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Resumen

La autofagia es un proceso celular donde compo-
nentes citoplasmaticos y aun organelas completas
son secuestrados en vesiculas de doble membrana
(autofagosomas) y luego degradados al fusionarse
con los lisosomas. Tiene un rol importante en los
cambios metabolicos que se necesitan para mante-
ner la homeostasis celular. Existen formas selectivas
de autofagia en las que se eliminan organelas espe-
cificas. Este es el caso de la mitofagia, una autofagia
selectiva de mitocondrias dafiadas o que resultan ex-
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cesivas para la demanda metabolica. En situaciones
como la hipoxia, la respiracion mitocondrial puede
ser deficiente y producir dafio por la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS). En este caso,
la mitofagia opera como una respuesta adaptativa,
reduciendo la masa de mitocondrias a la vez que la
energia pasa a obtenerse de la glicolisis. En circuns-
tancias fisiologicas como la maduracion del eritroci-
to, la mitofagia elimina definitivamente la red mito-
condrial. Las células madre hemopoyéticas (CMH)
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MITOFAGIA: UNA FORMA SELECTIVA DE AUTOFAGIA

estan adaptadas a un ambiente hipdxico donde tam-
bién la energia deriva de la glicdlisis, reduciendo la
produccion de ROS al suprimir la fosforilacion oxi-
dativa. Esto requiere que la CMH mantenga niveles
elevados de mitofagia y autofagia. La supresion gé-
nica de la mitofagia en modelos murinos incremen-
ta el ROS en CMH, la pérdida de quiescencia y de

Abstract

Autophagy is a cellular process where cytoplasmic
components and even whole organelles are seques-
tered in double-membrane vesicles (autophagoso-
mes), and further degraded upon fusion with lysoso-
mes. It has an important role in the metabolic chan-
ges that are needed to maintain cellular homeostasis.
There are selective forms of autophagy where speci-
fic organelles are eliminated. This is the case of mi-
tophagy, a selective autophagy of mitochondria that
are damaged or in excess for the metabolic demand.
In situations like hypoxia, mitochondrial respiration
can be deficient and produce damage because of the
production of reactive oxygen species (ROS). In this
case, mitophagy operates as an adaptive response,
reducing the mitochondrial mass, while energy is
then obtained through glycolysis.

Introduccion

La autofagia (“‘comerse a si mismo”), término acu-
flado por Duve y Wattiaux (1966), es un proceso
altamente conservado por el cual los componentes
citoplasmaticos son secuestrados en autofagoso-
mas (vacuolas con doble membrana) y entregados
al lisosoma (autolisosomas) donde se degradan en
un medio acido"». Como principal via de reciclaje
intracelular, la autofagia es crucial en la homeostasis
celular y en la remodelacion durante el desarrollo.
Los elementos a reciclar son identificados median-
te ubiquitinas transferidas por ligasas. La biogéne-
sis de los autofagosomas requiere la intervencion
de proteinas reguladoras de autofagia (ATG) que
actuan en diferentes etapas, siendo algunas de las
mas importantes ULK1, ATGS5, ATG7, el comple-
jo PI3KIII (Beclin 1, VPS34, p150, ATG14) y LC3
(microtubule-associated light chain 3). La autofagia
tiene un rol importante en la sobrevida celular al
evitar el acumulo de proteinas de larga duracion y
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autorrenovacion, induciendo citopenias y neoplasias
hematoldgicas. La mitofagia y la autofagia también
pueden estar exacerbadas en las neoplasias hemato-
logicas para resistir en circunstancias hostiles, como
la hipoxia y la deplecion de nutrientes, teniendo im-
portancia en la resistencia a farmacos citotoxicos.

In physiological circumstances like erythrocyte
maturation, mitophagy ultimately eliminates the
mitochondrial network. Hematopoietic stem cells
(HSC) are adapted to a hypoxic environment, where
energy is also derived from glycolysis, reducing the
production of ROS while supressing oxidative phos-
phorylation. This requires the HSC to keep high le-
vels of mitophagy and autophagy. The genetic su-
ppression of mitophagy in murine models increases
ROS in HSC, loss of quiescence and self-renewal,
inducing cytopenias and hematologic neoplasms.
Mitophagy and autophagy can be also increased in
hematologic neoplasms to resist in hostile environ-
ments such as hypoxia and nutrient depletion, thus
having importance in resistance to cytotoxic drugs.

organelas defectuosas. Puede asi contraponerse a es-
timulos proapoptoticos, mientras que su disfuncion
esta asociada a patologias metabdlicas, neurodege-
nerativas y neoplasicas. La autofagia forma parte
de las respuestas celulares que tienen lugar durante
las infecciones bacterianas y virales, inclusive par-
ticipando en la eliminacion del patégeno y/o regu-
lando la respuesta inmune innata o adquirida®. La
autofagia “no selectiva” es una respuesta cataboli-
ca que ocurre en situaciones como la deplecion de
nutrientes, para proporcionar aminoacidos y otras
materias primas necesarias para la sobrevida celu-
lar. En estos casos no hay eliminacion de organelas
o complejos moleculares particulares de la célula®.
Por el contrario, la autofagia selectiva consiste en la
eliminacion de “blancos” especificos: peroxisomas
(pexofagia), reticulo endoplasmico (ER, erfagia),
ribosomas (ribofagia), lipidos (lipofagia), microor-
ganismos (xenofagia) y mitocondrias (mitofagia)®.
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Mitofagia, una forma selectiva de autofagia

La mitofagia conforma un potente sistema de resis-
tencia a la toxicidad por dafio mitocondrial. El rol
de mantener la integridad y funcién mitocondrial
es importante para el bienestar celular®. En primer
lugar, requiere identificar las mitocondrias disfun-
cionales que seran eliminadas mediante un proceso
de autofagia. Esto ocurre de manera integrada con

Figura 1
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otros procesos como la creacion de nuevas mitocon-
drias (biogénesis mitocondrial) y los reordenamien-
tos morfologicos de la red mitocondrial (proceso
de dindmica mitocondrial que comprende fusion y
fision de mitocondrias). Este sistema en su conjunto
permite adaptar cantidad y calidad mitocondrial a
las condiciones microambientales y demandas fisio-
logicas (Figura 1).
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Mitofagia y su interaccion con la dindami-
ca y biogénesis mitocondrial

La fision es el primer paso de un sistema
de control de calidad mitocondrial. El re-
ticulo endoplasmico (RE) marca los sitios
donde se ensamblan los complejos mole-
culares que dividen a las mitocondrias. El
dario mitocondrial se refleja en una caida
del potencial de membrana. Las unidades
con bajo potencial se muestran con trama
diagonal. Dependiendo de la extension del
daro, el balance puede inclinarse hacia la
mitofagia y eliminacion de las mitocon-
drias daniadas (izquierda) facilitando la
sobrevida celular, o hacia la permeabili-
zacion de la membrana externa mitocon-
drial (MEM) con liberacion de citocromo
¢ (Cyt ¢) e inicio de la apoptosis intrinseca
o mitocondrial (derecha). En el caso de la
mitofagia la caida de potencial estabiliza
Pinkl (Pi) y recluta Parkin (Pk) a la mito-
\ condria. Parkin a su vez ubiquitiniza (U)
“. masivamente las proteinas de la MEM,
permitiendo que p62 establezca un puente

con LC3 y se inicie la formacion de la vesi-

cula de doble membrana o mitofagosoma
(M). El mitofagosoma finalmente se une a
los lisosomas (L), para completar la de-
gradacion en un medio dcido formando un
mitofago-lisosoma (ML). Por el contrario,
las mitocondrias con potencial de mem-
brana normal pueden volver a fusionarse.
La biogénesis mitocondrial compensa la
eliminacion por mitofagia creando nuevas
unidades respiratorias (B) en un proceso
coordinado entre niucleo y mitocondria
(recambio mitocondrial).

La mitofagia ocurre en situaciones como la hipoxia,
donde las mitocondrias se convierten en fuentes de
ROS intracelular por alteraciones en la fosforilacion
oxidativa (OXPHOS). Durante la respuesta adapta-
tiva a la hipoxia la mitofagia elimina mitocondrias
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a la vez que se estimula la produccion de energia
por medio de la glicolisis anaerdbica, pero si esta
respuesta es insuficiente, la propia red mitocon-
drial puede iniciar el proceso de muerte programada
(apoptosis intrinseca o mitocondrial)”. Un ejemplo
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ilustrativo son las células cardiacas en situaciones
de isquemia. La hipoxia es uno de los principales
inductores de mitofagia mediada por BNIP3, una
proteina de la familia bcl-2 del tipo BH3-only, cuya
expresion esta controlada por el factor de induccion
de hipoxia-lo. (HIF-1a)®. La mitofagia también
participa en varios procesos fisiologicos como la
eliminacion de las mitocondrias paternas del 6vulo
fecundado, la hematopoyesis y la eritropoyesis. Su
aumento conduce a reducciones en numero y tama-
fio de las mitocondrias, como ocurre en las células
madre quiescentes. La mitofagia es esencialmente
una sucesion de transformaciones que culmina con
la degradacion lisosomica. Es entonces importan-
te interpretarla como un flujo de mitocondrias en
proceso de eliminacion (flujo mitofagico), que esta
regulado en cada etapa por una gran variedad de me-
canismos moleculares, desde la identificacion de las
mitocondrias a eliminar, hasta su remocion defini-
tiva. La identificacion inicial estd relacionada con
la dindmica mitocondrial, ya que las mitocondrias
falladas presentan bajo potencial y no pueden volver
a fusionarse (Figura 1).

La mitofagia como parte de un sistema de control
de calidad mitocondrial

Las mitocondrias pasan por ciclos constantes de fu-
sion y fision en las que intervienen GTPasas de la
superfamilia de las dinaminas®. La fusion esta me-
diada por las GTPasas mitofusinas (Mfn) 1 y 2 ubi-
cadas en la membrana externa mitocondrial (MEM)
y otra dinamina denominada OPA1 en la membra-
na interna mitocondrial. La fision esta mediada por
Drpl, una proteina citosolica que se localiza en la
superficie mitocondrial durante la fision. Las Mfnly
2 ubiquitinizadas pueden eliminase via proteasoma,
bloqueandose asi la fusion y dando lugar a la fision.
La fision genera mitocondrias mas pequefias que, si
son disfuncionales, no pueden volver a fusionarse
entre si. Las mitocondrias fragmentadas se incorpo-
ran facilmente a los autofagosomas por su pequeiio
tamafio'”. La fision mitocondrial es indispensable
para la mitofagia pero no suficiente, ya que, ademas,
se deben activar mecanismos moleculares que de-
tectan la falla mitocondrial e inician la formacion
del mitofagosoma. Estos mecanismos incluyen el
reclutamiento de proteinas como Pinkl y Parkin,
que inician modificaciones moleculares sobre la
MEM, para posteriormente permitir la interaccion
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con complejos moleculares que comienzan el en-
samblado del mitofagosoma'”. La falla mitocon-
drial puede originarse por multiples causas, como
mutaciones de proteinas mitocondriales o agentes
con toxicidad directa sobre la mitocondria (arséni-
co, hierro y otros metales de transicion, BH3-mimé-
ticos y otras drogas citotoxicas, pesticidas como la
rotenona e inhibidores de la OXPHOS en general).
Todas estas causas inducen aumento de ROS mito-
condrial, con dafio de los complejos respiratorios de
la membrana interna y, finalmente, el colapso del
potencial de membrana mitocondrial. Pink1 (kinasa
de serina/treonina) se estabiliza en la MEM y recluta
a Parkin, una E3 ligasa que ubiquitiniza decenas de
proteinas de la MEM, incluyendo Mfnl y Mfn2, y
asi bloquea la capacidad de fusion de las mitocon-
drias dafiadas"". La ubiquitinizacion de proteinas de
la MEM permite que la proteina p62/SQSTM1 pue-
da unirse a los residuos de ubiquitina y actuar como
puente con LC3, una de las principales moléculas de
la membrana de los autofagosomas. Parkin también
puede inducir mitofagia a través de la interaccion
con Ambral. En estadios tempranos de la enferme-
dad de Parkinson se han identificado mutaciones en
los genes Pinkl y Parkin. El complejo Parkin-p62-
LC3 no es la tnica forma de ensamblado de mitofa-
gosomas, sino que otras moléculas como BNIP3 y
Nix también se trasladan a la MEM y funcionan de
puente al interactuar directamente con LC3. Por esta
razén BNIP3 y Nix se denominan ademas receptores
mitofagicos!'?. Paraddjicamente, BNIP3 también es
una proteina proapoptotica del tipo “BH3-only” de
la familia bel2 cuando se bloquea el flujo mitofagico
o se la sobreexpresa, predominando su rol inductor
de muerte celular’.

La biogénesis de nuevas mitocondrias completa
el recambio mitocondrial

Existe un sistema de comunicacion reciproca en-
tre el ntcleo y las mitocondrias. El flujo mitofagi-
co produce una reduccion de la masa mitocondrial
junto a sefiales regulatorias de transcripcion nuclear
para el ensamblado de nuevas mitocondrias (biogé-
nesis mitocondrial)'¥. PGC-1a es el principal factor
de transcripcion nuclear y regulador maestro de la
biogénesis, controlando la expresion de numerosas
proteinas mitocondriales". Asi no sélo se eliminan
las mitocondrias falladas, sino que se mantiene una
masa mitocondrial acorde con la demanda energéti-
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ca de la célula. La coexistencia de mitofagia y bio-
génesis determina la tasa de recambio mitocondrial
y es un efectivo sistema homeostatico de control de
calidad. La biogénesis y la etapa final de la mitofagia
ocurren en la zona perinuclear, localizacion relacio-
nada con la regulacion reciproca nticleo-mitocon-
dria. Desde alli las nuevas mitocondrias son trans-
portadas a los puntos de mayor demanda energética
por la red de microtiibulos. En los linfocitos norma-
les, la distribucion mitocondrial es periférica debido
a la demanda energética de los reordenamientos del
citoesqueleto. Pero en los linfomas agresivos con
elevada mitofagia y biogénesis, y paraddjicamente
alta glicdlisis, la red mitocondrial se acumula anor-
malmente alrededor del nticleo.

Autofagia en las células madre hematopoyéticas

Las células madre son unicas en su capacidad de
autorrenovacion y diferenciacion'®. Las células
madre hematopoyéticas (CMH) forman parte de un
sistema que se desarrolla jerarquicamente a partir de
un pequefio numero de células relativamente quies-
centes. Estas se dividen dando lugar a progenitores
que a su vez proliferan y se diferencian en células
maduras de distintos linajes. Mientras que las CMH
son longevas y persisten a lo largo de la vida, las
estirpes maduras son de corta vida y requieren una
reposicion continua. El mantenimiento de las CMH
requiere un equilibrio permanente entre autorreno-
vacion y diferenciacion (caracteristicas Unicas de las
CMH referidas como “stemness”)'”. La mitofagia
participa reduciendo la masa mitocondrial, tanto en
la quiescencia y autorrenovacion, como en la mul-
tipotencialidad y remodelacion celular necesarias
durante la diferenciacion. La quiescencia, detencion
reversible del ciclo en fase GO, asegura que la edad
de la CMH avance mas lentamente, con menos ci-
clos de replicacion y con minimo acortamiento del
telomero. Las células quiescentes, resistentes y ca-
paces de sobrevivir largos periodos con restriccion
de nutrientes, requieren cambios metabolicos muy
particulares caracterizados por un reducido nimero
de mitocondrias, con pocas crestas en membrana in-
terna y un metabolismo dependiente de glicolisis y
no de OXPHOS (efecto Warburg). La reduccion de
OXPHOS asegura un bajo nivel de ROS y permite
a las CMH mantenerse en quiescencia o autorre-
novarse. Una poblacién que se renueva a si misma
luego de periodos prolongados de inactividad, debe
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poseer s6lidos mecanismos de defensa y reparacion,
para evitar dafios que, a largo plazo, induzcan senes-
cencia, apoptosis y diferenciacion prematura. Los
nichos hematopoyéticos de la médula 6sea (MO),
son compartimientos que alojan poblaciones celu-
lares con inmunofenotipos, proliferacion celular y
capacidades migratorias distintas, indicando que la
localizacion espacial de CMH en la MO es deter-
minante para su destino. La mayoria de CMH re-
side en un nicho hipdxico, microambiente rico en
células estromales con las caracteristicas requeridas
para mantenerse quiescente y con baja actividad mi-
tocondrial, pues el aumento de biogénesis mitocon-
drial podria generar CMH defectuosas'®. Segun la
demanda de células sanguineas maduras, las CMH
son estimuladas para generar otra igual (auto-reno-
vacion) o una célula progenitora. La migracion de
la CMH desde el nicho hipoxico hacia uno rico en
oxigeno, promueve la transicion de quiescencia a la
proliferacion y diferenciacion'”. Al diferenciarse,
las CMH aumentan en forma significativa la tasa
metabolica, la masa mitocondrial, el contenido de
ATP y la produccion de ROS como resultado del
incremento de OXPHOS. En estas células pluri-
potenciales es esencial el control de calidad mito-
condrial y la reprogramacion metabolica en la que
influyen en gran medida la autofagia y la mitofagia.
En modelos murinos, al suprimir genes de autofagia
selectivos sobre la CMH, se ha demostrado que, blo-
queando la autofagia y mitofagia, se incrementa el
nivel de ROS y el dafio de DNA, y disminuye la au-
torenovacion. Mas aun, la supresion condicional de
genes como ATG7 en la CMH deriva en citopenias y
neoplasias hematologicas®”. Resumiendo, las CMH
se encuentran en un cuidadoso equilibrio entre quie-
sencia, autorrenovacion y diferenciacion que, si
se pierde, trae severas consecuencias. Claramente,
mantener la salud celular de las CMH previniendo
el dafio es vital para la hematopoyesis, y el rol del
control de calidad mitocondrial y la autofagia de-
gradando moléculas y organelas dafiadas es esencial
para mantenerlas sanas. Curiosamente, se encontrd
que GATAI1, el principal regulador de la hematopo-
yesis y eritropoyesis, controla la expresion de varios
genes de la autofagia y de biogénesis lisosomal.

La maduracion de los eritrocitos involucra la eli-

minacion de las mitocondrias
La depuracion mitocondrial en la maduracion del
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eritrocito es uno de los mejores ejemplos del rol de
la mitofagia en la diferenciacion celular. La isla de
eritroblastos, nicho para la diferenciacion eritroide,
consiste en un macrofago central rodeado por célu-
las eritroides de maduracion sincronica. El pronor-
moblasto (precursor eritroide mas tempranamente
reconocible), se divide alrededor del macrofago en
normoblastos cada vez mas pequefios, con menos
RNA, cromatina mas condensada y mas hemoglobi-
na. Finalmente, el ntcleo expulsado del ultimo nor-
moblasto expone en su superficie fosfatidilserina y
es fagocitado por los macrofagos de la isla eritroide.
El reticulocito anucleado sale de la MO, circula en
sangre periférica un par de dias y luego madura, so-
bre todo en el bazo, dando lugar a un eritrocito. Los
eritrocitos son células anucleadas y sin organelas,
pues se eliminan durante la eritropoyesis. Entre las
organelas eliminadas (ribosomas, vesiculas endoci-
ticas, cisternas de Golgi, ER), las mitocondrias son
las mas abundantes. En los eritroblastos de MO, la
mitofagia ocurre luego de la despolarizacion regula-
da de las mitocondrias con formacion del mitofago-
soma y degradacion en el lisosoma. Sin embargo, en
los reticulocitos los mitofagosomas pueden expul-
sarse por exocitosis®!. El receptor de mitofagia Nix,
miembro de la familia bcl2 con localizacion mito-
condrial, es responsable tanto de la pérdida regula-
da del potencial de membrana como del inicio de
la formacion del mitofagosoma al unirse a LC3. La
despolarizacion por BH3 mimético (ABT-737)??, o
por desacoplante mitocondrial (CCCP) restaura el
secuestro autofagico de la mitocondria, sugiriendo
que Nix gatilla la mitofagia induciendo despolariza-
cion mitocondrial. La falta de mitofagia por silencia-
miento del gen Nix provoca retencion mitocondrial
y graves defectos en el desarrollo y la funcion de los
eritrocitos®). Para circular adecuadamente por los
capilares mas pequefios, los eritrocitos deben defor-
marse y esto solo puede lograrse con la presencia
de hemoglobina y la ausencia de mitocondrias. Este
es un ejemplo convincente de la participacion de la
mitofagia en la remodelacion celular necesaria para
llevar a cabo las funciones especializadas.

Evaluacion de la mitofagia y su modulacién far-
macologica

Varias técnicas como citometria de flujo, microsco-
pia de fluorescencia y electronica, inmunoquimica
y biologia molecular, nos permiten estudiar la mi-

HEMATOLOGIA * Volumen 20 N°2: 216 - 223, 2016

tofagia en células normales o neoplésicas utilizando
sondas y anticuerpos especificos. Existen marcado-
res para identificar autofagosomas y mitocondrias,
permitiendo detectar su abundancia relativa y loca-
lizacion subcelular tanto en células vivas como en
material fijado. Es posible cuantificar el flujo mito-
fagico utilizando bloqueantes y relacionarlo a otros
parametros como la apoptosis®. Si bien la despola-
rizacion mitocondrial fue considerada el inicio de
la apoptosis, hoy se sabe que la mitofagia también
puede suceder a la despolarizaciéon mitocondrial,
pudiendo transformarse en un sistema de resistencia
a farmacos citotoxicos como los que se utilizan en
varias neoplasias hematologicas (fludarabina, cla-
dribina, trioxido de arsénico, acido transretinoico,
doxorrubicina, etoposido, son algunos ejemplos).
Sin embargo, farmacos como vincristina, vinblas-
tina y otros inhibidores de microtubulos tienen
un efecto bloqueante de la mitofagia al impedir el
transporte de los mitofagosomas y su unioén a los li-
sosomas®®. Otros farmacos como la cloroquina in-
hiben la degradacion mitocondrial tanto bloqueando
la unién lisosoma-mitofagosoma como inhibien-
do las enzimas lisosomales. Los bloqueantes de la
mitofagia pueden revertir la resistencia a farmacos
inductores de apoptosis mitocondrial. Sin embargo,
en linfomas agresivos la actividad del sistema ubi-
quitina-proteasoma puede compensar el bloqueo de
la mitofagia y mantener la resistencia a la apopto-
sis. Esto explica el sinergismo observado entre blo-
queantes de mitofagia e inhibidores de proteasoma.
Por otra parte, la induccion de apoptosis mitocon-
drial se produce cuando se acumula un alto nivel de
falla mitocondrial, cuya magnitud depende en gran
medida del perfil bioenergético de la célula y de la
masa mitocondrial. Los farmacos inductores de bio-
génesis mitocondrial como el 4cido valproico, un
inhibidor de histona deacetilasa que activa el factor
de transcripcion PGC-10, aumentan el nivel de dafio
mitocondrial cuando se combinan con bloqueantes
de mitofagia e inductores de apoptosis intrinseca®?.

Conclusion

Los avances en el conocimiento de la mitofagia que
han ocurrido principalmente en la tltima década han
demostrado que se trata de “una moneda de doble
cara”. En las células normales, constituye una res-
puesta adaptativa, junto a la biogénesis y dindmica
mitocondrial, capaz de compensar el fallo mitocon-
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drial promoviendo la sustitucion por mitocondrias
nuevas. También tiene un rol en procesos fisiologi-
cos en los que se requiere la eliminacion de mito-
condrias como parte de un programa de maduracion,
teniendo una estrecha vinculacion con perfiles bioe-
nergéticos bien definidos como es el caso de los eri-
trocitos y las CMH. Sin embargo, la progresion de
las neoplasias muchas veces conlleva el desarrollo
de la mitofagia como parte de la adaptacion a mi-
croambientes hostiles, como por ejemplo la hipoxia,
la respuesta inmune antitumoral y el tratamiento
quimioterapico. De manera similar a las células
de mieloma multiple que se vuelven adictas a una
hiperactividad del sistema ubiquitina-proteasoma,
los linfomas agresivos pueden volverse adictos a
la mitofagia. Por esta razoén es que estas adicciones
pueden también constituir el talon de Aquiles, en
particular cuando los bloqueantes de mitofagia se
combinan con inductores de apoptosis mitocondrial,
inhibidores de proteasoma o farmacos dirigidos a
bloquear otros mecanismos de resistencia. Por lo
tanto, la valoracion de la mitofagia tendra sin duda
un rol importante en el disefio de terapias combina-
das y personalizadas contra neoplasias agresivas y
resistentes.
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