of autophagy flux, using bafilomycin A. The results showed autophagy
flux was also inhibits by doxorubicin. These results suggest that doxorubicin inhibits

cardiomyocyte basal autophagy.

To investigate the relationship between the inhibitory effect of doxorubicin on
autophagy and cardiomyocyte death, the percentage released LDH was evaluated using
bafilomycin A, 3-methyladenine or a siRNA for Beclinl. The results showed that the
inhibition of autophagy with bafilomycin A, 3-methyladenine or siRNA for beclin 1 in the
presence of doxorubicin increased even more the percentage of dead cardiomyocytes. On
the other hand, the use of the inductor of autophagy rapamicyn decreased cardiomyocyte
death triggered by doxorubicin. These data suggest that basal autophagy is important for

cardiomyocyte survival and its inhibition promotes cell death.

Finally, we found that doxorubicin stimulated AKT and p70S6K phosphorylation
and decreased beclin 1 protein levels, suggesting that doxorubicin also activates this

signaling pathway to negatively regulate cardiomyocyte autophagy.

In summary, the results showed that doxorubicin inhibits basal autophagy and
contributes to cardiomyocyte death and represent a new mechanism to explain

doxorubicin cardiotoxicity.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad altamente prevalente y una de las principales
causas de mortalidad a nivel mundial, 7,6 millones de defunciones ocurrieron en el afio
2008, equivalente al 13 % del total. Se estima que las muertes por cancer seguiran
aumentando y pasaran los 11 millones en el afio 2030. En Chile, este aumento también se

ha observado, llegando a un 24,8 % de defunciones en el afio 2005 (1).

Esta enfermedad se caracteriza por la existencia de células que han
experimentado una alteracion severa en los mecanismos que regulan su capacidad de
diferenciacion y proliferacion celular. La proliferacion excesiva ocasiona la migracion de

estas células hacia otros territorios, donde mantienen su capacidad de crecer y proliferar.

El objetivo de la terapia antineoplasica es la eliminacién de estas células
anormales. Para ello la farmacoterapia antineoplasica constituye una herramienta que se
utiliza para mejorar el pronostico de la enfermedad, ya sea en forma aislada o combinada

con cirugia y/o radioterapia.

La accién de los farmacos antineoplasicos se dirige por lo general a frenar la
proliferacién y/o crecimiento celular y para ello actian principalmente sobre el DNA, el
MRNA o la sintesis de proteinas. Sin embargo este mecanismo poco especifico afecta del
mismo modo a 6rganos Y tejidos sanos, dando origen a toxicidad o efectos colaterales,
los que con frecuencia limitan las posibilidades de administrar la dosis total de

medicamento que tedricamente seria conveniente.

Los farmacos antineoplasicos se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accion.
Dentro de los que acttan sobre el DNA se encuentran los derivados antraciclinicos, una
familia de antibidticos muy utilizados como primera linea de tratamiento en leucemias,
linfomas y una gran variedad de tumores sélidos, entre los que destaca el cancer de

mama. Su principal exponente de uso actual es la doxorrubicina.

1.1. Generalidades de la doxorrubicina

La doxorrubicina (Figura 1) es uno de los compuestos antraciclinicos originales
gue se aislo de la bacteria Streptomyces peucetius en 1960. Hasta la fecha se considera

uno de los farmacos antineoplasicos més eficaces para el tratamiento de la leucemia,
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linfoma de tipo Hodgkin’s y no Hodgkin’s, el cancer de mama (2), sarcoma de Kaposi,
cancer de estdmago, ginecolégicos y urogenital (3,4). Los mecanismos de toxicidad de
Doxorrubicina sobre las células neoplésicas incluyen: (a) intercalacion entre las pares de
bases del DNA, (b) inhibicion de los procesos de replicacion y transcripcion, (c) alquilacion
del DNA, (d) inhibicion de la topoisomerasa Il, (e) generacion de radicales libres
produciendo dafio en el DNA (f) lipoperoxidacion de membranas, (g) interferir con la

apertura de las hebras de DNA e inhibicién de la helicasa (5).

Figura 1. Estructura quimica de la doxorrubicina

1.2. Doxorrubicinay cardiotoxicidad

Durante las pruebas preliminares de toxicidad en pacientes se detectaron varios
efectos adversos, los cuales incluian: nauseas, vomitos y fiebre, comunes a todos los
antineoplasicos (6). Actualmente, se han descrito muchos mas, sin embargo, la toxicidad

sobre el corazon es el de mayor complejidad.

Los efectos sobre el corazon fluctian en severidad y se clasifican de acuerdo a la
temporalidad en que se presentan. En relacion al tiempo de aparicion, la cardiotoxicidad
por doxorrubicina se clasifica en: aguda, la cual ocurre inmediatamente después de
administrado el medicamento por infusion IV. Temprana, cuando se presenta dentro del
afio de exposicion y cronica, 1 a 20 afios después de terminado el tratamiento (7). La

cardiotoxicidad aguda es un proceso reversible y se manifiesta con perturbaciones en la
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conduccién eléctrica y arritmias. En cambio, la aparicion de ambas toxicidades, temprana
y crénica, estan en funcion de la dosis total administrada del farmaco y se manifiesta con
una disminucién en la funcién ventricular izquierda, lo que se traduce en un deterioro en la
capacidad de realizar ejercicio y un progresivo aumento en los sintomas de insuficiencia

cardiaca (8).

1.3. Mecanismo de cardiotoxicidad

El mecanismo por el cual los antraciclinicos producen cardiotoxicidad todavia es
controversial. Sin embargo, los antecedentes actuales sugieren que este efecto ocurre por

mecanismos distintos de los que median su accion antitumoral (9).

Los principales mecanismaos propuestos son:

Estrés oxidativo celular

Debido a un aumento en la concentraciébn de especies reactivas del oxigeno
(ROS) (10). La formacion de ROS se produce por dos vias: una enzimatica, en la cual
doxorrubicina es reducida por la NADPH citocromo P450 reductasa, generando un radical
semiguinona que interactla con el oxigeno generando el radical superéxido. La segunda
via involucra reacciones en las cuales participa el ion hierro en la generaciéon del radical
superoéxido. Este radical al reaccionar con el H,O, forma el radical hidroxilo, una de las
ROS mas agresivas (11, 12) (Figura 2). La vulnerabilidad del tejido cardiaco al dafio por
ROS, se debe entre muchos factores a su elevado metabolismo oxidativo y su escasa
defensa antioxidante, comparada con la de otros 6rganos como el higado y rifiones. De
hecho las actividades de las enzimas catalasa y superdxido dismutasa son mas bajas
(14), concomitantemente con una disminucion en los niveles de antioxidantes endégenos
como GSH (10).
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Figura 2. Formacion de ROS por doxorrubicina. La doxorrubicina forma especies
reactivas del oxigeno debido a su estructura quimica. La capacidad de generar un ciclo
redox al transitar de quinona a semiquinona utilizando al oxigeno como intermediario y
con la participacion de la enzima NADPH citocromo P450 reductasa, o bien formando
complejos con el ion hierro, son los dos mecanismos propuestos que participarian en la
generacion de la cardiotoxicidad. Adaptado de Milik y col 2012 (13).

Inhibicién de la expresién del factor de transcripcién GATA4

GATA4 es un factor de transcripcidbn que se expresa en el corazén y regula la
sintesis de proteinas del sarcémero, sobrevida celular y controla la expresién de varios
genes cardio-especificos (15,16), incluyendo al péptido natriurético auricular (ANP) (17) y

la cadena pesada de la a-miosina (18), al igual que genes anti-apoptoticos (19).
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Desorganizacion de la estructura sarcomérica

En pacientes tratados con doxorrubicina se han observado cambios en la
estructura del sarcomero como desorganizacion y pérdida de miofibrillas (20, 21). Este
cambio en la estructura se produce por la degradacién temprana de la proteina Titina
frente a la exposicién a doxorrubicina. Esta proteina sirve como sustento para el anclaje
de los miofilamentos al sarcémero (22). La integridad de esta proteina es fundamental
para regular la funcion contractil (23), este evento también se ha observado en corazones
isquémicos e insuficientes, lo que implica que la degradacion de esta proteina lleva
progresivamente hacia ese tipo de patologias.

Dafio mitocondrial y reduccion de los niveles de ATP

Una de las caracteristicas mas sorprendentes del corazén es que para realizar la
funcion contractil requiere de un gran suministro de ATP. Un corazén normal sintetiza
diariamente cerca de 6 Kg de ATP (24). Sin embargo, su tasa de hidrolisis es muy
elevada por lo que los niveles de ATP se renuevan completamente cada 10 segundos
(25). El 95% del ATP generado proviene de la mitocondria a través de la fosforilacion
oxidativa. Por lo tanto, cualquier alteracion que altere el funcionamiento de este organelo
impacta en los niveles requeridos de esta molécula y promueve el desarrollo y/o
progresion de diversas patologias cardiacas. En corazones de pacientes tratados con
antraciclinicos, se observé que presentaban disfuncién mitocondrial (26). La evidencia
indica que doxorrubicina ingresa rapidamente a la mitocondria y produce una serie de
alteraciones en el sistema de fosforilacion oxidativa, en el DNAmM y en el poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (MPTP) (27). Por lo tanto, el dafio que produce
doxorrubicina en la mitocondria genera alteraciones relacionadas con el metabolismo

celular y desencadena procesos relacionados con muerte celular.

1.4. Muerte celular

Historicamente, la apoptosis y la necrosis han sido consideradas como las dos
formas fundamentales de muerte celular. Hasta ahora la necrosis se considera un proceso
de muerte no controlado, caracterizado por una serie de cambios que culmina con la
ruptura de la célula, liberando su contenido al medio provocando una respuesta

inflamatoria (28). A diferencia de la necrosis, la muerte por apoptosis es un proceso

25



secuencial, ordenado y finamente regulado, en el cual no hay ruptura de membrana ni

liberacion de contenido ni respuesta inflamatoria (29).

1.4.1. Apoptosis

La apoptosis 0 muerte celular programada tipo | es un proceso dependiente de
energia. Este tipo de muerte se caracteriza morfolégicamente por compactacion de la
cromatina, condensacion del citoplasma y disminucién del volumen celular, seguido de
una fragmentacion del nucleo y la célula formando estructuras denominadas cuerpos
apoptéticos (Figura 3). Posteriormente estas estructuras son rapidamente fagocitadas por
células del sistema inmune (29). Los estimulos inductores de apoptosis en el

cardiomiocito son diversos e incluye la exposicion a medicamentos antineoplasicos (30).
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Figura 3. Esqguema morfolégico de la muerte celular por apoptosis. Cambios
morfolégicos caracteristicos de la muerte por apoptosis como la compactacion de la
cromatina, condensacion del citoplasma y la formacion de los cuerpos apoptéticos.

La activacion de la apoptosis ocurre principalmente por dos vias transduccionales
independientes. Estas son conocidas como la via extrinseca y la via intrinseca de la
apoptosis (31-34) (Figura 4).

Via extrinseca

Esta via se activa por ligandos externos que se unen a receptores de muerte: Fas

y TNFR1, localizados en la superficie celular. Estos receptores, una vez que han sido
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activados, a través de los dominios de muerte, forman un complejo denominado DISC, a
través del cual se reclutan y activan proteasas intracelulares especificas conocidas como
caspasas iniciadoras (31-34). La unién de Fas ligando a su receptor (Fas) y de TNFa a su
receptor (TNFR1) conduce a la activacion de caspasa-8. La activacion de esta caspasa da
comienzo a una serie de reacciones proteoliticas que lleva a la activacion caspasa 3y a

la ejecucion de los procesos caracteristicos de la apoptosis (31-34).

Via intrinseca

La via intrinseca o mitocondrial se caracteriza por una alteracion de las
membranas mitocondriales externa e interna debido a la apertura del MPTP, lo cual
produce la liberacién de: citocromo c, el factor inductor de apoptosis (AlF), endonucleasa
G y las proteinas Smac/Diablo (32- 34). El Cit ¢ junto con la procaspasa 9 y la proteina
Apaf-1 forman el apoptosoma. En presencia de ATP, se activan secuencialmente el
apoptosoma, caspasa-9 y caspasa-3 (31, 32, 34).
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Figura 4. Representacién esquematica de las vias de activacidon de la apoptosis.

La activacion del programa de muerte celular, apoptosis, se produce a través de dos vias:
la via extrinseca, mediada por ligandos y receptores de muerte y la via intrinseca o
mitocondrial. Ambas vias convergen en un punto en comun, la activacion de la caspasa 3.
Figura adaptada de Favaloro y col. 2012 (35).

1.4.2. Necrosis

La muerte de una célula puede ser definida como una pérdida irreversible de la
integridad de la membrana celular (36) (Figura 5). Histéricamente la necrosis se ha
definido de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas que presenta: temprana ruptura de
la membrana plasmatica, hinchamiento de algunos organelos como la mitocondria (37,
38), liberacién del contenido intracelular al medio lo que alerta al sistema inmune,
provocando una respuesta inflamatoria local (38, 39). A pesar de que no hay descrito un
mecanismo para este tipo de muerte, se puede delinear una secuencia de eventos
especifica para la necrosis. Tal secuencia incluye sefales tempranas de disfuncion
mitocondrial, produccion de ROS por la mitocondria e hinchamiento de este organelo,

reduccion dréstica de ATP, alteracion en la homeostasis del calcio, agrupamiento de
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organelos en la zona perinuclear, activacibn de algunas proteasas: calpainas y

catepsinas, ruptura lisosomal y finalmente ruptura de la membrana plasmatica (36).
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Figura 5. Esquema morfolégico de la muerte celular por necrosis. Esquema
representativo de los cambios morfolégicos presentes en el proceso de muerte celular por
necrosis en el cual, la incorporacién de liquido llega a un punto irreversible y se produce la
ruptura de la membrana plasmaética liberando el contenido intracelular.

1.4.3. Autofagia

La autofagia, en términos generales, es la degradacibn de componentes
citoplasmaticos dentro del lisosoma (40). De acuerdo al mecanismo por el cual el
lisosoma degradada el material intracelular, la autofagia se clasifica en microautofagia,
autofagia mediada por chaperonas (AMC) y macroautofagia (41, 42). Este proceso es

esencial para mantener la homeostasis celular y por lo tanto la vida de las células.

Tipos de autofagia

La microautofagia es un proceso mas simple e involucra la degradaciéon de
material celular por medio del secuestro en una vesicula que se forma por la invaginacion
de la membrana lisosomal (43). La AMC permite la degradacion lisosomal de proteinas
especificas que poseen la secuencia relacionada al pentapéptido KFERQ, el cual es
reconocido por un complejo de proteinas chaperonas, las que regulan la degradacion del
material a través de la interaccién con la proteina LAMP-2A en la membrana lisosomal
(43, 44). La macroautofagia (desde aqui referida como autofagia) es una via para la
degradacion de proteinas de vida media larga y organelos envejecidos. La ejecucion de

este proceso involucra el secuestro del material citoplasmético, dentro de una estructura
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especial denominada autofagosoma, ya que es una vesicula delimitada por una doble
membrana. Los autofagosomas al fusionarse con los lisosomas forman el autolisosoma,
en donde el contenido vacuolar es degradado, transportado al citoplasma y reciclado para

proveer a la célula de aminoacidos y sustratos para la sintesis de ATP (45, 46) (Figura 6).

Microautofagia

Autofagosoma

Autofagia mediada
por Chaperonas

Fagoforo Chaperona

Proteina sustrato
(mal plegada)

Permeasa

Hidrolasa

Citoplasma z
lisosomal

o—"

Punto de origen
de la vacuola

Figura 6. Diagrama esquematico de los tipos de autofagia. La figura muestra un
resumen de los tipos de autofagia presentes en la célula. Adaptado de Mizushima y col.
(41)

La autofagia consiste en dos etapas consecutivas: una etapa temprana
caracterizada por la formacion del autofagosoma y una etapa tardia o de maduracién, en
la cual se produce la fusién del autofagosoma con el lisosoma y ocurre la degradacion del

material secuestrado por las hidrolasas del lisosoma (47).

El entendimiento de la maquinaria molecular involucrada en la formacién del
autofagososma proviene de los estudios genéticos realizados en levaduras. De ellos, se
pudieron identificar 35 genes ATG (genes relacionados a autofagia). Dentro de ellos, los
genes ATG 1-10, 12-14, 16-18 que codifican para las proteinas de la misma
denominacion son esenciales para la formacién candnica de los autofagosomas (Tabla 1
y Figura 7) (58).
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Tabla 1. Nomenclaturay funcion de las proteinas ATG en autofagia.

Proteinas Atg

Levaduras | Mamiferos Funciones
Atgl ULK1, ULK2 Proteina quinasa del Complejo ULK
Atg 2 Atg 2 Forma parte del Complejo Atg9/Atg2-Atgls
Atg 3 Atg 3 Enzima tipo E2 para la lipidacidn de Atg 8
Atgd Atgd Cistein proteasa: activacién de Atg 8 y su delipidacion.
Atg5s Atg5s Se CCIH]LfE_E cor_w’,ﬁtg 12 (Atg5-Atgl2). El Complejo tiene actividad tipo E3
para la lipidacion de Atg 8
Atgb Beclin-1 Subunidad del Complejo Vps34 PI3K.
Atg7 Atg7 Enzima tipo E1 para Atg 12 en la conjugacion de LC3
Atg 8 LC3 Proteina conjugada con PE para localizarse en el autofagosoma
Atg9 Atg 9 Interactua con el Complejo Atg2-Atgl8 unido a la membrana
Atg 10 Atg 10 Enzima tipo E2 para la conjugacion de Atg 12
Atg12 Atg12 Se conjuga con Atg 5 (Atg5-Atgl2)
Atg 13 Atg 13 Parte del Complejo Atgl-Atgl3-Atgl7-Atg29
Atg 14 Atg 14 Subunidad del Complejo Vps34 PI3K.
Atg 16 Atg 16 Foma un Complejo con Atg5-Atgl2
Atg 17 FIP200 Forma parte del Complejo Atgl-Atgl3-Atg29
Atgls WIPI Forma parte del Complejo Atg9/Atg2-Atgls
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Figura 7. Principales proteinas ATG en las diferentes etapas de la formacion del
autofagosoma. Participacion de las proteinas ATG en la etapa de inicio de la autofagia
como parte de los complejos ULK y PI3K-1Il y en la formacién del autofagosoma como un
sistema tipo ubiquitinacién hasta el completo cierre de la vesicula autofagica.

Formacion del autofagosoma

La formaciéon del autofagosoma comprende tres etapas: inicio, nucleacion y
expansion. En la etapa de inicio, las sefiales de induccion de la autofagia son
transmitidas hacia la fuente que proporciona las membranas, en donde se produce el
aislamiento de un nucleo membranoso (nucleacion), denominado fagéforo. Como
resultado de este evento, se produce el reclutamiento de diferentes complejos proteicos,
claves para la expansion de la membrana aislada, hasta la completa formacion y cierre
del autofagosoma (47). Estos complejos proteicos estan conformados en su mayoria por

las proteinas Atg.

Etapa de inicio. En esta etapa se requiere el ensamble de dos complejos: el complejo

ULK y el complejo PI3K-IIl. En células de mamifero, el complejo ULK esta compuesto
por: las quinasas ULK1/2, mAtgl3, FIP200 y Atgl0l. Cuando la autofagia se activa,
aumenta la actividad quinasa de ULK1/2 y la porcion carboxi-terminal de estas quinasas

de une a la membrana que serd el inicio de la formacion del autofagosoma (48, 49). El
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complejo PI3K clase Il (también conocido como complejo Beclinl) esta formado por PI3K
clase Ill, p150, Beclinl y Atg14 (50) y tiene la funcion de formar PIP3 el cual servirh como
sustrato de reconocimiento y unién de otras proteinas Atg. El complejo PI3K-IIl y las
proteinas Atg reclutan dos sistemas de conjugacion tipo Ubiquitina: Atg12-Atg5-Atg16 vy el

Atg8-PE al fago6foro para permitir la elongaciéon de esta estructura (51, 52).

Etapa de nucleacién. Una vez formado el sitio de inicio del autofagosoma, el complejo

ULK por una parte fosforila y aumenta la actividad quinasa de PI3K-Ill (53), para que ésta
forme un pool de PIP3 en la membrana aislada que servira de sitio de reconocimiento de

otras proteinas Atg (47).

Etapa de expansion. Luego de la nucleacion, dos sistemas son reclutados: Atgl2-Atg5-

Atgl6 y Atg8-PE. La formacién de estos dos sistemas requiere de diversas proteinas Atg
en un proceso semejante a la ubiquitinacion (54). El primero se inicia con la participacion
de Atgl2 y Atg7, mientras que el segundo con Atg8 (LC3) y Atg4 (55). Como se observa
en la Figura 8, los productos formados son los complejos: Atg5-Atg12-Atgl6 y Atg8-PE
que actuaran en forma concertada en la elongacidon de vacuola autofagica hasta su
completa formacion (55-57). El primero funciona como un sistema tipo E3-ligasa para
mediar la lipidacion de Atg8 (LC3) con PE, esto lo capacita para unirse a la membrana
autofagosomal (58) y esto ocurre mientras se produce la expansion de la membrana.
Finalmente, el complejo Atg5-Atgl2-Atg6 se disocia de la membrana al completarse la
formacion del autofagosoma (45). La proteina LC3 o Atg8 se sintetiza como pro-LC3 y
rapidamente se remueven los 22 aminoacidos en rata y los 5 aminoacidos en humanos,
correspondientes al COOH-terminal. Este procesamiento es catalizado por el homdélogo
de Atg4. La forma procesada conserva un residuo de glicina en el C-terminal y se
denomina LC3-1, forma en la cual reside principalmente en el citoplasma. Posteriormente
en este residuo de glicina se unira una fosfatidiletanolamina, lo que le permitird su unién
a la membrana del autofagosoma (59). A esta forma se le conoce como LC3-Il y

permanece unida hasta el completo cierre de la vesicula (Figura 9).

33



o Complejo o N (¢ ‘
o oVe_ o7

Atg12-5-16 By JoVe 4
v

e LC31l Autofagosoma

Atgd

4

Autolisosoma

A

Figura 8. Los sistemas de conjugacion tipo ubiquitin ligasa en la formacion del
autofagosoma. En la formacion del autofagosoma se requiere de la participacion
concertada de dos sistemas de conjugacion que llevan a la elongacién de la membrana
hasta su completo cierre y la fusién de la proteina LC3-Il con esta membrana. Cuando el
proceso termina, LC3-1l queda unida al interior y en el exterior de la vesicula. LC3-Il que
permanece al interior, se degrada junto con el material secuestrado, mientras que el que
se encuentra al exterior, es removido de la superficie por Atg4 y reciclado. Adaptado de

Weidberg y col. 2011 (61).
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Figura 9. Cronologia de eventos en la formacion del autofagosoma en células de
mamifero. Los complejos ULK1/2 y PI3K-Ill son reclutados a la membrana del fagoforo lo
que lleva a la fosforilaciéon de fosfoinositidos formando PIP3, el cual sirve de sitio de
reconocimiento y uniéon del sistema tipo ubiquitinacion Atg5-Atg12-Atgl6 para la unién de
la proteina LC3-II a la membrana del autofagosoma hasta su completa formacion y cierre.
Adaptado de Ding y col, 2011 (60).

Degradacion

Por mucho tiempo, la autofagia se consideré6 como un proceso de degradacién no
selectivo. Sin embargo, el descubrimiento de la proteina p62/SQSTM1 y su interaccion
con LC3-Il, cambid la visién de no-selectividad de este proceso (62). p62 es una proteina
adaptadora multifuncional implicada en diversos procesos bioldgicos como: sefializacion
celular, internalizacién de receptores y recambio de proteinas (63). En su estructura se
encuentra el dominio UBA el cual reconoce y une ubiquitina; el dominio PB1 responsable
de su oligomerizacion y el motivo LIR con el cual se une a LC3 para ser reclutado dentro
del autofagosoma (62, 64-66) (Figuras 10-11).
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Figura 10. Estructura de p62/SQTSM1 y sus principales dominios. Secuencia
aminoacidica de la proteina p62 con sus principales regiones de interaccion. Dominio PB1
de oligomerizacion. La regién ZZ (Zinc finger), TB3 es el dominio de unién del factor
transcripcional TRAF6 sefial de destinacion nuclear. Dominio LIR, regién donde se une a
la proteina LC3. UBA, dominio de reconocimiento y unién de proteinas ubiquitinadas.
Adaptado de Katsuragi y col. 2015 (67).
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Figura 11. El reconocimiento selectivo de componentes celulares para ser
degradados por autofagia, es mediado por la proteina adaptadora p62. Proteinas mal
plegadas u organelos envejecidos unidos a ubiquitina son reconocidos por la proteina
adaptadora p62 la cual oligomeriza para formar agregados proteicos. Estos agregados
son incorporados al interior del autofagosoma a través de la interaccién con la proteina
LC3-1l. Adaptado de Weidberg y col, 2011 (61).

Posterior a la formacién y secuestro del material a degradar, en la etapa tardia, se
produce la fusién del autofagosoma con el lisosoma (autolisosoma) y es en esta etapa en
donde la membrana interna y el contenido secuestrado son degradados por las enzimas
lisosomales (40). Sin embargo, se ha descrito que previo a la fusién con el lisosoma, el
autofagosoma se fusiona con un endosoma formando un amfisoma (68), el cual contiene

los elementos necesarios para que se produzca la fusion con el lisosoma (40).

Las denominaciones autofagosoma, amfisoma y autolisosoma son de acuerdo a la
funcionalidad y no a caracteristicas morfoldgicas, por lo cual en forma general se les

denomina vacuolas autofagicas (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del proceso de autofagia. En el esquema se muestra la formacion
del autofagosoma y su posterior fusiébn con el endosoma para formar la estructura
amfisoma y luego la fusion con el lisosoma para la degradacién del material contenido en
la vacuola. Adaptado de Mizushima y col. 2007 (40).

Regulacion de la autofagia

La autofagia cumple varias funciones dependiendo del estado en que se encuentre
la célula y para su mejor entendimiento se distinguen dos tipos: la autofagia basal y la
autofagia inducida (69). La autofagia basal es constitutiva y se encarga del recambio de
componentes celulares como proteinas de vida media larga y organelos envejecidos.
Mientras que la autofagia inducida se activa luego de una disminucién en el aporte de
aminoacidos o falta de factores de crecimiento sostenido en el tiempo (40). La privacion

de nutrientes es el inductor fisiolégico mas potente de autofagia (70).

MmTOR

MTOR es una proteina serina/treonina quinasa que pertenece a la familia de las
proteinas quinasas relacionadas con la quinasa fosfatidilinositol (PIKK) (71). Ademas de
su participacion en la traduccion de proteinas y crecimiento celular (72), su funcion como
sensor del estado energético de la célula hace que sea considerado como el regulador
maestro de la autofagia (73). La actividad de mTOR es regulada por los niveles de
nutrientes (amino&cidos y glucosa) en células de mamifero (74). Las vias de sefalizacion

de Insulina y de los factores de crecimientos convergen en mTOR (75). mTOR forma
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parte de dos complejos proteicos, TORC1 y TORC2 (76, 77). El complejo mTORC1 esta
constituido por mTOR, mLST8, Raptor y PRAS40 (78). mMTORC2 esta formado por mTOR,
mLSTS8, rictor y protor. Ambos difieren en composicién y funciones (79, 80). mTORC1
actla a través de sus proteinas blanco p70S6K y 4E-BP1 (74). Su actividad quinasa es
sensible a la disminucion de nutrientes, nitrégeno, ATP o rapamicina (81). Contrariamente
al complejo mTORC1, la actividad de mTORC2 no se altera con el tratamiento con
rapamicina (82, 83), pero regula la autofagia través de la proteina quinasa AKT (84). A
MTORCL1 se le atribuye la funcibn de mantener la autofagia en sus niveles basales, ya
gue mantiene unido y fosforilado al complejo de iniciacibon ULK1/2-mATG13 de la

autofagia y de esta forma inhibe la formacién del fagéforo (85) (Figura 13).

Nutrientes

Figura 13. Interaccibn de mTOR con el complejo ULK en la regulaciéon de la
autofagia en células de mamifero. La presencia de nutrientes activa a mTOR
incrementando el nivel de fosforilacion de ULK1/2 y ATG13 inhibiendo la actividad quinasa
de ULK y la induccién de la autofagia. Por el contrario, la falta de nutrientes produce la
inactivacion de mTOR vy su disociacion del complejo ULK. Esto produce una disminucion
en los niveles de fosforilacion de ULK y ATG13 lo que lleva a un aumento en la actividad
qguinasa de ULK1/2 permitiendo que la autofosforilacion, la fosforilacion de FIP200 y la
induccién de la autofagia. Adaptado de Weidberg y col. 2011 (61).

ULK-1/ Atg1l

El primer efector de mTOR relacionado con autofagia es ATG1, cuyo homdélogo en
células de mamifero es la quinasa ULK1/2. Esta quinasa se encuentra formando un
complejo con mATG13, ATG101 y FIP200 (61). Esta asociacion es esencial para que

ocurra la autofagia (86). En condiciones basales en las cuales hay un aporte normal de
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nutrientes, mTOR se encuentra activo y unido al complejo ULK. De esta forma mTOR
inhibe la actividad quinasa de ULK1/2 y la mantiene fosforilada al igual que a mATG13
(87, 88) con lo cual mantiene unido al complejo y de esta forma la autofagia inhibida. Por
el contrario, la inhibicion de mTOR por Rap o privacion de nutrientes lleva a la separacion
de mTOR del complejo, con lo cual disminuye el nivel de fosforilacion de ULK1/2, lo que
permite que aumente su actividad quinasa, favoreciendo su autofosforilacion y la
fosforilacion de mATG13 y FIP200 (87-89).

Familia de las PI3K

Las PI3-K constituyen una familia de enzimas que catalizan la fosforilacion del
grupo hidroxilo en la posicién 3’ del anillo inositol de los fosfoinositidos. Basados en su
estructura, funcién y especificidad de sustrato, las PI3K se clasifican en tres clases: la
PI3K clase | se activa en respuesta a factores de crecimiento y catalizan la fosforilacion de
fosfoinositidos en diferentes posiciones para formar: PIP(3)P, PIP(3,4)P, o PIP(3,4,5)P;
(90). Estos segundos mensajeros sirven para reclutar en la membrana a proteinas que
contengan dominios tipo PH como la PDK1 y su sustrato AKT, lo cual lleva a su activacion
(91). La PI3K clase lll es requerida en los estadios tempranos de la generacion del
autofagosoma, interactuando directamente con la proteina Beclinl, mientras que la PI3-K
clase | regula la autofagia a través de AKT - mTOR aumentando la actividad de mTOR

inhibiendo la autofagia (92).

Beclin 1

Otra proteina de importancia para el desarrollo de la autofagia es Beclin-1/Atg6.
De aproximadamente 60 KDa, esta proteina forma parte del complejo proteico PI3K-III
necesario para la nucleacion y ensamblaje del complejo pre-autofagosomal, conocido
como fagoforo. Bcl-2/Bcl-XL es hasta la fecha la Unica proteina que inhibe la autofagia al
asociarse directamente a Beclin-1 (93,94). Se ha propuesto que la interaccion de Bcl-2
con Beclin-1 interfiere en la interaccion con VPS34, de esta forma impide la formacion del
complejo PI3K-III (95). Por lo tanto se requiere la disociacién de Beclin con Bcl-2 para la

activacion de la autofagia (93, 96, 97) (Figura 14).
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Figura 14. Vias de sefializacion en la regulacion de la autofagia. Esquema
representativo de las diferentes vias de sefializacion involucradas en la regulacion de la
autofagia. Los factores de crecimiento al activar la via de la PI3K clase |- AKT lleva a la
activacion de mTORCL1 el cual inhibe al complejo ULK1/2 en la etapa de iniciaciéon de la
formacion del fagoforo, inhibiendo de esta forma la autofagia. Bcl2 inhibe la autofagia al
mantener a la proteina Beclinl formando un complejo Bcl2-Beclinl e impedir la
interaccion con los otros componentes del complejo PI3K-clase Ill necesarios para el
inicio de la formacién de la vesicula. Por otra parte AMPK al inhibir a mTOR y fosforilar
directamente a ULK activa la autofagia en condiciones en la cuales los niveles de ATP se
encuentran bajos a nivel intracelular. Adaptado de Kongara y col, 2012 (98).
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AMPK

AMPK es una proteina serina/treonina quinasa muy conservada en la evolucién,
que funciona como un sensor metabdlico clave en las células (99). AMPK es rapidamente
activada cuando se produce un incremento en la razén intracelular de AMP/ATP (100).
Para mantener la homeostasis energética, AMPK inhibe las vias que consumen energia y
activa aquellas que llevan a produccion de energia, como la autofagia (101). AMPK puede
activar autofagia por diferentes mecanismos (Figura 15). La activacién de AMPK activa a
JNK1 la cual media la fosforilacion de Bcl-2 produciendo la disociacion del complejo Bcl-2-
Beclinl (102). Esta disociacion deja en libertad a Beclinl para formar el complejo con
VPS34 (PI3K-III) e iniciar la formacion del fagoforo. AMPK activa al factor de transcripcion
FoxOl y FoxO3 lo cual lleva a un aumento en la expresion de la proteina Atgl2 (103,
104). Otra manera que AMPK activa la autofagia es a través de la fosforilacion de ULK1
en respuesta a una privacion de nutrientes (105, 106). Por ultimo, AMPK activa autofagia
a través de la fosforilacion de TSC2 (107) y por directa fosforilacion de Beclinl (108). Por
lo tanto, AMPK es un punto critico en la integracion de sefiales que censan el estado
metabdlico de la célula, para activar el proceso de autofagia (101).
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Figura 15. Esquema de la regulacion de la autofagia por AMPK. AMPK fosforila
diferentes blancos de la via de regulacion de la autofagia y permitir asi la induccion del
proceso. Ademas, puede activar la transcripcion de genes de proteinas Atg a través de la
activacion del factor de transcripcion FoxO1/3. Activa a la quinasa JNK, la cual fosforila a
Bcl-2 produciendo la disociacion del complejo Bcl-2-Beclinl, permitiendo que Beclinl se
una al complejo de iniciacion PI3K-IIl. Adaptado de Kubliy col 2014 (101).
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1.5. Doxorrubicinay autofagia

Segun la literatura, la cardiotoxicidad producida por doxorrubicina se puede explicar por la
alteracion que produce sobre una serie de procesos intracelulares. Por ejemplo, la
exacerbada produccién de ROS genera la acumulacion de estas especies en el nucleo,
produciendo dafio en el DNA, consecuencia de ello, produce la alteracion en la
transcripcion de varios genes. La acumulacion de ROS en la mitocondria produce dafio en
este organelo, con lo cual hay una disminucion dréstica en la sintesis de ATP. Ya sea por
una o por varias de estas alteraciones, el cardiomiocito muere por apoptosis 0 necrosis
dependiendo de la concentracion de doxorrubicina, generando en forma crénica una

cardiomiopatia que llega a insuficiencia cardiaca.

En un corazén normal, la autofagia basal funciona como un control interno en el
recambio de componentes citoplasmaticos. Pero este proceso se induce en estados de
enfermedad o cuando la homeostasis celular se altera, ya sea por falta de aporte de
nutrientes, factores de crecimiento o algun tipo de estrés como el que generan los ROS o
el dafio al DNA.

Se ha descrito que se produce un aumento en la intensidad de la autofagia en
varias condiciones de estrés cardiovascular, incluyendo isquemia-re perfusion, sobrecarga

de presién, cardiomiopatias e insuficiencia cardiaca (109-114).

Dado que la doxorrubicina produce dafio en organelos (mitocondrias
principalmente), estrés metabdlico por la disminucion del ATP, estrés redox por la
produccibn de ROS y en su conjunto esta alteraciones pueden llegar a generar
insuficiencia cardiaca, es interesante estudiar que sucede con la autofagia cuando los

cardiomiocitos son expuestos a doxorrubicina.
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2. HIPOTESIS

Doxorrubicina provoca la muerte del cardiomiocito por inhibicién de la autofagia

basal.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de doxorrubicina sobre la autofagia basal en el cardiomiocito

y su relacién con la muerte celular.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1. Caracterizar la muerte del cardiomiocito inducida por

doxorrubicina.

Objetivo especifico 2. Establecer el efecto de doxorrubicina sobre la autofagia

basal en cardiomiocitos y su relacion con la muerte celular.

Objetivo especifico 3. Determinar la activaciéon de la via de sefializacion

AKT/mTOR en cardiomiocitos expuestos a doxorrubicina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los medios de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Hank’s y M199,
pancreatina, 5-bromo-2°-deoxiuridina, azul de tripan, EDTA, EGTA, Tritobn X-100,
dodecilsulfato de sodio (SDS), acrilamida -bis acrilamida, Tris base, glicina, ademas de
otros reactivos bioquimicos se adquirieron en Sigma Chemical Co (St Louis, USA).
Colagenasa y tripsina-EDTA, se adquirieron en Gibco BRL (Carlsbad, CA, EEUU). Suero
fetal bovino (FBS) se obtuvieron de Hyclone. Doxorrubicina (Laboratorio Pfizer). De
Invitrogen (Eugene, OR, EEUU) se adquirio la Oligofectamina y OptiMEM. 3-metiladenina
(3-MA) y el anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa se
adquirieron a Calbiochem (La Jolla, USA). Cocktail Inhibidor de proteasas Complete Mini 'y
el cocktail inhibidor de fosfatasa PhosSTOP se adquirieron en Roche Applied Science
(Penzberg, Alemania). En BD Pharmigen (EEUU) el kit FITC Annexin Apoptosis Detection
kit 1. Los kits Cell TiterGlo Luminiscence Cell Viability y The CytoTox 96®Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay en Promega. En Cell Signaling Technology (Beverly, EEUU) se
adquirieron los anticuerpos IgG de conejo anti-caspasa-3, LC3, Beclinl y para las formas
fosforiladas y totales de p70-S6K, y AKT. El anticuerpo IgG de ratdén anti p62 se adquirié
en Abcam. El reactivo quimio luminiscente para western blot EZ-ECL se adquirié en
Amersham Bioscience (Buckinghamsshire, Inglaterra). De MERCK (Dasnstadt, Alemania)
se adquirieron gelatina, compuestos inorganicos y organicos, sales, acidos y solventes. El
material de plastico estéril para la obtencién y cultivo de cardiomiocitos se adquirié a

Falcon.

5.2. Cultivo primario de cardiomiocitos de rata neonata

5.2.1. Material biolégico

Se utilizaron ratas neonatas Sprage-Dawley (2-3 dias de edad) provenientes del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.
Todos los estudios se realizaron con la aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

46



5.2.2. Aislamiento y cultivo de cardiomiocitos de rata neonata

Los cardiomiocitos se obtuvieron desde corazones de ratas neonatas de 2 a 3 dias
de edad como se describe en Foncea y col (115). Las ratas se sacrificaron por
decapitacién e inmediatamente se les extrajo el corazén bajo condiciones de esterilidad.
Los corazones aislados se lavaron en medio Hank's estéril y luego de remover las
auriculas, los ventriculos se picaron en pequefios trozos para finalmente ser traspasados
a botellas de cultivo de 50 mL y ser sometidas a digestiones sucesivas con 0,2 mg/mL de
colagenasa tipo Il y 0,6 mg/mL pancreatina en tampon Hank’s. Las células aisladas
obtenidas se re suspendieron en DME/M199 4:1, FBS al 10 % y se plaguearon por 2 h a
37 °C, procedimiento que permite la remocion de los fibroblastos y asi obtener una
fraccion enriquecida en cardiomiocitos. Transcurridas 2 h, las células se recolectaron,
centrifugaron a 1.000 rpm por 5 min y re suspendieron en medio de mantencién
(DME/M199: 4:1) que contenia FBS al 5 % y FCS al 10 %. Se utilizé el método de
exclusion de azul de tripan para determinar la concentracion celular de cardiomiocitos.
Las células se sembraron en placas de diferentes tamafios segun las necesidades
experimentales en DME/M199 4:1, 5 % FBS y 10 % FCS, en presencia de BrdU (5-bromo-
2-deoxiuridina).El fondo de las placas de cultivo se cubrieron con una monocapa de
gelatina al 2 % p/v y mantuvieron en incubadores termorregulados a 37 °C en una
atmésfera humidificada con 5 % de CO, y 95 % aire. Los cardiomiocitos asi obtenidos se
dejaron por 24 h en medio con suero antes de exponerlos a cualquier estimulo. La pureza

de los cultivos fue mayor al 95% determinado por tincién celular con 3-MHC.

5.3. Obtencién de extractos proteicos celulares

Las células se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1,5x10°¢
células/placa. Una vez finalizado el estimulo, las células se lavaron tres veces con PBS
frio y luego se lisaron con 50 pL de tampédn de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM;
NaCl 50 mM; Tritébn X-100 1 % v/v; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1
mM y NasVO4 1 mM). El homogeneizado se centrifug6é a 12.000 x g durante 10 min a
4°C y el sobrenadante o extracto de proteinas se recuperd6 en un tubo nuevo,
determinandose la concentracion de proteinas por el método de Bradford. Luego se
denaturé en tampén de carga 4x (glicerol 20 %, B-mercaptoetanol 20 %, SDS 5 %, 125
mM Tris y 0,01 % azul de bromofenol, pH 6,8), para ser almacenado a —20 °C hasta su
uso (30).
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5.4. Determinacion de proteinas
Se mezclé 1 pL de muestra con 40 pL de reactivo de Bradford (Bio-Radprotein
assay) y 159 uL de agua. Las muestras se leyeron a 595 nm. Como estandar para realizar

la curva de calibracion se utiliz6 BSA (116).

5.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La separacion de las proteinas de acuerdo a su masa molecular se realizé
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida preparados a partir de una solucion
29,2:0,8 de acrilamida: bisacrilamida. En todos los casos, tanto para la deteccion de
Caspasa 3, LC3, p62, Beclin-1, AKT y P70S6K se utilizaron alrededor de 30 pg de
extracto proteico. Los geles concentrador y separador fueron de 5 y 12 %,
respectivamente. La electroforesis se realizd a voltaje constante de 100 V en tamp6n de
electroforesis.

5.6. Electrotransferencia de proteinas
Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana

de Nitrocelulosa de 0,45 um a 400 mA durante 90 min en tampén de transferencia.

5.7. Western blot

La membrana se traté con una solucién de bloqueo (TBS 1 x; Tween-20 0,1 %;
leche descremada 5 % p/v) durante 1 h, con agitacién suave a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubd con los anticuerpos primarios anti: Caspasa 3, LC3, Beclin 1,
AKT, pAKT, p70S6K y p-p70S6K (dilucion 1:1.000 para todos ellos) o anti p62 (dilucion
1:2.000) en tampdn de incubacion (TBS 1x; Tween-20 0,1 %; leche descremada 5 % p/v)
toda la noche a 4 °C y con agitacion suave. Posterior a la incubacion con el anticuerpo
primario, la membrana se lavé durante 5 min en TBS 1x; Tween-20 al 0,1 % por tres
veces Yy luego se incub6 nuevamente, durante 1 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario; anti-lgG de raton o conejo conjugado con peroxidasa, segun
corresponda, en un titulo de 1:5.000 en tampdn de bloqueo TBS 1x; Tween-20 al 0.1 %.
Para detectar las proteinas, la membrana, previamente lavada, se incubd durante 1 min
en la solucién quimio luminiscente para western blot, ECL y se expuso en una pelicula de
fotografia Kodak-Biomax. Las peliculas se digitalizaron y las imadgenes se procesaron con

el programa computacional UN-SCAN-IT gel 6.1.
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Después de realizar los ensayos de western blot, la membrana de nitrocelulosa se
incub6 por 1 h en una solucion de rojo Ponceau (rojo Ponceau 2 %, TCA 30 %, &cido
sulfosalicilico 30 %) con agitacibon moderada para desprender los anticuerpos y ser

utilizada en la deteccion de otra proteina o bien secada y guardada.

Posteriormente, para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteinas
cargadas en el gel, se analizaron los niveles de GAPDH, mediante reacciones de
inmunodeteccidn iguales a las descritas anteriormente (primero incubaciéon con anticuerpo

anti GAPDH en dilucién 1:10.000 y luego anticuerpo secundario anti-conejo 1:5.000).

5.8. Determinacion de la actividad de LDH

Los cardiomiocitos se cultivaron en placas de 24 pocillos conteniendo 125.000
células por pocillo. Transcurridas 24 h desde el inicio del estimulo se determiné el
porcentaje de citotoxicidad utilizando el kit The CytoTox 96®Non Radioactive Cytotoxicity
Assay, Promega. Brevemente, 50 uL de medio sobrenadante de cada pocillo se
transfirieron a una placa de 96 pocillos, posteriormente se adiciond 50 pL del reactivo
Assay y se incubd por 30 min en oscuridad. Al finalizar el tiempo, la reaccion se detuvo
con la solucion stop del kit y se registré la absorbancia a 490 nm. Paralelamente, a la
placa de cultivo se le retir6 completamente el medio y se les agreg6 a cada pocillo 300 pL
de medio DMEM conteniendo solucion de lisis (0,1 % v/v Triton X-100) 1X y se incubaron
a 37 °C por 45 min. Transcurrido el tiempo, se realiz6 el mismo procedimiento antes
descrito para el sobrenadante. Se determind como control blanco la absorbancia del
medio conteniendo doxorrubicina en concentracion 1 uM. El porcentaje de citoxicidad se

calcul6 en base a la siguiente ecuacion:
% Citotoxicidad= (A sobrenadante/ A total) x 100
A total= A sobrenadante + A del lisado

A= absorbancia

5.9. Determinacion del contenido intracelular de ATP

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos a una
concentraciéon de 2 x 10* células/pocillo. Finalizado el tiempo de estimulacién, se removié
el medio, se lavo la placa con PBS frio por tres veces, retirandose completamente. Se
agregaron 20 pL de medio Krebs con Ca2+ (NaCl 145 mM, KCI 5 mM, EGTA1 mM, MgCl,
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1 mM, HEPES-Na 10 mM, glucosa 5,6 mM, pH 7,4) y 20 uL de tampon de lisis del kit Cell
Titer-Glo®. Posteriormente se agito la placa durante 2 min para completar la reaccion. Las
células lisadas se traspasaron a una placa opaca de 96 pocillos y la luminiscencia se
detectd en un luminémetro TopCountNXT (Perkin-Elmer, Waltham, MA).

5.10. Deteccion de fosfatidilserina-ANEXINA V-FITC

Cardiomiocitos se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos a una
concentracion de 125.000 células por pocillo. Una vez finalizado el tiempo de estimulacion
con doxorrubicina, se recuperé el sobrenadante en tubo eppedorf. Las células en la placa
se lavaron tres veces con PBS. Posteriormente, se retira el PBS completamente y las
células se soltaron de placa por adicion de 300 L de Tripsina 1X por 5 min a 37 °C. Una
vez que las células se soltaron de la placa, el efecto de la enzima se detuvo por la adicion
de 30 uL de suero y se transfirieron a los tubos que contenian el medio sobrenadante. Los
tubos se centrifugaron a 12000G por 5 min. Se descartd el sobrenadante y el pellet se
suspendié en 500 puL de la solucién tampén de unién 1X (0,1 M Hepes/NaOH (pH 7,4),
NaCl 1,4 M, CacCl, 25 mM). La operacion se repitio tres veces. Después del Gltimo lavado
las células se mantuvieron en el tampdn de unién y se adicionaron 5 pL de FITC-Anexina
V. Los tubos se agitaron suavemente y se incubaron a temperatura ambiente y oscuridad
por 15 min. Luego se detecto el nivel fluorescencia por citometria de flujo dentro de 1 h de

terminado el proceso de las muestras.

5.11. Determinacién de la muerte por apoptosis mediante fragmentacion de
caspasa3
La activacion de caspasa 3 se determin6 por western blot detectando la

fragmentacion de la procaspasa 3, utilizando un anticuerpo especifico.

5.12. Silenciamiento de beclinl mediante siRNA

Para obtener la reduccién en los niveles de una proteina en cardiomiocitos se
sigui6 el protocolo establecido en el Laboratorio de Transduccion de Sefales Moleculares
de la Célula (LTSMC, Facultad Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de

Chile). Un siRNA especifico para Beclin 1 liofilizado se disolvié en agua nanopura a una
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concentracion final de 33 uM, el tubo se calenté a 90 °C por 1 min para luego dejarse
enfriar a 37 °C por 20 min. Brevemente, para transfectar una placa de 35 mm con una
concentracion final de 100 nM de siRNA, 3 uL del siRNA (33 uM) se disolvié en 177 uL de
Optimem, mientras que 4 L de oligofectamina se disolvié en 20 pL de Optimem, ambas
soluciones se incubaron por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron,
agitaron cuidadosamente e incubaron durante 20 min a temperatura ambiente. La mezcla
resultante se agrego lentamente a la placa de 35 mm previamente lavada con PBS y
mantenida a en volumen final de 1 mL de medio Optimem sin suero y sin antibiéticos. Las
células se incubaron a 37°C y 5% CO, por 24 h. Transcurrido el tiempo se lavaron e
incubaron en medio completo suplementado con 2 % FBS. Para obtener un silenciamiento
satisfactorio de la proteina, las células se mantuvieron en estas condiciones durante 24 h

previo al ensayo.

5.13. Cuantificacién del flujo de autofagia

Para evaluar el efecto de la doxorrubicina sobre la autofagia basal, los cultivos
primarios de cardiomiocitos de rata se estimularon con doxorrubicina 1 uM por 3y 24 h en
medio completo suplementado con FBS al 2 %. Para evaluar el flujo autofagico, los
cardiomiocitos se estimularon conjuntamente con doxorrubicina 1 uM y baf A 10 uM por
24 h. En ambas situaciones se analizaron los niveles de las proteinas LC3 y p62 como

marcador de induccion de autofagia, los cuales se determinaron por Western blot (117).

5.14. Expresion de resultados y analisis estadistico

Los resultados presentados corresponden al promedio + error estandar (SEM) del
namero de experimentos independientes indicados. Las figuras corresponden a
resultados representativos de cada grupo de experimentos repetidos, al menos, 3 veces
en forma independiente o lo que indique la figura. Para los célculos estadisticos se ultilizd
el programa GraphPad Prism 6.01. La significancia estadistica de los datos se realizo
mediante Prueba t- Student y prueba ANOVA, seguido de los post-test de Tukey o
Dunnett, segun se indica el caso. Se consideré como limite de significancia estadistica,

valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion de la muerte inducida por doxorrubicina

Una de las hipétesis que permite explicar el mecanismo por el cual doxorrubicina
produce cardiotoxicidad y genera, en ultimo término, la insuficiencia cardiaca, es que con
cada dosis administrada de medicamento hay pérdida de células cardiacas (118). El
analisis por microscopia electronica de biopsias de endocardio de pacientes humanos
obtenidas a las pocas horas de haberles administrado el antraciclinico, muestra
evidencias de células muertas por apoptosis (118). Segun se ha descrito en la literatura,
el tipo de muerte celular que produce doxorrubicina varia con la concentracion: a bajas
concentraciones, se produce muerte por apoptosis, mientras que necrosis, a altas
concentraciones (119). Para responder al primer objetivo, cultivos primarios de
cardiomiocitos de rata neonata se estimularon con doxorrubicina 1 uM por un periodo de
24 h o curso temporal de 3, 6, 18 y 24 h.

6.1.1. Efecto de doxorrubicina sobre la muerte por necrosis del cardiomiocito

La necrosis se caracteriza por la liberacion del contenido citoplasmatico al medio
de cultivo por pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y lisis celular (28). En
este trabajo se determiné el porcentaje de muerte celular por necrosis, mediante la
cuantificacion de LDH liberada al medio de cultivo. Para la determinacién de la actividad
de la LDH se utiliz6 el kit The CytoTox 96®Non Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega.
Cuando las células en cultivo mueren, la LDH se libera al medio sobrenadante. La enzima
liberada permite la reduccion de una sal de tetrazolio a un producto coloreado soluble que
absorbe a 570 nm. La formacién de este producto es directamente proporcional a la
actividad de la enzima y por ende a muerte celular. El resultado mostrado en la Figura 16
indica que doxorrubicina aument6 el porcentaje de LDH en un 50 % respecto de la
condicion control. Para sustentar este primer resultado se utiliz6 una segunda técnica
para evaluar la muerte, la deteccién de fosfatidilserina (FS) a través de la cuantificacion
de la marca Anexina V-FITC utilizando citometria de flujo. Anexina V es una proteina que
se a une fosfolipidos y tiene gran afinidad por FS. Cuando se produce muerte celular por
apoptosis, uno de los eventos mas tempranos es la exposicion de fosfolipidos como la FS
al medio extracelular y ésto precede a la pérdida de la integridad de la membrana y
muerte de la célula por apoptosis y/o necrosis. Para diferenciar entre estos dos procesos

de muerte, se requiere determinar la incorporacién de Pl por la célula en un curso de
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tiempo. Las células viables lo excluyen, en cambio, cuando la integridad de la membrana
plasmatica se ha perdido, éste ingresa hasta el nucleo donde se intercala entre pares de
bases presentando una fluorescencia roja. Por lo tanto, una célula es viable cuando la
marca es Anexina (-) / Pl (-); una célula se encuentra en apoptosis temprana cuando es
Anexina (+) / Pl (-) y cuando se encuentra en una etapa de apoptosis més tardia o ya ha
muerto por necrosis, es Anexina (+)/Pl (+). El resultado de la Figura 17 muestra que la
poblacién de células sometidas a estimulacion con doxorrubicina presentd una mayor
marca de Anexina V-FITC + y fue significativamente mayor que el control a partir de la 18
h, manteniéndose hasta las 24 h. Sin embargo, el resultado sugiere que la muerte
producida por doxorrubicina podria estar relacionada a procesos tanto de apoptosis como
de necrosis. Debido a que no se pudo utilizar la incorporacion de Pl para discriminar
muerte por apoptosis porque doxorrubicina interfiere con su deteccién, ya que ambos son

intercalantes en el DNA y sus longitudes de emisién se superponen en el color rojo.

6.1.2. Efecto de doxorrubicina sobre los niveles intracelulares de ATP

Se sabe por literatura que la doxorrubicina causa dafio a nivel mitocondrial, tanto
en estructura como en funcionalidad lo que se traduce en: alteraciones en la membrana
mitocondrial y disfuncién mitocondrial provocando una reduccion importante en la sintesis
de ATP, todos estos efectos contribuyen a la muerte celular (26, 27). Las células viables
son metabdlicamente activas y por lo tanto sintetizan cantidad suficiente y necesaria de
ATP. Una disminucion drastica en los niveles de esta molécula se relaciona con una
disminucion en la viabilidad celular (colapso metabdlico). El resultado que se muestra en
la Figura 18 indica que la doxorrubicina disminuyo los niveles ATP a las 24 h cerca de un
50 % provocando una reduccion en la viabilidad celular concordante con la encontrada

por medicién de la actividad de LDH.

6.1.3. Efecto de doxorrubicina en la apoptosis dependiente de caspasa
Doxorrubicina se une e inhibe a enzimas asociadas al DNA y se intercala entre los
pares de bases de la doble hélice (5) provocando dafio al DNA y gatillando muerte celular
por apoptosis en un intento fallido de la célula por repararlo. Ademas la doxorrubicina
produce un dafio directo en la mitocondria causando la muerte celular al activar la via
intrinseca de la apoptosis. El dafio en la mitocondria favorece la liberacién de Cit C y con

ello la formacién del apoptosoma, el cual produce la fragmentacion y activacion de la
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caspasa iniciadora 9. Caspasa 9 fragmenta y activa a la Caspasa 3 y se ejecuta la
apoptosis (9).

Para determinar si la apoptosis es un tipo de muerte involucrado en el efecto de la
doxorrubicina sobre los cardiomiocitos, las células se incubaron en medio de cultivo
conteniendo doxorrubicina 1 uM por 3, 6, 18 y 24 h. Como muestra la Figura 19 la
exposicion de las células a la doxorrubicina produjo la fragmentacion de procaspasa 3, lo
gue correlacion6 con un aumento en los niveles de caspasa 3 a partir de las 3 h, llegando
a un méximo a las 6 h para luego disminuir hasta las 24 h.

En resumen, todos estos resultados confirman que doxorrubicina 1 UM produjo
muerte de los cardiomiocitos en el tiempo. De acuerdo a la temporalidad de los efectos, la
muerte por apoptosis seria un evento temprano para luego dar lugar a muerte por

necrosis la que claramente se observa a las 24 h de exposicion al antraciclinico.
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Figura 16. Efecto de doxorrubicina sobre la actividad de LDH en la cuantificacion de
la muerte celular. Cardiomiocitos en cultivo se expusieron a doxorrubicina 1 uM en medio
completo suplementado con 2 %de FBS. Después de 24 h se determind la actividad de la
LDH en el sobrenadante y en las células adheridas. La actividad de la LDH liberada se
calculé como porcentaje entre las actividades del sobrenadante y total. Los resultados se
expresan como el promedio *+ SEM de 4 experimentos independientes. Cada
determinacion se realizé por triplicado. Analisis por t- Student *p < 0,05 relativo al control.
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Figura 17. Efecto de doxorrubicina sobre los cardiomiocitos en la evaluacion de la
muerte por apoptosis/necrosis. Cardiomiocitos en cultivo se expusieron a doxorrubicina
1 uM. Después de 24 h las células se soltaron con tripsina, se incubaron con Anexina-
FITC y se evaluaron por citometria de flujo. Los resultados se expresan como promedio +
SEM de 4 experimentos independientes. Analisis por ANOVA vy post test Dunett *p<0,05
estadisticamente significativo respecto al control.

55



1.5-
[<]
0 =
SE 40 L
58
o2
L ©
= g * *
ES o5 = =
-3
ﬂ.n T ] |
Control Dox Oligomicina

Figura 18. Efecto de doxorrubicina sobre los niveles intracelulares de ATP en
cardiomiocitos de rata. Cardiomiocitos se expusieron a doxorrubicina 1 uM. Después de
24 h las células se lisaron y se obtuvieron los extractos totales. El contenido de ATP se
determiné utilizando la reaccion luciferina/luciferasa mediante un kit comercial (CellTitter
Glo, Promega). Los resultados se expresan como promedio + SEM de 4 experimentos
independientes. Los datos se analizaron mediante Anova. Post test Tukey. *p<0.05
respecto al control.

56



Caspasa 3 total _m 35 KDa

R — —
Caspasa 3 cortada e — — — 17 KDa

GAPDH — —— — — — 37 KDa

15+
°
- #*
": E 104 -IT *
w = + -
© O — a*
% @ I
M >
0= 54
L,
B
n T T Li Li T
Control 3h &h 18h 24h
L
I
Dox 1 uM

Figura 19. Efecto de doxorrubicina en la fragmentacién de caspasa 3 en
cardiomiocitos de rata. Cardiomiocitos se cultivaron en medio completo suplementado
con 2 % de FBS y se expusieron a doxorrubicina 1 pM en curso temporal. Los niveles de
Caspasa 3 total, fragmentada y GAPDH se analizaron por western blot previa resolucién
mediante electroforesis SDS-PAGE en geles al 12 %. El grafico muestra la cuantificacion
de los niveles de Caspasa 3 total y fragmentada. La imagen es representativa de 6
experimentos independientes. . Los resultados se expresan como promedio + SEM.
Andlisis por ANOVA. Post test Dunett *p<0.05 estadisticamente significativo respecto al
control.
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6.2. Establecer el efecto de doxorrubicina sobre la autofagia basal en los

cardiomiocitos y su relacion con la muerte celular

6.2.1. Efecto de doxorrubicina sobre la autofagia basal

El efecto de doxorrubicina sobre la autofagia ha sido materia de debate y
controversia desde la primera publicacién, en la cual se relacioné doxorrubicina con un
aumento en la eficiencia de este proceso, lo que llevaria a la muerte celular y con ello a la
generacién de la insuficiencia cardiaca (120). Posteriormente, aparecieron varios articulos
en los cuales apoyaban este hallazgo (121-124) y otros en los cuales sus resultados eran
totalmente opuestos (125, 126). Sin embargo, las diferencias en los modelos de estudio
dificulta la comparacion de los resultados obtenidos. Para evaluar el efecto de
doxorrubicina sobre la autofagia basal en los cardiomiocitos, se propuso trabajar en un
medio de cultivo suplementado con un 2% suero, para evitar la induccion del proceso por

falta de factores de crecimiento y se evaluaron los niveles de las proteinas LC3 y p62.

La proteina LC3 se sintetiza como pro-LC3 y rapidamente se procesa por Atg4
formando la proteina LC3-I, la cual se encuentra en el citoplasma. Cuando la autofagia se
activa, un complejo formado por las proteinas Atgl2 y Atg5 conjuga la proteina LC3-I con
fosfatidiletanolamina (PE), formando LC3-Il. Esta proteina se une a la membrana naciente
de los autofagosomas y permanece unida hasta la completa formacién de la vesicula,
tanto en su cara externa como interna y lo hace un buen marcador de este proceso, ya
gue se correlaciona con el nidmero de autofagosomas formados. Para evaluar si
doxorrubicina inducia el procesamiento del LC3-I, como marcador de autofagia, los
cardiomiocitos se expusieron a doxorrubicina 1 uM y se analizaron los niveles de la
proteina LC3 a los tiempos de 3y 24 h. Como se observa la Figura 20, al tiempo de 3 h,
la estimulacién con doxorrubicina disminuyo significativamente los niveles de LC3-Il, lo
cual se hizo mas evidente a las 24 h. La interpretacion del resultado indica que
doxorrubicina no indujo el proceso de autofagia, ya que los niveles de LC3-1l no
aumentaron. Al analizar los niveles totales de la proteina LC3, también se observé que

éstos disminuyeron a las 24 h (Figura 21).
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Figura 20. Efecto en los niveles proteicos de LC3-Il inducidos por doxorrubicina en
los cardiomiocitos en cultivo. Cultivos primarios de cardiomiocitos se trataron con
doxorrubicina 1uM. A los tiempos indicados se obtuvieron los extractos proteicos totales.
Los niveles de la proteina LC3-Il y GAPDH se determinaron por western blot, previa
resolucion mediante electroforesis SDS-PAGE en geles al 12 %. El grafico muestra la
cuantificacion de los niveles de LC3-Il. La imagen es representativa de 3 experimentos
independientes. Los resultados se expresan como el promedio £ SEM. Se realiz6 analisis
estadistico por ANOVA 'y post test Dunnett. *p<0.05 respecto al control.
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Figura 21. Efecto de doxorrubicina en los niveles totales de LC3 en los
cardiomiocitos en cultivo. Cardiomiocitos en cultivo en medio de mantencion DMEM
suplementado con 2 % de FBS, se trataron con doxorrubicina 1 pM. A las 3y 24 h se
obtuvieron los extractos proteicos totales los cuales se resolvieron por electroforesis SDS-
PAGE en geles al 12 %. Los niveles de LC3 y GAPDH se determinaron por western blot.
El gréfico muestra la cuantificacion de los niveles de LC3 total. Los resultados se
expresan como el promedio + SEM. El grafico representa un n=3. Analisis por ANOVA y
post test Dunnett. *p<0.05 respecto al control.

p62 es una proteina multifuncional involucrada en la formacion de agregados
proteicos y su degradacion (127). En su estructura se encuentran diferentes dominios, el
dominio UBA es un sitio de reconocimiento y union para proteinas mono y poli-
ubiquitinadas. A través del PB1 facilita la agregacion de las proteinas y con el dominio LIR
se une directamente a la proteina LC3 para que los agregados proteicos sean degradados
por autofagia (128). Por lo tanto, se habla de cierta selectividad en la degradacion por
autofagia gracias a esta proteina. Como p62 se degrada principalmente a través de
autofagia, nos entrega un buen marcador de este proceso. La Figura 22 muestra que
transcurrida 3 h de incubacién con doxorrubicina, los niveles de p62 se mantienen sin

cambios significativos respecto del control. Sin embargo, a las 24 h de incubacién con
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doxorrubicina, los niveles de p62 disminuyeron significativamente. Tomando en cuenta

s6lo la disminucion de p62, la interpretacion del resultado indica que el proceso de
autofagia esté activo, en contraposicion al resultado de LC3-I.
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Figura 22. Disminucion de los niveles de p62 inducido por doxorrubicina en
cardiomiocitos en cultivo. Cardiomicitos en medio de mantencion DMEM con 2 % de
FBS, se trataron con doxorrubicina 1uM por 3 y 24 horas. Luego se obtuvieron los
extractos proteicos totales y los niveles de p62 y GAPDH se determinaron por Western
blot previa resolucion por electroforesis SDS-PAGE en geles al 12 %. El grafico muestra
la cuantificacion de los niveles de p62. Los resultados se expresan como el promedio +

SEM. El gréfico representa un n=3. Analisis por ANOVA vy post test Dunnett. *p<0.05
respecto al control.
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Estudio del flujo autofagico

La proteina LC3-Il se une a la membrana naciente de los autofagosomas y
permanece unida hasta la completa formacion de la vesicula, tanto en su cara externa
como interna. Ya que esta proteina LC3-Il se degrada junto con el contenido seleccionado
por autofagia, su interpretacion en un inmunoblot a veces es inadecuada (129). Durante
un proceso de autofagia activo, se observa que a tiempos cortos LC3-I disminuye y LC3-I
aumenta. Si la duracién del estimulo se prolonga se observa que los niveles de ambas
proteinas disminuyen. Esto se debe a que la proteina LC3-ll que se encuentra hacia el
interior de la vesicula se degrada junto con el material dentro del autolisosoma, mientras
que la que permanece hacia el exterior de la membrana se disocia de la
fosfatidiletanolamina por accién de Atg4 vy retorna al citoplasma, degradandose (Figura
23).
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Figura 23. Esquema representativo de los niveles de LC3 | y Il. Células MEF se
cultivaron en medio DMEM sin aminoacidos ni suero por los tiempos indicados. Los
extractos proteicos se resolvieron por inmunoblot y se determinaron los niveles de la
proteina LC3 | y Il. Adaptado de Mizushima y col 2007 (129).

Sin embargo, cuando las células son tratadas con bafilomicina A (Baf A), un
inhibidor de la fusiéon autofagosoma-lisosoma, se bloquea el proceso de degradacion, sin
afectar los niveles de LC3-l ni la formacion de LC3-1l, es lo que se denomina flujo
autofagico. Al inhibir la degradacion se produce acumulacién de vesiculas autofégicas,

Figura 24.

62



4 6h

0 05 2
Wild-type MEFs I- _— LC3-|

Figura 24. Esquema representativo de los niveles de LC3 | y Il en condiciones de
flujo autofagico. Células MEF se cultivaron en medio DMEM sin amino&cidos ni suero
por los tiempos indicados y se adicion6 al medio E64d o pepstatina, inhibidores de las
enzimas lisosomales. Los extractos proteicos se resolvieron por inmunoblot y se
determinaron los niveles de la proteina LC3 | y Il. Adaptado de Mizushima y col 2007
(129).

Si el proceso esté activo se observa una acumulacion de LC3-1l y p62 (Figura 25).
Entonces para interpretar correctamente el proceso de autofagia, la literatura sugiere
evaluar el flujo de autofagia, comparando los niveles de LC3-1l entre las muestras como el

método mas adecuado de analisis (129).

Inhibitors (+)
treatment (-) treatment (+)  treatment (-) treatment (+) treatment (+)

LC3| |
LC3-Il | —/——

Autofagia activa

Bloqueo de la
degradacion

Figura 25. Esquema representativo de los niveles de LC3 1y Il en condicién de flujo
autofagico para interpretar si hay activacion o inhibicion del proceso de autofagia.
Adaptado de Mizushima y col 2007 (129).

Experimentos utilizando el inhibidor de autofagia baf A mostraron que el
tratamiento con doxorrubicina no indujo el proceso de autofagia, como se observa en la
Figura 26. En la condicion control, al utilizar baf A, los niveles de LC3-Il aumentaron

debido a la acumulacion de vesiculas; esto indica un proceso de autofagia activo. Sin
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embargo, en la condicién doxorrubicina en presencia de baf A, los niveles de LC3-Il no
aumentaron, e incluso son mas bajos que en la condicion control (Ctrl+BafA vs
Doxorrubicina+BafA). El andlisis de los niveles de LC3 total revel6 que disminuyeron
respecto del control y no se observé acumulacién de estas proteinas por efecto de Baf A
como muestra la Figura 27. En el caso de p62, al inhibir el paso de la degradacion con

Baf A no se observo su acumulacion como muestra la Figura 28.
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Figura 26. Efecto de doxorrubicina en el procesamiento de LC3 en condicion de
flujo autoféagico. Cardiomiocitos en medio DMEM suplementado con 2 % FBS se trataron
con doxorrubicina 1 pM en presencia o no del inhibidor Baf A. A las 24 horas de
estimulaciéon, se obtuvieron los extractos proteicos totales y se resolvieron por
electroforesis SDS-PAGE en geles al 12 %. Los niveles de LC3-1l y GAPDH se
determinaron por western blot. El grafico muestra la cuantificacion de los niveles de LC3-
Il. Los datos se expresan como el promedio + SEM. La figura es representativa de 4
experimentos independientes. Analisis estadistico por ANOVA y post test Tukey. #p<0.05
respecto al control, *p<0.05 respecto doxorrubicina; *p<0.05 respecto de Ctrl+BafA
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Figura 27. Determinacién del efecto de doxorrubicina sobre los niveles totales de
LC3 en condicion de flujo autofagico en los cardiomiocitos en cultivo. Cultivos
primarios de cardiomiocitos en medio de mantencion DMEM con 2 % de FBS, se trataron
con Doxorrubicina 1 uM por 24 h en presencia o no del inhibidor Baf A. Se obtuvieron los
extractos proteicos totales y se resolvieron por electroforesis SDS-PAGE en geles al 12
%. Los niveles de LC3-1l y GAPDH se determinaron por western blot. El grafico muestra la
cuantificacion de los niveles de LC3 total. Los datos se expresan como el promedio *
SEM. La figura es representativa de 4 experimentos independientes. Analisis estadistico
por ANOVA y post test Tukey. #p<0.05 respecto al control, *p<0.05 respecto
Doxorrubicina; **p<0.05 respecto de Ctrl+BafA
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Figura 28. Efecto de doxorrubicina sobre la acumulacién de p62 en condiciones de
flujo autofagico. Cardiomiocitos en cultivo se estimularon con doxorrubicina 1 uM por 24
h en presencia o no de Baf A 10 uM. Los niveles de la proteina p62 y GAPDH se
determinaron por western blot previa resolucion por electroforesis SDS-PAGE en geles al
12 %. El grafico muestra la cuantificacion de los niveles de p62. Los datos se expresan
como el promedio £ SEM. La figura representa un n=4. Andlisis estadistico por ANOVA,
post test Tukey *p<0.05 respecto de Ctrl+BafA, # respecto del control y ns, no

significativo.
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6.2.2. Efecto de doxorrubicina sobre la autofagia basal y su relacién con la muerte

celular

A pesar de las contradicciones que presenta la literatura respecto del efecto de
doxorrubicina sobre la autofagia, el punto de concordancia lo encontramos en que la
alteracion de este proceso ya sea inhibitorio o de induccion, tiene como consecuencia
muerte celular. Para determinar en nuestro modelo si es la inhibicién de la autofagia el
estimulo que desencadena el proceso de muerte o el hecho de que aunque esté inhibida,
la autofagia que aun se ejecuta es perjudicial, los cardiomiocitos se incubaron con dos
diferentes inhibidores de la autofagia: 3-MA o Baf A, en incubaciéon conjunta con
doxorrubicina por 24 h. Los resultados mostraron que al inhibir la autofagia, el porcentaje
de muerte de cardiomiocitos aumento en presencia de Doxorrubicina (Figuras 29 y 30).

Otra estrategia para inhibir la autofagia fue utilizar un RNA interferente de la
proteina Beclin 1. Como se observa en la Figura 31, el RNA interferente disminuy6 los

niveles proteicos de Beclin cerca de un 75%.

En presencia de doxorrubicina, al inhibir este proceso, aument6 la muerte celular
(Figura 32). Esto sugiere que la autofagia es un proceso importante para la sobrevida
celular y su inhibicion actuaria como un efecto téxico sinérgico con doxorrubicina sobre la

célula cardiaca.
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Figura 29. La inhibicion de la autofagia por 3-metiladenina aumenta la citotoxicidad
inducida por doxorrubicina en el cardiomiocito. Cultivos de cardiomiocitos en medio
de mantencion DMEM con 2 % de suero se estimularon con doxorrubicina 1 pM en
presencia de 3-MA 10 uM. Después de 24 h se determind la actividad de LDH en el
sobrenadante y en las células adheridas. La actividad de LDH liberada se calculé6 como
porcentaje de la actividad del sobrenadante sobre la total de LDH. Los resultados estan
expresados como el promedio + SEM. Cada determinacion se realizd en triplicado. La
figura representa un n=3 Analisis estadistico por ANOVA vy post test Tukey. *p<0.05
respecto del control, #p<0.05 respecto de Doxorrubicina.
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Figura 30. La inhibicion de la autofagia por bafilomicina A aumenta la toxicidad de
doxorrubicina en cardiomiocitos. Cardiomiocitos en medio de mantencion DMEM con 2
% de suero, se trataron con doxorrubicina 1 UM en presencia bafilomicina A 10 uM.
Después de 24 h se determind la actividad de LDH en el sobrenadante y en las células
adheridas. La actividad de LDH liberada se calcul6 como porcentaje de la actividad del
sobrenadante sobre la total de LDH. Los resultados estan expresados como el promedio +
SEM. Cada determinacion se realiz6 en triplicado. El gréfico representa un n=6. Analisis
por ANOVA vy post test Tukey *p<0.05 respecto del control. #p<0.05 respecto de
Doxorrubicina.
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Figura 31. Disminucién de los niveles de Beclin 1 con un siRNA especifico. Cultivos
de cardiomiocitos se transfectaron con un siRNA especifico para la proteina Beclinl.
Extractos proteicos obtenidos 48 h post transfeccion se resolvieron por SDS-PAGE vy los
niveles de Beclin 1 y GAPDH se detectaron por western blot utilizando anticuerpos
especificos. Una secuencia scramble se utiliz6 como control de transfeccién. La figura
corresponde al promedio de 4 experimentos independientes. Los resultados se expresan
como el promedio + SEM. ANOVA y post test Dunnett. ***p<0.0001 respecto del control.
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Figura 32. La inhibicion de la autofagia por siBeclin aumenta la toxicidad de
doxorrubicina en los cardiomiocitos. Cardiomiocitos se tranfectaron con un siRNA
especifico para la proteina Beclin 1. Luego de 24 h de transfeccion se cambié a medio
DMEM suplementado con 2 % FBS y se mantuvieron por 24 h. Luego se estimul6 con
doxorrubicina 1 pM por 24 h. Se determiné la actividad de LDH como porcentaje de la
actividad del sobrenadante sobre la total de LDH. Los resultados estan expresados como
el promedio + SEM. Cada determinacion se realizo en triplicado. El grafico representa un
n=3. Andlisis por ANOVA vy post test Tukey. #p<0.0001 respecto a scramble, *p<0.05
respecto a scramble + Dox.
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6.2.3. Efecto de la activacion de la autofagia sobre la muerte del cardiomiocito
provocada por doxorrubicina
Dado que los resultados previos mostraron que la autofagia es importante para la
sobrevida celular, ya que el efecto inhibitorio que produce doxorrubicina, se relaciona con
el aumento de la muerte de los cardiomiocitos, nuestra estrategia fue utilizar un activador
de la autofagia y comprobar que este proceso es importante para prevenir la muerte

celular.

Para ello utilizamos rapamicina (Rap) antibiotico de multiples efectos, uno de los
cuales es inhibir a la proteina mTOR, activando la autofagia (81). El resultado muestra
qgue efectivamente al utilizar este activador de la autofagia, se previene la muerte celular

en presencia de doxorrubicina (Figura 33).
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Figura 33. La activacion de la autofagia por rapamicina disminuye la toxicidad de
doxorrubicina en cardiomiocitos. Cardiomiocitos en cultivo en medio de mantencion
DMEM con 2 % de suero, se expusieron a rapamicina 0,1 uM por 2 h, previo al estimulo
de doxorrubicina 1 uM y se mantuvieron en presencia de Rapamicina por todo el periodo
de estimulacion. Después de 24 h se determind la actividad de LDH en el sobrenadante y
en las células adheridas. La actividad de LDH liberada se calcul6 como porcentaje de la
actividad del sobrenadante sobre la total de LDH. Los resultados estdn expresados como
el promedio + SEM. Cada determinacion se realizd en triplicado. El gréfico representa el
promedio de 5 experimentos independientes. Analisis por ANOVA y post test Tukey.
#p<0.0004 respecto del control, *p<0.05 respecto de Doxo.
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6.3. Determinacion la activacion de la via de sefalizacion AKT-mTOR en
cardiomiocitos expuestos a doxorrubicina

La autofagia es un proceso que se desarrolla en forma basal en todas las células y

cobra mayor relevancia en aquellas en las cuales la tasa de proliferacion es muy baja

como son los cardiomiocitos. Una alteracion de este proceso ya sea por incremento o por

defecto, puede ser la causa que favorece la generacion de una patologia cardiaca. Este

proceso es regulado por diferentes vias de sefalizacidbn que convergen en el regulador

maestro de la autofagia, mTOR.

En esta seccion, se estudiaron los niveles de diferentes proteinas que intervienen
en las distintas etapas del este proceso de autofagia: Beclin-1, AKT y mTOR a través de

su proteina blanco de fosforilacién, p70S6K.

6.3.1. Efecto de doxorrubicina sobre los niveles de beclinl en cardiomiocitos

Una de las proteinas claves para que se lleve a cabo el proceso de autofagia es
Beclin 1. Esta proteina se ha relacionado directamente con la formacién del autofagosoma
al formar parte del complejo de iniciacién de la autofagia junto con la PI3K clase Il (96,
97). Como se observa en la Figura 34, la exposicion de los cardiomiocitos a doxorrubicina
en el tiempo, hasta las 24 h, disminuyd los niveles de la proteina Beclin 1. Esto concuerda

con el resultado de inhibicion de la autofagia (Figura 26).

6.3.2. Efecto de doxorrubicina en la activacién de la via de sefalizacion AKT/
mTOR
La via de sefializacion que involucra a la proteina AKT es una de las vias mejor
caracterizada que regula la actividad de la proteina mTOR (130, 131). Toda vez que AKT
se activa, una serie de eventos lleva finalmente a la activacién de mTOR (132) regulando
diferentes procesos celulares, uno de los cuales es la autofagia y en este caso particular

su efecto es inhibitorio.

MTOR juega un rol crucial en la homeostasis celular, crecimiento y respuesta
frente al estrés, promoviendo la sintesis de proteinas y el crecimiento celular. Uno de los
sustratos de la activacion de mTOR es la proteina p70S6K. mTOR fosforila y activa a
esta proteina y con ello se activa el proceso de traduccion para la sintesis de proteinas y

el control del metabolismo.
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En la Figura 35 se muestra la activacién de la proteina AKT en el tiempo. El
resultado indica que doxorrubicina produjo una potente activacion de esta proteina a partir
de las 18 h manteniendo el efecto incluso hasta las 24 h. Por otra parte, la activacion de
MTOR a través de la fosforilacién de su sustrato p70S6K, se observa claramente en la
Figura 36 que la estimulacion de los cardiomiocitos con doxorrubicina, aumenté los
niveles de la proteina fosforilada ya desde las 6h en adelante en forma significativa.

Por lo tanto, los resultados de la via de sefializaciéon concuerdan con el efecto
inhibitorio de la autofagia observado a través de la proteina LC3 producido por
doxorrubicina a las 24 h de estimulaciébn y esta inhibicibn de la autofagia estaria
relacionada con el aumento en la muerte celular, observado al mismo tiempo de

estimulacion.
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Figura 34. Disminucién de los niveles de beclinl inducido por el tratamiento con
doxorrubicina en cardiomiocitos. Cultivos primarios de cardiomiocitos en medio de
mantencion DMEM con 2 % de FBS, se trataron con doxorrubicina 1 pM en curso
temporal. Se obtuvieron los extractos proteicos totales a los tiempos indicados y se
resolvieron por electroforesis SDS-PAGE en geles al 12%. Los niveles de LC3-ll y
GAPDH se determinaron por western blot. El grafico muestra la cuantificacion de los
niveles de LC3 total. Los datos se expresan como el promedio £+ SEM. La figura es
representativa de 5 experimentos independientes. Analisis estadistico por ANOVA y post
test Tukey. **p<0.05 respecto del control.

74



P-AKT s s s wmem w= 60 KDa
AKT-% 60 KDa
37 KDa
g
*
4- T

*
.
T

pAKT/AKTt
relative al control

1

T T

T ¥ T
Control  3h Bh 18h 24h

Dox 1 uM

Figura 35. Efecto del tratamiento con doxorrubicina sobre los niveles de AKT en
cardiomiocitos. Cultivos primarios de cardiomiocitos en medio de mantencion DMEM con
2% FBS, se trataron con doxorrubicina 1uM en curso temporal. Se obtuvieron los

extractos proteicos totales a los tiempos indicados y se resolvieron por electroforesis

SDS-PAGE en geles al 12 %. Los niveles de AKT total, su forma fosforilada y GAPDH se

determinaron por western blot. El grafico muestra la cuantificacion de la razon pAKT/AKT.
Los datos se expresan como el promedio + SEM. La figura es representativa de 6
experimentos independientes. Analisis estadistico por ANOVA y post test Dunnett.

**p<0.05 respecto del control.
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Figura 36. Efecto de doxorrubicina sobre

la actividad de mTOR en

los

cardiomiocitos. Cultivos primarios de cardiomiocitos en medio de mantencion DMEM con
2% FBS, se trataron con doxorrubicina 1 uM. Se obtuvieron los extractos proteicos totales
a los tiempos indicados y se resolvieron por electroforesis SDS-PAGE en geles al 12%. La
activacion de mTOR se determiné a través de la cuantificacion de los niveles de p70S6K
fosforilada. Los niveles de p70S6K total su forma fosforilada y GAPDH se determinaron
por western blot. El grafico muestra la cuantificacion de la razén p70S6K-p/p70S6Kt. Los
datos se expresan como el promedio *+ SEM. La figura es representativa de 3
experimentos independientes. Andlisis estadistico por ANOVA y post test Dunnett.

**p<0.05 respecto del control.
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7. DISCUSION

La cardio-oncologia se refiere a la sub especialidad médica orientada al
diagndstico y tratamiento de las enfermedades cardiacas en pacientes con cancer (133,
134). Esta especializacion se hace necesaria debido a que los agentes antineoplasicos
son potencial o directamente cardiotoxicos y los pacientes pueden llegar a desarrollar

cardiomiopatias e insuficiencia cardiaca (134).

Esta asociacion de disciplinas representa una nueva plataforma de investigacion,
debido a que los efectos toxicos sobre el corazén que son causadas por las terapias para
el tratamiento del cancer, pueden revelar nuevas perspectivas sobre la biologia de las
enfermedades cardiacas (135). Un ejemplo fue el uso de trastuzumab, anticuerpo
monoclonal dirigido al receptor HER2 en el cancer de mama (135). Su uso predispuso a
los pacientes a desarrollar cardiomiopatias. Los estudios preclinicos revelaron un papel
importante de la sefalizacién del receptor HER2 en la respuesta frente al estrés en los
cardiomiocitos. Investigaciones posteriores sugirieron que la activacién de la sefializacion
de este receptor por su ligando correspondiente, Neuregulina, podria tener un potencial

terapéutico en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (136).

Dentro de la farmacoterapia disponible para el tratamiento del cancer, uno de los
medicamentos con mayor efectividad es la doxorrubicina. Ampliamente se ha descrito su
mecanismo de acciéon como antineoplasico (5), pero a pesar de su gran efectividad, su
uso se encuentra limitado por la toxicidad que produce en el corazén. Este efecto adverso
se presenta en diferentes temporalidades y con diferente sintomatologia. Los efectos mas
agudos ocurren a los 2-3 dias después de la administracion y son abordables con una
apropiada alternativa terapéutica. Sin embargo, el efecto crénico puede desarrollarse
incluso 10-15 afios posterior al término de la quimioterapia. La probabilidad de
desarrollarla es principalmente dosis-dependiente (137), pero también puede ocurrir a
bajas dosis debido a una mayor suceptibilidad individual (138) y generar desde una
cardiomiopatia dilatada hasta una insuficiencia cardiaca en alrededor del 20 % de los
casos (10). El mayor impacto de este efecto cronico se produce en los pacientes

pediatricos que han sobrevivido al cancer.

El corazén esta formado por varios tipos celulares, uno de los mas importantes son
los cardiomiocitos. Estas células, terminalmente diferenciadas, cesan de proliferar poco

después del nacimiento y son las unidades contractiles funcionales del corazon. Esta
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restriccion del cardiomiocito para proliferar, hace a este 6rgano muy vulnerable a

diferentes situaciones de estrés (139).

A pesar de la amplia investigacion, el mecanismo por el cual doxorrubicina
produce la cardiotoxicidad, aln no se ha aclarado completamente y sugiere, que la
alteracion de diferentes procesos intracelulares llevaria a la muerte de los cardiomiocitos.
La exposicion repetida a este medicamento produciria una disminucion progresiva de
estas células (140) llegando a un punto en el cual, la capacidad de adaptacion del érgano
ya no es capaz de mantener la funcionalidad, generando una insuficiencia cardiaca (140).
Debido a que no hay un tratamiento especifico para la cardiomiopatia relacionada a la
terapia antineoplasica, los pacientes reciben el tratamiento estandar para la Insuficiencia

cardiaca congestiva (141, 142).

Los mecanismos descritos por los cuales doxorrubicina produce cardiotoxicidad
son la formacién de ROS, produciendo estrés oxidativo y alteraciones a nivel mitocondrial
(4). El tejido cardiaco es muy vulnerable frente a este tipo de estimulos nocivos. Esto se
debe a su elevado metabolismo oxidativo y a su escasa defensa antioxidante (143). Sin
embargo, el uso de terapias antioxidantes para prevenir el efecto téxico no ha mostrado

efectividad en la préactica clinica (144).

La literatura ha sido prolifica en informar diferentes alteraciones en los procesos
celulares a causa de doxorrubicina y ante la imposibilidad de abordar todos en su
conjunto, lo cual daria una extraordinaria visién del efecto de doxorrubicina en el
cardiomiocito, nuestro trabajo se centré en el efecto que produce sobre uno de los
procesos basicos para mantener la homeostasis, sobre todo en este tipo celular, como es

la autofagia basal.

El objetivo de esta tesis fue investigar el efecto de doxorrubicina sobre la autofagia

basal en cardiomiocitos de rata neonata y su relacién con la muerte celular.

7.1. Doxorrubicinay muerte celular

Una de las discrepancias en la literatura respecto de los efectos de doxorrubicina,
es el uso de diferentes concentraciones y tiempo de exposicion en los diferentes modelo
de estudio. Esto reviste especial cuidado cuando se estudian modelos in vitro, debido a
que hay estructuras intracelulares que son capaces de acumular el farmaco (145). Varios
estudios han mostrado que doxorrubicina es selectivamente almacenada en el nucleo
(146-148), en donde ejerce su efecto sobre el DNA. Se ha descrito ademas que

doxorrubicina se acumula en la mitocondria llegando a concentraciones mucho mas
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elevadas de las que se encuentran en el plasma (149). Esto es importante considerar
dependiendo del modelo de estudio ya que la literatura sugiere que para cultivo de

cardiomiocitos la concentracién de doxorrubicina no deberia exceder de 1 uM (150).

La terapia con antraciclinicos tiene por efecto secundario la muerte de los
cardiomiocitos. La evidencia de estudios tanto in vitro como en modelos animales es que:
apoptosis y necrosis pueden ocurrir concomitante y ambos tipos de muerte tener un rol en
la cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina (151). Los resultados que muestran las
Figuras 16 y 17 deja en claro que doxorrubicina 1 uM produce muerte por necrosis a las
24 h. Por otra parte, los cardiomiocitos como células encargadas de la funcion contractil
del corazon, poseen una gran cantidad de mitocondrias para mantener los niveles de ATP
acordes con los requerimientos cardiacos. El efecto de doxorrubicina sobre la disminucion

en los niveles de ATP se sabe que se produce por:

« El dafio en el DNA genera un estrés genotoxico que causa la activacién de la
enzima PARP-1. En el intento por repararlo se produce un gran gasto de ATP,
llegando a una insuficiencia energética irreversible que resulta en muerte celular.
Cuando esto sucede, la muerte celular exhibe caracteristicas de muerte por

necrosis (9).

X3

%

Se ha mostrado que doxorrubicina también produce dafio en el DNA mitocondrial,
ruptura de la membrana, disfuncién mitocondrial y una reduccién de ATP, lo cual

también contribuye a la necrosis (152, 26).

Nuestros resultados muestran que doxorrubicina redujo en un 50 % el contenido
de ATP de los cardiomiocitos, lo que concuerda con el tipo de muerte anteriormente

observada (Figura 18).

Al caracterizar la muerte que se produce en nuestro modelo, la estimulacién de
cardiomiocitos con doxorrubicina 1 puM por 24 h produjo, ademas de muerte por necrosis,
muerte celular por apoptosis, con un claro aumento en la fragmentacién de procaspasa 3.
A partir de las 3 h los niveles de caspasa 3 aumentan y se mantienen elevados hasta las

18 h, para después disminuir como se observa en la Figura 19.

7.2. Doxorrubicinay autofagia
En condiciones normales o de estrés leve, la autofagia basal degrada y recicla
componentes de citoplasmaticos, tales como proteinas de vida media larga y organelos

envejecidos, como mecanismo protector para mantener la homeostasis celular (153).
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Debido a que las mitocondrias dafiadas liberan factores pro-apoptéticos, como Cit ¢ (154),

la autofagia puede prevenir la activacién de la apoptosis (155, 156).

Cuando se habla de la relacion entre doxorrubicina y autofagia, la literatura no
entrega informacién concluyente. Lu y col, 2009 fueron los primeros que mostraron que
doxorrubicina activa la autofagia y con ello promueve la muerte celular. Sin embargo, su
modelo contempla una privacion de nutrientes de 24 h previo al estimulo con
doxorrubicina. La privacion de nutrientes es uno de los estimulos mas potentes para
inducir autofagia (157). Cuatro estudios posteriores describen que doxorrubicina estimula
la autofagia: Kobayashi 2010, Chen 2011, Xu 2012 y Dimitrakis 2012 (158, 121-123). A
diferencia de nuestro modelo, tres de ellos mantienen el tiempo de estimulacion hasta las
18 h (Kobayashi 2010, Chen 2011 y Xu 2012), "todos pertenecientes al mismo grupo de
investigacion" (121-123) y el dltimo emplea un modelo de cardiomiocitos adultos
(Dimitrakis 2012) (124). Por el contrario, los dos estudios que informaron una inhibicion de
la autofagia por Doxorrubicina (Kawaguchi 2012; Sishi 2013) (125, 126) utilizaron como
modelo de estudio cardiomiocitos de ratén y la linea celular HOC2, respectivamente. Este
ultimo ademas utilizé una concentracion mayor de doxorrubicina (3 uM). Por lo tanto, se

hace dificil comparar nuestros resultados con los datos aportados por la literatura.

Para evaluar la autofagia, se analizaron los niveles proteicos de LC3-Il y p62 como
marcadores de autofagia. Nuestros resultados indican que en cardiomiocitos de rata
neonata, doxorrubicina produce una inhibicién de la autofagia, lo que se muestra por la
disminucion en los niveles tanto de LC3-Il, como en los niveles totales de la proteina LC3
(Figuras 20 y 21). Sin embargo, la disminucion en los niveles de p62 a las 24 h, no
concuerda con la inhibicion de la autofagia, ya que los resultados muestran que esta
proteina se esta degradando (Figura 22). Al analizar los resultados obtenidos en condicion
de flujo autofagico, es decir en presencia de Baf A, el inhibidor de la fusién autofagosoma-
lisosoma, encontramos que los niveles de LC3-Il no aumentaron. El resultado muestra
gue el proceso de autofagia se encuentra inhibido y de acuerdo a las condiciones en que
se realiz6 el experimento, es la autofagia basal la que se encuentra inhibida por efecto de
doxorrubicina (Figuras 26 y 27). Por el contrario, al analizar el resultado de los niveles de
la proteina p62, encontramos que a pesar de estar en presencia de Baf A, se sigue
degradando, por lo que contradice el efecto encontrado sobre LC3 (Figura 28). En la
literatura se ha informado que p62 también es capaz de entregar proteinas ubiquitinadas
al proteosoma para su degradacion y se considera un punto de interseccion entre las dos

principales vias de degradacion (autofagia y proteosoma) (159) y que podria explicar los
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menores niveles proteicos encontrados en presencia de Baf A, aunque claramente esto

requiere de mayor investigacion.

7.3. Doxorrubicina, autofagia y muerte celular

Al analizar como afecta la inhibicién de la autofagia por doxorrubicina la viabilidad
celular, encontramos en la literatura las mismas controversias descritas para la autofagia.
Para los estudios que encontraron que doxorrubicina activa la autofagia, inhibirla va en
relacién directa con proteger al cardiomiocito de la muerte celular (122), mientras que en
aquellos en los cuales doxorrubicina inhibié la autofagia, utilizar un inductor de este

proceso previene la muerte del cardiomiocito (126).

7.3.1. Efecto de 3-metiladenina sobre la muerte celular inducida por doxorrubicina
3-metiladenina, wortmanina y LY294002 son inhibidores de la enzima PI3K, por lo
tanto inhibidores de la autofagia (160-162). Aunque todos ellos inhiben a PI3K clase | y
clase Ill en forma indiscriminada (163, 164), se conocen porque suprime la autofagia al
impidir la formacién de PIP3 por PI3K clase lll (165), lo cual es escencial en las etapas

iniciales de la formacion de la vesicula (166, 167).

En nuestro modelo, 3-MA claramente aumentd la muerte en presencia de
doxorrubicina (Figura 29) en contraposicion a lo encontrado por Chen y col , el cual
mostrd que al utilizar 3-MA protegia al cardiomiocito de la muerte por doxorrubicina (123).
Sin embargo, el uso de 3-MA puede no ser especifico en la inhibiciobn de la autofagia,
debido a su posible efecto sobre PI3K- clase I. Este efecto podria alterar una de las vias

clasicas relacionada con sobrevida: PI3K-ATK (168).

7.3.2. Efecto de bafilomicina sobre la muerte celular inducida por doxorrubicina

Baf A es otra estrategia utilizada para inhibir la autofagia. Baf A es un antibiético
macrolido que inhibe la H(+)-ATPasa vacuolar e inhibe la acidificacion de lisosomas y
endosomas (169). Una vez formado el autofagosoma, en la etapa final del proceso, la
vacuola de doble membrana se une al lisosoma para la degradacion del contenido
vesicular. Es precisamente en este punto donde se puede inhibir la autofagia con Baf A,
ya que altera la actividad de las enzimas proteoliticas contenidas al interior del lisosoma.
El resultado de inhibir la autofagia con Baf A en presencia de doxorrubicina que muestra
la figura 30, claramente aumenta el efecto téxico del antraciclinico aumentando el
porcentaje de muerte. El punto discordante sera siempre el hecho de que si la literatura

muestra que doxorrubicina activa autofagia, cualquier estrategia para inhibirla producira
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un efecto protector de la muerte celular. Sin embargo, nuestro resultados concuerdan con

los de Sishi y col., a pesar de las diferencias en los modelos de estudio.

7.3.3. Efecto de siBeclin sobre la muerte celular inducida por doxorrubicina

Los resultados anteriores mostraron que inhibir la autofagia va en relacion directa
con un aumento en muerte celular. Sin embargo, el tratamiento por si mismo aumento la
muerte, por lo cual utilizamos otra técnica para inhibir la autofagia, disminuir los niveles de
Beclin mediante un RNA interferente. Beclin-1 es una de las proteinas indispensable para
la activacion de la autofagia al ser parte del complejo PI3K-1ll encargado de la nucleacion
de la membrana pre-autofagosomal y el reclutamiento de distintas proteinas necesarias
para el desarrollo de la autofagia (170, 171). El resultado mostr6 que la transfeccion no
alteré la viabilidad celular y que al igual que en los resultados anteriores, inhibir la
autofagia la muerte celular aumenta (Figura 32).

Por lo tanto, todos estos resultados indican que la autofagia es un mecanismo

importante que emplea la célula para sobrevivir frente a la exposicion de doxorrubicina.

7.3.4. Efecto de rapamicina sobre la muerte celular inducida por doxorrubicina
Rapamicina es el clasico inductor de autofagia a través de su capacidad de inhibir
a mTOR (81). Debido a esta inhibicion, estdn bien documentados los efectos en la
reduccion del crecimiento de varios tipos de céancer (172, 173) y en la inhibicion de la
hipertrofia ventricular izquierda in vivo (174, 175). Por lo tanto, se pensé en su potencial
efecto protector frente a la exposicion de doxorrubicina sobre los cardiomiocitos. Los
resultados anteriores mostraron que doxorrubicina inhibe la autofagia y que ésta, es
importante para la sobrevida celular. Por lo tanto, el uso de Rap como inductor de la
autofagia surgié como alternativa para activar la autofagia y disminuir la muerte del
cardiomiocito. El resultado del tratamiento con Rap efectivamente permitié disminuir la
muerte, como muestra la Figura 33. En el articulo de Sishi y col (126), el uso de Rap en
co-tratamiento con doxorrubicina inhibié la actividad de caspasa e impidi6 la muerte
evidenciada como actividad mitocondrial a través del ensayo MTT, apoyando nuestros

hallazgos.

7.4. Efecto de doxorrubicina en la activacion de la via de sefializacion AKT-
MTOR que regula la autofagia en el cardiomiocito
Los resultados anteriormente expuestos mostraron que doxorrubicina inhibe el

proceso de autofagia en cardiomiocitos y ello contribuye a la muerte celular como un
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mecanismo que permitiria explicar la cardiotoxicidad asociada a este medicamento. La via
de la PI3K/AKT es la via de sefializacién que se utiliza para explicar la induccién o
inhibicion de la autofagia. Por lo tanto, nuestro estudio se enfoc6 en evaluar
especificamente esta via para relacionar el efecto de doxorrubicina sobre este proceso.
En el estudio de Chen y col mostraron que doxorrubicina activa autofagia. Sin embargo,
encontraron que doxorrubicina marcadamente aumento la actividad de AKT y mTOR, lo
que se observo por el aumento en los niveles de AKT y p70S6K en su forma fosforilada,
entre otras proteinas (122). A pesar de mostrar que la via AKT-mTOR esta activa, via
clasica de inhibicion de la autofagia, no discuten ese hallazgo, pero concuerda con
nuestros resultados (Figuras 35 y 36). En el trabajo de Gratia y col, en el cual
desarrollaron un modelo in vivo de toxicidad aguda y crénica por doxorrubicina,
encontraron que doxorrubicina produjo la activacion de AKT y mTOR (175). Esta
activacion de AKT se produciria por una proteina quinasa dependiente de DNA (DNA-PK).
Esta quinasa se activa cuando se produce un dafio genotéxico, es decir, cuando el DNA
sufren ruptura de su estructura de doble hebra, un efecto tipico de doxorrubicina (176,
177). El efecto de doxorrubicina sobre la activaciéon de AKT es tan controversial como el
efecto sobre la autofagia. El articulo de Chaterjee y col (10) expone que doxorrubicina
inhibe las vias de PI3K/AKT y ERK. En el trabajo de Xiang y col con un modelo de rata
adulta (178) encontré que los niveles de AKT fosforilada disminuyeron hasta un 19 % por
efecto de la estimulacion de doxorrubicina. La revision de la literatura relaciona la
activacion de AKT como una estrategia para la sobrevida celular, previniendo la muerte
por apoptosis. Sin embargo, encontramos que una activacion de AKT sostenida en el
tiempo puede producir efectos deletéreos. En el articulo de Sun y col encontraron que una
sefializacién de AKT sostenida en respuesta a una sobreexpresién de myrAKT llevo a
muerte embrionaria, edema y malformaciones vasculares (179). En el trabajo de Nagoshi
y col también mostraron que la activacion crénica de AKT llevé a una respuesta
maladaptativa en respuesta al dafio por isquemia-reperfusion (180). Estos efectos
deletéreos producto de la activacion crénica de AKT sustentan el hecho de que
doxorrubicina al activar AKT e inhibir la autofagia, contribuye a la muerte celular.

En el trabajo de Gratia y col, encontraron que en ambos modelos, la quinasa
MTOR se encontr6 activa lo que observaron a través del aumento en los niveles de
p70S6K fosforilada (175). En el estudio de Kawagushi y col observaron indirectamente la
actividad de mTOR a través de la quinasa ULK1. En su modelo de estudio mostraron que

los niveles de fosforilacion de ULK1 estaban aumentados en condicion de privacion de
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nutrientes y que la actividad de fue significativamente reducida por la presencia de
doxorrubicina (125). En relacién a los trabajos que mostraron que doxorrubicina indujo
autofagia, en el trabajo de Chen y col y en el trabajo de Xu y col, observaron una
activacion de mTOR a través de la fosforilacion de su efector p70S6K y aunque no
concuerda con sus resultados, apoya los encontrados por nuestro trabajo.

7.5. Efecto de doxorrubicina sobre la actividad del lisosoma

Clasicamente el estudio de la autofagia se enfocOd en aclarar la formacion del
autofagosoma vy las vias de sefializacion que regulan todo este proceso. En cambio, la
dltima etapa, la degradacion y la funcion del lisosoma en autofagia, es un aspecto mucho

menos estudiado (181).

El lisosoma es punto final de la via endocitica y es el principal organelo encargado
de la digestiébn de componentes celulares. Su principal caracteristica es el pH &acido que
mantiene su lumen, el cual contiene mas de 50 hidrolasas, entre ellas: proteasas,
peptidasas, fosfatasas, nucleasas, glicosidasas, sulfatasas y lipasas. Este ambiente acido
se mantiene gracias a que en la membrana lisosomal se encuentra la V-ATPasa, la cual

ingresa H* al interior acidificando el medio (182, 183).

Recientemente los avances para entender la participacion del lisosoma en
autofagia se han enfocado en: la biogénesis lisosomal mediada por el factor de
transcripcion TFEB, la autofagia de lisosomas dafiados (lisofagia) y la identificacion de las
proteinas SNARE las cuales participan en la fusion del autofagosoma con el lisosoma
(181). Sin embargo, el estudio de Dan y col, sugiri6 que doxorrubicina bloquea el flujo
autofagico debido a una alteracion a nivel del lisosoma. La disminucion de la acidez
luminal, elevando el pH de 4,6 a 5,2, afectaria la actividad de las enzimas lisosomales y
con ello la degradacién del contenido de la vacuola autofagica (184). Esto constituye una
nueva arista de investigacion para entender y esclarecer el mecanismo de generacion de

la cardiotoxicidad por doxorrubicina.
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8. CONCLUSIONES

Doxorrubicina produjo la muerte de los cardiomiocitos, a través de los procesos de
apoptosis y necrosis. La muerte por apoptosis comenz0 a ser evidente a partir de la 3 h
de estimulo, mientras que la necrosis se observd mayoritariamente a las 24 h. Ademas
produjo un importante compromiso en la funcionalidad de la mitocondria, o que se

observé por la disminucion en los niveles de ATP.

Doxorrubicina inhibié la autofagia basal dado que produjo una disminucién en los
niveles de LC3-Il, incluso en condicion de flujo autofagico (presencia de bafilomicina A).
Sin embargo, no hubo una correlacion de p62 con LC3 debido a que p62 continud
degradandose incluso en presencia de bafilomicina A.

Al inhibir la autofagia con tres estrategias distintas: 3-metiladenina, bafilomicina Ay
un siRNA Beclin 1, se observé que el porcentaje de muerte aumentd. Por otra parte, al
utilizar rapamicina como inductor de la autofagia, los niveles de muerte disminuyeron, lo
cual permite concluir que la autofagia basal es un proceso importante para la sobrevida

celular cuando se expone a doxorrubicina.

Doxorrubicina disminuyo los niveles de la proteina Beclin 1; esto es consistente

con la menor formacion de vacuolas autofagicas.

La inhibicion de la autofagia basal por doxorrubicina quedd respaldada por la
activacion de AKT y mTOR, via clasica de inhibicion de este proceso. La estimulacién con
doxorrubicina aumenté significativamente los niveles de AKT fosforilada y de p70S6K

fosforilada.

Todos estos resultados permiten postular que doxorrubicina produce la inhibicién
de la autofagia basal y que éste seria uno de los mecanismos que contribuyen a la muerte

de los cardiomiocitos en la generacion de la cardiotoxicidad por antraciclinicos.
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