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. RESUMEN

La macroautofagia (referida como autofagia en adelante) es un proceso evolutivamente
conservado en el cual algunas macromoléculas y organelos de células eucariontes son
degradados a través de la fusion de vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas
con los lisosomas. Esta via catabdlica se encuentra desregulada en diferentes patologias
como la neurodegeneracion y el cancer. Estas procesos patoldgicos también se encuentran
relacionadas con acumulacion de dafio al DNA y con inestabilidad gendmica. Por lo tanto
es importante estudiar la relacién entre dafio al DNA y la autofagia. La autofagia se puede
activar en presencia de agentes de dano al DNA que incluyen radiacién ionizante,
etopdsido, camptotecina, entre otros; pero el mecanismo por el cual se da esta activacién
y la funcién que ésta tiene es desconocida. Ademas, la supresion de la autofagia resulta en
inestabilidad cromosémica que puede resultar en activacién de oncogenes y progresion
tumoral.

Las rupturas de cadena sencilla en el DNA son una de las lesiones mas comunes en el
genoma. Se ha encontrado relacién entre ellas y enfermedades como las
neurodegenerativas y el cancer. La ausencia de FIP200 (una proteina esencial de la
autofagia) en fibroblastos embrionarios de ratéon provoca acumulacion de dafno al DNA
cuando las células son tratadas con camptotecina, que es un inhibidor de la topoisomerasa
| que provoca rupturas de cadena sencilla. Estas células no son capaces de reparar el DNA
y son mas susceptibles a la muerte celular. En el presente trabajo, se postulé que las
rupturas de cadena sencilla inducidas por Irinotecan (un derivado de la camptotecina)
activarian a la autofagia de forma temprana durante el dafo al DNA en células normales
como los fibroblastos; sin embargo, esta respuesta podria variar en un tipo celular diferente
como es la linea celular cancerosa A549 de adenocarcinoma de pulmén.

Se evaluo el dafo al DNA inducido por Irinotecan (un derivado de camptotecina) y se
encontrd que la dosis y el tiempo de exposicion necesarios para generar y reparar las
rupturas de cadena sencilla en el DNA es similar entre los fibroblastos y las células
epiteliales cancerosas A549. Sin embargo, al comparar el nivel de autofagia se encontré
que las células epiteliales cancerosas A549 tienen una autofagia basal mayor que los
fibroblastos. En los fibroblastos, la autofagia se activa desde el inicio de la exposicién a
Irinotecan y contintia activa durante la reparacion del dafio. En cambio, en las A549, la
autofagia no aumenta durante el dano al DNA ni durante la reparacion de éste. Finalmente,
nosotros proponemos que la autofagia es esencial tanto para la proteccion del DNA, como
para la reparacién adecuada del dafio a éste.



ABSTRACT

Macroautophagy (referred as autophagy hereafter) is an evolutionarily conserved process
in which some macromolecules and organelles of eukaryotic cells are degraded through the
fusion of double-membrane vesicles called autophagosomes with the lysosomes. This
catabolic pathway is misregulated in various pathological conditions like neurodegeneration,
and cancer. These diseases are also related to an accumulation of DNA damage and
therefore, genome instability. Autophagy can be activated in presence of DNA damaging
agents like ionizing radiation, etoposide, campthotecin and temozolamide; but the
underlying mechanism and the function of this activation is still unknown. Moreover,
autophagy suppression results in chromosomic instability, that could lead to oncogenes
activation and tumor progression.

DNA single strand breaks are one of the most common genomic lesions. A link between this
kind of damage and diseases as neurodegenerative disorders and cancer has been found.
Cells without FIP200 (an essential autophagy protein) accumulate major levels of DNA
damage generated by camptothecin (a topoisomerase | blocker that produces single strand
breaks). These cells also fail to repair the DNA and consequently, have increased sensitivity
to cell death. In this work we hypothesize that single strand breaks would activate autophagy
during early DNA damage in normal cells (mouse embryonic fibroblasts) and that this
response could vary in a cancer cell line (A549 from lung adenocarcinoma).

The evaluation of DNA damage induced by Irinotecan (a camptothecin derivative) at a
sublethal dose leaded to find no difference between the dose and exposure time required to
generate DNA single strand breaks and to repair them in both fibroblasts and A549.
However, when autophagy levels were compared between both cell lines, it was found that
the cancerous cells A549 had a higher basal autophagy than fibroblasts. While fibroblasts
activated autophagy from the first time of exposure to Irinotecan and it continued active
during DNA repair; the cell line A549 did not increase autophagy neither during DNA damage
nor during DNA repair. We propose that autophagy is essential both to the protection of the
DNA and to its correct repair when damaged.
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lll. INTRODUCCION

1. Autofagia

A través del tiempo, las células eucariontes han evolucionado para adaptarse a diversos
cambios en las condiciones ambientales.; ya sean cambios fisicos como la temperatura y
la luz ultravioleta, quimicos como las concentraciones ionicas, el pH, las especies reactivas
de oxigeno, la escasez de nutrientes, y cambios bioldgicos como sefales extracelulares
entre las que estan neurotransmisores, citosinas y patégenos (Hughes & Rusten 2007;
Kroemer et al. 2010). La respuesta celular a estos factores determina si la célula puede o
no funcionar correctamente y sobrevivir.

Una de las vias que median la adaptacién al estrés y el control del dafio celular es la
autofagia. Esta consiste en la degradaciéon de macromoléculas intracelulares dentro de los
lisosomas, entre otros fines para obtener sus componentes basicos y reutilizarlos como
nutrientes (Kim & Lee 2014). La autofagia constituye uno de los principales mecanismos
protectores de la célula, pues le permite sobrevivir a multiples tipos de estrés, asi como
defender al organismo en contra de enfermedades degenerativas, inflamatorias, infecciosas
y neoplasicas (Kroemer et al. 2010). Por otra parte, la autofagia también regula el
metabolismo energético gracias al reciclaje de proteinas, lipidos y carbohidratos, y permite
la sobrevivencia celular en condiciones de deficiencia de nutrientes, crecimiento celular
sostenido y durante la homeostasis de los organismos.

Ademas de la respuesta a diversos tipos de estrés, la autofagia se encuentra involucrada
en la remodelacion del organismo durante el desarrollo y la diferenciacion celular, en la
degradacion de proteinas intracelulares, en el recambio membranal y de organelos como
las mitocondrias y los peroxisomas, que ocurre en condiciones basales, y en el control de
muerte celular de tipo Il (autofagica o no apoptoética) (Zappavigna et al. 2013).

1.1. Tipos de autofagia.

Han sido descritos tres tipos distintos de autofagia: la microautofagia, la autofagia mediada
por chaperonas y la macroautofagia (Figura 1). Estas se diferencian en la forma en la que
el material que sera degradado es transportado dentro de los lisosomas, asi como la
regulacion de cada una y el tipo de material que sera digerido.

La microautofagia fue descrita en levadura, y esta involucrada en la asimilacion y
degradacién de ciertas regiones del citosol, que incluyen proteinas y organelos



citoplasmicos, de forma directa por los lisosomas sin necesitar de la formacion de
autofagosomas (encontrados en la macroautofagia). La vacuola, ya sea por invaginacion o
protrusion, rodea al citoplasma y forma una vesicula en su interior que contiene el material
a ser degradado. La microautofagia permite el recambio de proteinas de vida media larga
en condiciones basales, asi como la degradacién de mitocondrias, peroxisomas y de
segmentos del nucleo (Mijaljica et al. 2011; Reggiori et al. 2012). En mamiferos se ha
observado que endosomas tardios invaginan material citoplasmico, por lo que se le
denomina microautofagia endosomal (Endosomal Microautophagy, E-MA) (Sahu et al.
2011).

Aparato de
Golgi

Autofagia
mediada por
chaperonas

Micr fagia

Macroautofagia

i P 0 ' / canénica
4 ( /
) )

Xenofagia

| Mitofagia

Figura 1. Distintos tipos de autofagia. Cada uno varia en la forma en la que el material es introducido al
lisosoma: a través de chaperonas (autofagia mediada por chaperonas) y de la formacion de vesiculas
directamente del lisosoma (microautofagia) o de vesiculas de doble membrana que después se fusionan con el
lisosoma (macroautofagia). La macroautofagia puede ser especifica de mitocondrias (mitofagia) o de
microorganismos (xenofagia), entre otras. Esta imagen fue modificada de Mizushima et al. 2011.

La autofagia mediada por chaperonas (CMA, chaperone-mediated autophagy) se
distingue por su capacidad de seleccionar un grupo particular de proteinas citoplasmicas
gue son translocadas a través de la membrana lisosomal sin necesitar de la invaginacién
de esta membrana o la formacién de vacuolas. Todos sus sustratos dependen de un motivo
relacionado con el pentapéptido KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-GIn), que es reconocido por la
chaperona Hsc70 que forma parte de un complejo. El complejo de la chaperonayy la proteina



interactuan con el receptor LAMP-2A de la membrana lisosomal, que al multimerizarse
forma parte de un complejo que empuja a la proteina al lumen lisosomal. En condiciones
de estrés por ausencia de nutrientes, los niveles de CMA aumentan cuando los niveles de
macroautofagia comienzan a disminuir (Zappavigna et al. 2013).

La macroautofagia esta caracterizada por el secuestro de material citoplasmico dentro de
los autofagosomas para posteriormente ser degradado por lisosomas. Es la forma mejor
descrita de la autofagia y es la responsable de la degradacion tanto de proteinas solubles
como de organelos bajo condiciones de estrés. Los autofagosomas presentan dos
membranas y contienen organelos citoplasmicos o citosol que les permite ser distinguidos
de otros tipos de vesiculas como los endosomas y los lisosomas a través de microscopia
electrénica de transmision. La fusion entre los autofagosomas y los lisosomas genera
autolisosomas, en los que tanto la membrana interna del autofagosoma como su contenido
es degradado por las hidrolasas lisosomales (Kroemer et al. 2009).

En un principio se pensé que la macroautofagia podia ocurrir de forma inespecifica, que
consistia en engullir un fragmento del citoplasma y degradar todo su contenido; sin
embargo, ahora sabemos que es especifica y suele darsele el nombre de acuerdo al cargo.
En esta ultima, el autofagosoma se forma alrededor de una estructura en particular, ya sea
alrededor de agregados proteicos (agrefagia), peroxisomas (pexofagia), ribosomas
(ribofagia), reticulo endoplasmico (reticulofagia), triglicéridos y colesterol (lipofagia),
mitocondrias (mitofagia) o de microorganismos intracelulares que sean producto de una
infeccién (xenofagia), entre otros (Stolz et al. 2014). La seleccién del material a degradar
se realiza a través de proteinas adaptadoras llamadas receptores autofagicos, que
interactuan tanto con el cargo como con el autofagosoma. Este trabajo se centra en este
tipo de autofagia.

1.2. Mecanismos moleculares y de regulacion de la autofagia.

La macroautofagia, o autofagia como sera llamada a partir de ahora, es controlada desde
su iniciacion hasta su término por numerosos componentes regulatorios; y en la actualidad
se conocen mas de treinta proteinas relacionadas con la autofagia (ATG). La autofagia se
divide en cinco fases principales: iniciacion, nucleacion, elongacion, fusién y degradacion,
y término (Figura 2).

Iniciacion de la autofagia.

La autofagia puede iniciar por diversas causas, como la presencia de sustancias como la
rapamicina o la ausencia de energia o de nutrientes. El complejo 1 de MTOR (mTORC1)
se encuentra conformado por MTOR, MLST8 (o GpBL), AKT1S1/PRAS40 y RPTOR
(regulatory-associated protein of TOR); y es el unico complejo de MTOR que es afectado
por la rapamicina. Cuando la célula tiene suficientes nutrientes y energia, mTORC1 inhibe
la iniciacion de la autofagia a través de la fosforilacidon directa de ATG13 y de ULK1. Por
otra parte, cuando existe ausencia de nutrientes o se bloquea al mMTORC1 a través de la



rapamicina, ULK1 y ATG13 se desfosforilan, y entonces inicia la autofagia (Alers et al.
2012).

La proteina AMPK es una cinasa que censa la energia de la célula, y cuando hay
disminuciéon en ésta, esta cinasa provoca la induccién de la autofagia a través de la
inhibicion de mTORC1 por la fosforilacion de RPTOR (Gwinn et al. 2008). También activa
directamente a ULK1 por fosforilacion y por ende, se inicia la autofagia (Kim et al. 2011).

La proteina ULK1 forma un complejo con las proteinas RB1CC1/FIP200, ATG101 y ATG13,
y cuando la autofagia inicia, este complejo llamado ULK se libera del bloqueo continuo de
mTORC1 y se activa. Entonces, la proteina ULK1 se autofosforila, y fosforila a FIP200 y a
ATG13, lo que permite la total activacion de este complejo (Alers et al. 2012; Kim & Lee
2014; Mizushima et al. 2011).
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Figura 2. Fases principales de la autofagia y los mecanismos moleculares que median su
regulacion. Las fases de la autofagia son la iniciacion, la nucleacion, la elongacion, la fusion y la degradacién,
y el término. La autofagia requiere de la formacion del complejo ULK1 y el complejo VPS34/PIK3C3 para la
iniciacion de la formacion del autofagosoma. Posteriormente requiere de la conjugacion de LC3-PE catalizado
por los sistemas de ATG7 y ATG3, asi como ATG12-ATG5 por la accion de ATG7 y ATG10, que luego interactua
de manera no covalente con ATG16L para la elongacion del autofagosoma alrededor del cargo a degradar,
mediado por la interaccion de un receptor autofagico (por ejemplo, p62/SQSTM1) con la proteina LC3-PE o
LC3-Il. Finalmente, la vesicula o autofagosoma se fusiona con un lisosoma y su contenido, incluyendo la
membrana interna del autofagosoma, el receptor autofagico y el cargo, se degrada a través de hidrolasas en el
autolisosoma. Esta imagen fue modificada de Kim & Lee 2014.

Nucleacion de la maquinaria molecular para la formacion del autofagosoma.

Para que se forme un autofagosoma es necesario reclutar complejos de proteinas en la
superficie de membranas internas de la célula, como el reticulo endoplasmico, aunque
puede iniciar en otros organelos. A esta etapa se le llama nucleacion. En vertebrados, el
complejo ULK1 activado en la etapa de iniciacion fosforila a AMBRA1. Posteriormente, esta
proteina ya fosforilada permite reclutar al complejo VPS34/PIK3C3, formado por BECN1,
VPS34/PIK3C3, PIK3R4/VPS15 y ATG14L. El complejo ULK mejora la actividad del
complejo PIK3C3 a través de la fosforilacion de BECN1. Finalmente, la proteina PIK3C3



produce fosfatidil inositol 3-fosfato (PI3P) que permite la nucleacién de la maquinaria
molecular para formar una vesicula de doble membrana llamada autofagosoma (Kim & Lee
2014; Mizushima et al. 2011).

Elongacion del autofagosoma.

La formacion y expansion de los autofagosomas se da a partir de una estructura
membranosa llamada fagoforo o membrana de aislamiento y se encuentra mediada por
proteinas ATG. Los primeros complejos en actuar se agrupan en dos sistemas que se
conjugan con un mecanismo similar a los de ubiquitinacion. El primer sistema esta formado
por las proteinas ATG12, ATG5, ATG7 y ATG10. ATG12 es similar a la ubiquitina y es
activada por ATG7 (enzima de tipo E1), que después transfiere ATG12 a ATG10 (enzima
de tipo E2). Finalmente, ATG10 transfiere ATG12 a ATG5, que se unen covalentemente
entre ellas (Mizushima et al. 1998). Una vez conjugadas, interactian de manera no
covalente con otra proteina llamada ATG16L para formar multimeros del complejo ATG12-
ATG5/ATG16L que se transloca al fagéforo para reclutar al resto de la maquinaria de
elongacién (Fujita et al. 2008).

El segundo sistema tiene como actor principal a LC3 (MAP1LC3, Microtubule-associated
proteins 1A/1B light chain 3), que se lipida. En esta conjugacion esta involucrada
nuevamente la proteina ATG7, ademas de proteinas exclusivas de este sistema como
ATG4 y ATG3. La proteasa ATG4 corta el extremo carboxilo de pro-LC3, y lo convierte asi
en LC3-l. ATG7 (la misma enzima de tipo E1 que participa en el complejo anteriormente
descrito) interactua con LC3-1 y lo transfiere a ATG3 (enzima de tipo E2). Posteriormente,
ATG3 transfiere el LC3-l a la fosfatidiletanolamina (PE) gracias a la ayuda del primer
conjugado ATG12-ATG5/ATG16L (que actua como enzima de tipo E3), quedando asi LC3
anclada a la membrana del fagosoma en formacion. De esta forma se genera la forma
lipidada LC3-PE, también conocida como LC3-ll, que participa en la elongacion de los
autofagosomas guiando la curvatura de la membrana alrededor del material a engullir
(Kabeya et al. 2000; Tanida et al. 2004).

El complejo ATG12-ATG5/ATG16L no tiene una enzima que lo descomponga y se produce
de forma constitutiva; su localizacién en los fagéforos es lo que se induce cuando se activa
la autofagia. Una vez que se acumula LC3-Il en el fagoforo en elongacién, el complejo
ATG12-ATG5/ATG16L se desprende de la membrana del fagoforo, por lo que no se
encuentra en los autofagosomas maduros (Mizushima et al. 1998). En cambio, LC3-I|
permanece anclado en la membrana del fagoforo hasta la maduracion del autofagosoma,
es decir, cuando se cierra la vesicula alrededor del cargo, formando una vesicula de doble
membrana. La detecciéon de LC3-Il sirve como marcador de la induccion de la autofagia y
permite detectar autofagosomas. La proteina LC3-ll puede ser desconjungada de la PE por
la proteasa ATG4 (Hughes & Rusten 2007; Kim & Lee 2014; Mizushima et al. 2011). Asi, el
LC3-1l en la membrana externa del autofagosoma es cortado por ATG4 y el de la membrana
interna es degradado por enzimas lisosomales.

Durante la autofagia, los agregados proteicos, los patdgenos intracelulares u organelos a
degradar, son marcados previamente y reconocidos a través de proteinas adaptadoras
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llamadas receptores autofagicos. Estas se unen simultaneamente con el cargo y con
proteinas asociadas al autofagosoma como LC3 y GABARAP (gamma aminobutyric acid
receptor associated protein) (Khaminets et al. 2016). Algunos cargos y sus respectivas
proteinas adaptadoras se encuentran descritos en la tabla 1.

La proteina p62 (secuestrosoma 1; SQSTM1) funciona como proteina adaptadora para
material a degradar marcado con ubiquitina, que puede ser acidos nucleicos, cuerpos
medios durante la citocinesis, agregados proteicos, granulos de estrés, mitocondrias
despolarizadas, etc. Esta proteina se une directamente a las ubiquitinas que marcan a los
diferentes cargos, y a LC3 y otros homélogos en mamiferos de ATG8 (GABARAP,
GABARAPL1 y GABARAPL2); y asi se guia la direccion de la elongaciéon del fagéforo
alrededor del material que sera degradado para introducirlo al autofagosoma (Pankiv et al.
2007; Stolz et al. 2014).

Tabla 1. Ejemplos de proteinas adaptadoras ante diferentes tipos de autofagia selectiva.
Modificada de Khaminets et al. 2016.

Via autofagica Proteina adaptadora Cargo / Sustrato
Dependiente de ubiquitina
Agrefagia p62, NBR1, OPTN, CUE5, TOLLIP = Agregados proteicos
Mitofagia p62, OPTN, NDP52, TAX1BP1 Mitocondrias
Eliminacion del cuerpo medio p62, NBR1 Cuerpo medio (citocinesis)
Eliminaciéon de acidos nucleicos = p62, NDP52 Acidos nucleicos
Proteafagia RPN10 Proteasomas
Independientes de ubiquitina
Mitofagia NIX, BNIP3, FUNDC1, Atg32 Mitocondrias
Nucleofagia Atg39 Membrana nuclear
Indefinido
Granulofagia - Granulos de estrés

Fusién y degradacion de la vesicula.

Los autofagosomas maduros se fusionan con los lisosomas para formar autofagolisosomas
(autolisosomas); y dentro de estas estructuras, los materiales u organelos transportados
por autofagia son digeridos por las enzimas lisosomales.

Terminacion de la autofagia.

La terminacion de la autofagia se logra gracias a la reactivacion del complejo mTOR1 por
el aumento de nutrientes generado por los autolisosomas; o bien, a partir de la finalizacion
del estimulo de estrés que desencadena a la autofagia (Kim & Lee 2014). El destino de los
productos degradados depende del tipo de cargo llevado al autolisosoma y del estimulo de
activacion de la autofagia, por lo que puede ser modulado. La degradacion de proteinas
genera aminoacidos libres que son transferidos de vuelta al citoplasma para reactivar a
mTORC1 y, por tanto, inhibir autofagia. En la mayoria de las ocasiones, las biomoléculas
obtenidas como producto de la autofagia son recicladas hacia las vias biosintéticas; sin
embargo, bajo un estrés metabdlico, el cargo degradado puede ser catabolizado para
promover la sintesis de ATP (Liu & Ryan 2012; Rabinowitz & White 2010). Los productos
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de la digestién lisosomal que no pueden ser degradados y reciclados hacia el citoplasma,
permanecen en una estructura membranosa cerrada llamada cuerpo residual (Mescher
2013 fig. 2-17). En algunas ocasiones, el cargo es secretado.

Tabla 2. El destino del cargo autofagico depende de la situacién metabdlica de la célula.

. . Producto de Ausencia de . .
Biomolécula ‘s . Ausencia de energia
degradacion nutrientes
Proteinas Aminoécidos Sintesis de proteinas Ciclo de Krebs
Lipidos Acidos grasos Sintesis de lipidos B-oxidacion
Carbohidratos Monosacaridos Glucdlisis / PPP
Acidos Nucledsidos Sintesis de acidos PPP / Ciclo de Krebs /
nucleicos nucleicos Gluconeogénesis

PPP: via de las pentosas fosfato (pentose phosphate pathway). Obtenido de Rabinowitz & White 2010.

1.3. Monitoreo de la autofagia

En la actualidad se conocen multiples formas de monitorear la autofagia, e inclusive se
puede diferir entre las distintas fases ya mencionadas. Sin embargo, es importante que se
usen de manera coordinada varias de las proteinas marcadoras, asi como varios métodos
para determinar si el aumento en cierta proteina se debe a un aumento real en la
degradacion por la via autofagica, o bien, por un bloqueo en la via que no permite la

degradacion de los componentes (Figura 3).
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Figura 3. Dinamica de expresion de las proteinas autofagicas que sirven como marcadores;
asi como la regulacion artificial que se puede llevar a cabo en las distintas fases de la
autofagia. La mayoria de las proteinas relacionadas con la autofagia (ATG) se encuentran involucradas en
las primeras etapas de la autofagia, pero no en las Ultimas. LC3, por el contrario, puede ser utilizado como
marcador autofagico pues es posible detectarlo a partir de la formacion del autofagosoma y hasta la degradacion
de su contenido. Moléculas pequeiias potenciadoras (Small-Molecule Enhancers; SMERs); 3-metil adenina (3-
Methyladenine; 3-MA). Modificado de Mizushima et al. 2010.

Uno de los métodos mas utilizados para monitorear la autofagia consiste en cuantificar el
aumento de la cantidad de autofagosomas por célula; sin embargo, esta técnica es
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insuficiente para determinar que existe una adecuada actividad autofagica pues es posible
que el flujo posterior se encuentre interrumpido y que sea ésta, la razéon por la que
aumentan. Por lo tanto, es necesario monitorear también el flujo autofagico (Klionsky et al.
2016; Mizushima et al. 2010).

Monitoreo del nUmero de autofagosomas.

Se pueden utilizar varios métodos para lograrlo, entre los que se encuentra la microscopia
de fluorescencia y los ensayos bioquimicos. En la microscopia de fluorescencia se utilizan
anticuerpos que detectan a la proteina LC3. Esta proteina se encuentra difusa en el
citoplasma en ausencia de autofagia; y por lo tanto, en las micrografias se observa de esta
forma. Sin embargo, cuando es procesada y anclada a la membrana del autofagosoma, se
observa en forma de estructuras punteadas que representan principalmente
autofagosomas. Para este fin, también se pueden utilizar células que expresen la
construccion GFP-LC3 (Green Fluorescent Protein) y que, por lo tanto, permitan observar
el cambio en el patron de LC3 a través de la autofluorescencia de esta proteina (Mizushima
et al. 2010).

La proteina LC3 también se puede observar a través de ensayos bioquimicos como el
Western blot por medio del uso de anticuerpos. El peso molecular real de LC3-1l es mayor
que el de LC3-I; a pesar de esto, la fosfatidiletanolamina y su hidrofobicidad generan que
migre mas rapido y, en consecuencia, aparenta un menor peso molecular en la técnica. La
cantidad de LC3-ll correlaciona usualmente con el numero de autofagosomas
contabilizados por los métodos 6pticos (Mizushima et al. 2010).

Monitoreo del flujo autofagico.

Para confirmar que la autofagia es funcional, es necesario verificar que el flujo autofagico
siga y que el aumento del niumero de autofagosomas o de la proteina LC3 no se debe al
bloqueo de la degradacién. Para esto existen varios métodos entre los que destaca el
ensayo de recambio de LC3 y otros sustratos como p62. Este ensayo, uno de los métodos
mas usados para medir el flujo autofagico, consiste en tratar a las células con agentes
lisosomotropicos como la cloroquina o la bafilomicina A (Figura 3), que provocan que la
degradacion de LC3 se vea interrumpida y, por tanto, se acumule. La diferencia entre la
cantidad de LC3-Il de las muestras en presencia y ausencia del agente lisosomotrépico,
representa la cantidad de LC3 que es entregado a los lisosomas para su degradacion.

Ademas, la desaparicion total de LC3 es un buen indicador de flujo autofagico, pues la
cantidad de éste disminuye después de periodos largos de autofagia. Actualmente se sabe
que la proteina p62 es degradada como consecuencia de la autofagia selectiva. Por lo tanto,
la expresion celular total de la proteina p62 correlaciona de forma inversa con la actividad
autofagica (Mizushima et al. 2010); aunque no siempre existe una clara correlacién entre el
aumento de LC3-Il y la disminucion de p62 (SQSTM1), pues en ocasiones se induce su
expresion (Klionsky et al. 2016).
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1.4. Manipulacién de la autofagia

Como se puede observar en la figura 3, la autofagia puede ser regulada artificialmente a
través de multiples moléculas, en todas las fases que presenta. Su manipulacion permite
entender por completo a este proceso bioldgico; sin embargo, el principal problema con los
inductores que se conocen actualmente, es que no son especificos de ella.

Induccion de la autofagia.

En la actualidad existe un interés creciente en encontrar distintos inductores, con objetivos
de investigacion, aunque también como terapéuticos potenciales. El inductor mas conocido
es el ayuno o la ausencia de aminoacidos y factores de crecimiento. Este método funciona
tanto in vitro como in vivo; sin embargo, algunas lineas celulares tumorales son resistentes
a la autofagia inducida por ayuno. Otro método consiste en la modulacién de las vias de
sefalizacidon sensibles a nutrientes que incluyen al complejo mTOR. La rapamicina inhibe
amTOR, y activa la autofagia tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, tanto el ayuno como
la rapamicina no son inductores especificos de autofagia; pues afectan a otras respuestas
celulares como la sintesis de proteinas y el metabolismo celular (Mizushima et al. 2010).

Por otra parte, existen inductores de autofagia independientes del complejo mTOR, entre
los que destaca la trehalosa. Este compuesto es un disacarido presente en muchas
especies no mamiferas, y protege a las células que la presentan de muchos tipos de estrés
ambiental como el calor, el frio, la deshidratacion y la oxidacion al prevenir la
desnaturalizacion de las proteinas. Uno de sus principales efectos protectores consiste en
su propiedad como chaperona quimica, pues permite el plegamiento correcto de las
proteinas a través de interacciones directas entre ellas y la trehalosa. También se ha
observado que previene los agregados de (B-amiloide asociados con la enfermedad de
Alzheimer (Sarkar et al. 2007). Estas funciones se deben a su capacidad de inducir
autofagia en muchos tipos celulares, a través de la inhibicién de transportadores de hexosas
como los componentes de la familia GLUT/SLC2A1 (DeBosch et al. 2016).

2. La autofagia y el dafio al DNA

Durante la respuesta a estrés subletal, las células se someten a cambios rapidos para
adaptar su metabolismo y protegerse contra un dafio potencial. La autofagia es inducida
por diferentes estimulos de estrés entre los que se encuentran los causados por ausencia
de nutrientes y energia, estrés oxidante, dafio mitocondrial y dafio al DNA.

Un inductor conocido de autofagia es el estrés oxidante. Se ha visto, por ejemplo, que el
peroxido de hidrégeno exdgeno puede activar autofagia a través de PERK, de la oxidacion
y activacion de la proteasa ATG4 que acelera la produccién de LC3-l, o a través de la
inhibicion directa o indirecta de MTOR. En esta ultima, la inhibicién puede llevarse a cabo
como resultado de dafio al DNA, a través de la activacion de PARP1, o bien, por la
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activacion de ATM vy la activacion subsecuente de LKB1 y AMPK (Czarny et al. 2015;
Kroemer et al. 2010). Una de las consecuencias mas conocidas de la presencia de especies
reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) es el dafio al DNA. Al ocurrir éste, se
pueden expresar los genes proautofagicos inducidos por P53. La proteina antitumoral P53
presenta un efecto dual en la autofagia, pues actua como un regulador positivo a través de
su actividad transcripcional (nuclear) y como un regulador negativo por sus funciones
citoplasmicas, pues interactia con FIP200/RB1CC1 y por tanto, la inhibe (Figura 4) (Yu et
al. 2013).
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Figura 4. Respuesta autofagica al estrés oxidante provocado por especies reactivas de
oxigeno (ROS), por dafio al DNA o por fallo mitocondrial. Durante la produccion de energia en forma
de ATP a través de la fosforilacion oxidante, las mitocondrias generan ROS que pueden causar dafio a través
de la oxidacion de lipidos, proteinas y del dafio al DNA (Reggiori et al. 2012). Una mitocondria dafiada aumenta
la produccién de ROS, y disminuye la sintesis de ATP y por tanto, la disponibilidad de aminoacidos (AA). Ambas
consecuencias inducen autofagia a través del complejo mTOR. Por otra parte, las ROS generan radicales libres
que pueden generar dafio al DNA en forma de rupturas de cadena sencilla (Single-Strand Breaks; SSBs) o de
cadena doble (Double-Strand Breaks; DSBs). Ambas desencadenan una cascada de sefializacion que induce
autofagia. La proteina P53 tiene un papel dual en la autofagia, que depende de su ubicacion intracelular; cuando
es citoplasmico la inhibe, mientras que cuando presenta su actividad transcripcional, la induce. Modificado de
Kim & Lee 2014; Kroemer et al. 2010 y Vessoni et al. 2013.

Ademas del estrés oxidante exdgeno, también se puede producir estrés de forma endégena
a través de las ROS generadas por la respiracion metabdlica, y por la presencia de
mitocondrias dafiadas; por lo que las células deben deshacerse de ellas a través de la
mitofagia. El reconocimiento de las mitocondrias despolarizadas requiere de la cinasa
mitocondrial PINK1. Esta proteina facilita el reclutamiento de la ubiquitin-ligasa PARK2, que
ubiquitina a proteinas mitocondriales incluida VDAC1 y que finalmente permite el
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reconocimiento a través de los diferentes adaptadores como p62 (tabla 1) y por tanto, la
remocion por autofagia de la mitocondria dafiada (Kroemer et al. 2010).

2.1. El dafio al DNA y su reparacion

Los genomas de todos los organismos eucariontes se encuentran expuestos a muchas
moléculas dafinas producidas de forma endogena, a través de la respiracién mitocondrial
principalmente; o bien, de forma exdgena a través de agentes fisicos, quimicos y biolégicos
como la luz ultravioleta, la radiacion ionizante, los metales pesados, los contaminantes en
el ambiente, las drogas quimioterapéuticas y las respuestas inflamatorias. Existe un
espectro muy amplio de lesiones formadas en el DNA, desde la modificacidon de bases
nitrogenadas, aductos de proteinas-DNA, sitios sin bases nitrogenadas, hasta rupturas de
la cadena; sin embargo, los tipos de dano mas comunes son la oxidacion de bases
nitrogenadas y las rupturas de cadena simple (Wilson Il & lyama 2013).

Si existe dafno persistente al DNA se puede inducir mutagénesis asi como rearreglos
cromosémicos que forman parte de la inestabilidad gendémica. Esta ultima es un paso
esencial en el desarrollo del cancer (Abbas et al. 2013) y contribuye ademas al
envejecimiento y a las enfermedades relacionadas con éste (Lombard et al. 2005). El dafio
al DNA también promueve muerte celular que podria estar relacionada con patologias como
las neurodegenerativas (Chow & Herrup 2015).

2.2. Rupturas de cadena sencilla de DNA y los mecanismos celulares de reparacion

Todas las lesiones en el DNA generan una respuesta celular especifica con una maquinaria
celular especializada en repararla. Sin embargo, este trabajo sélo hablara de las rupturas
de cadena sencilla (Single Strand Breaks, SSBs) y la reparacion de éstas, debido a que son
las lesiones del DNA mas comunes producidas de forma intracelular, y se ha estimado que
se producen decenas de miles en cada célula por dia (Wilson Il & lyama 2013).

Al generarse un dano de este tipo en el DNA, es necesaria una sefial rapida y precisa que
se lleva a cabo a través de una cascada de reacciones de fosforilacion y desfosforilacion.
En el caso de la respuesta a las SSBs, se requiere a la proteina ATR (Ataxia telangiectasia
and RAD3 related), que al formar un completo con la proteina ATRIP (Ataxia telangiectasia
mutated and RAD3-related protein, interacting protein), reconoce DNA de una sola hebra,
que se encuentra cubierto por la proteina RPA (replication protein A). También hay otras
proteinas que reconocen a la proteina RPA como el complejo 9-1-1 y RADd17. ATR ademas
es capaz de interactuar con proteinas del control del ciclo celular, con p53, con
desacetilasas de histonas y con distintos factores de transcripcion de genes de la
reparacion del DNA que regulan la respuesta general de la célula al dafio (Czarny et al.
2015).
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Las SSBs pueden aparecer como consecuencia directa de reacciones entre la
desoxirribosa y ROS enddégenos. También pueden ocurrir directamente por la oxidacién del
azucar; o bien, de forma indirecta a través de la reparacion por escision de bases (base-
excision repair, BER) de bases oxidadas, sitios abasicos y de bases alteradas de otras
maneras. Otra forma de produccion de esta clase de dafio es a través de intermediarios
cataliticos de proteinas como la topoisomerasa 1 (TOP1) que forma un complejo con el
DNA que permite liberar la tensién provocada por la replicacion y la transcripcion. Existen
compuestos como la camptotecina que se unen a la topoisomerasa 1 y de esta manera
generan estrés genotdxico a través de multiples SSBs. Si las rupturas ocasionadas por la
TOP1 se encuentran cercanas a polimerasas de DNA o RNA, asi como a otros tipos de
lesiones, cuando la célula esta duplicando su material genético, entonces las rupturas de
cadena sencilla se pueden convertir en rupturas de cadena doble (double-strand breaks,
DSBs) (Caldecott 2008).

Las rupturas que se generan de forma directa a través de la oxidacion de la desoxirribosa
0 a través de forma indirecta por la reparacion de tipo BER, son reconocidas por miembros
de la familia de PARP (poli ADP-ribosa polimerasa), que construyen cadenas de poli-ADP-
ribosa en estas regiones para reclutar a otras proteinas de respuesta al dafno, o bien, se
modifica a si misma o a otras proteinas con cadenas ramificadas de ADP-ribosa. Esta
respuesta es transitoria, pues PARP se disocia rapidamente del DNA y las cadenas de
ADP-ribosa son degradadas por la proteina PARG (poli-ADP-ribosa glicohidrolasa). La
proteina mas importante reclutada por las cadenas de ADP ribosa es la proteina XRCC1
(X-ray repair cross-complementing protein 1), que funciona como un andamio que
interactua, estabiliza y estimula a muchos componentes enzimaticos del proceso de
reparacion de rupturas de cadena sencilla (SSBR) (revisado en Wilson Il & lyama 2013).

El extremo 3’y 5’ de todas las rupturas de cadena sencilla se encuentra alterado y debe ser
convertido a 3’-hidroxil (3’-OH) y 5’fosfato (3’-P) para permitir que ocurra la reparacion del
DNA. Este es el paso mas diverso a nivel enzimatico en toda la SSBR, como se observa en
la figura 5. El procesamiento de las terminales del DNA es la fase crucial de la reparacion,
pues los extremos anormales son particularmente citotoxicos. Debido a que en el presente
trabajo se utiliza un derivado de camptotecina, unicamente se abordara el tratamiento de
las terminales provocadas por la unién de la TOP1 con el DNA (revisado en Wilson Il &
lyama 2013).

La topoisomerasa 1 es la responsable de la relajacion de estructuras de alto orden en el
DNA durante la transcripcion y la replicacion, a través de la generacion de rupturas de
cadena sencilla. Durante este mecanismo, TOP1 forma un complejo estable con el DNA
llamado TOP1cc (TOP1 cleavage complex). En éste, TOP1 queda unido covalentemente al
extremo 3’ de la ruptura del DNA. La unién persistente del complejo TOP1cc (TOP-SSB) es
dafina para las funciones celulares normales, ya que no permite la replicacion ni la
transcripcién. TDP1 (Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1) es la proteina responsable de
remover al complejo a través de la hidrélisis del enlace fosfodiéster entre el DNA y el residuo
catalitico de TOP1. Este corte deja un fosfato en el extremo terminal 3’, que es convertido
a un grupo OH por PNKP. Esta proteina también fosforila al hidroxilo en 5’ generado por la
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TOP1; y de esta forma, facilita el gap filling y la unién llevada a cabo por la POL B y el
complejo XRCC1-LIG3a (figura 5) (revisado en Wilson Il & lyama 2013).

BER (SSB indirecta) Daiio en el azticar (SSB directa) Union TOP-SSB
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Figura 5. Reparacion de las rupturas de cadena sencilla. La maquinaria a utilizar para reparar la
ruptura depende del tipo de terminal encontrado en el DNA, y la reparacion de cada una de éstas requiere de
proteinas como PNKP, XRCC1, LIG3 y POL, siempre presentes en esta reparacion. Modificado de Caldecott,
2008.

2.3. Monitoreo del dafio al DNA

El Irinotecan es un derivado artificial de la camptotecina (figura 6). La camptotecina es un
alcaloide que fue obtenido por primera vez en 1966 del arbol chino Camptotheca acuminata.
Es conocida por su actividad anticancerigena que resulta de su habilidad para bloquear a
la DNA topoisomerasa | (Serbotten & Kruszewski 2013). También es un compuesto
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fluorescente por los ciclos aromaticos que tiene, y gracias a esta propiedad, se puede
detectar su ubicacion en las células (Pasqua et al. 2004).

La electroforesis en gel de células individuales, también llamada ensayo cometa, es un
método sensible, rapido y confiable para observar rupturas de cadena sencilla y doble, sitios
alcali-labiles, y otros tipos de dafio en células eucariticas individuales. Al variar las
condiciones de lisis y de electroforesis, cambia la sensibilidad de la técnica. Cuando se
utilizan condiciones neutras se pueden detectar rupturas de cadena doble; sin embargo, en
el ensayo cometa con soluciones de pH 13, la sensibilidad permite observar sitios alcali-
labiles, asi como rupturas de cadena sencilla. La sensibilidad del ensayo puede ser de hasta
cientos de rupturas por célula (Rojas et al. 1999).

En esta tesis, se siguié el método descrito por el grupo de investigacion de la Dra. Mahara
Valverde (Rojas et al. 1999). En el ensayo, las células tratadas son suspendidas en agarosa
de bajo punto de fusidn, y son, posteriormente, colocadas sobre una laminilla previamente
cubierta con agarosa normal. Sobre esta laminilla, las células son lisadas en una solucion
con detergente, y posteriormente son incubadas con el buffer de electroforesis para permitir
el desenrollamiento del DNA. Después, se lleva a cabo la electroforesis que resulta en la
migracion de los pequefos fragmentos del DNA roto a través del campo eléctrico.
Finalmente, las laminillas son neutralizadas y tefiidas con un fluorocromo.

R10

Lactona

Compuesto R7 Ro R1o
Camptotecina (CPT) H H H
Irinotecan (CPT-11) C2Hs H 02CNCsH4aNCsHs

Figura 6. La camptotecina y su derivado, el Irinotecan. Estructura quimica de la camptotecina y su

analogo. El Irinotecan mantiene la estructura que le da la funcién a la camptotecina. Modificado de Serbotten &
Kruszewski, 2013.

La principal ventaja de utilizar esta técnica es observar directamente el dafio que se
encuentra en el DNA, en lugar de la respuesta a éste que se analiza en otras técnicas; pues
el resultado puede encontrarse afectado en las células cancerosas o como consecuencia
de los tratamientos dados.

2.4. La autofagia y la respuesta al dafio al DNA

La respuesta de dano al DNA se encuentra relacionada con la reparacion de las lesiones
en el material genético, la regulacion del ciclo celular y la apoptosis; adicionalmente, se cree
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que la autofagia también tiene un efecto en la respuesta al dano. La autofagia se puede
activar en presencia de agentes de dafio al DNA, que incluyen radiacion ionizante (RI),
etopodsido, camptotecina, tomozolomida, entre otros; pero el mecanismo por el cual se da
esta activacion y la funcién que tiene son desconocidos. Ademas, la supresion de la
autofagia resulta en inestabilidad cromosémica, que puede resultar en activacion de
oncogenes y progresion tumoral (Czarny et al. 2015).

El grupo de Bae y Guan en el 2011 describié que la supresion de la autofagia por la
eliminacion de FIP200/RB1CC1 no permite la reparacion del dafio y aumenta la muerte
celular posterior a los tratamientos con agentes genotdxicos como irradiacion, etopdsido y
camptotecina. Ademas, estas células sin FIP200 son mas sensibles a la camptotecina. Por
otra parte, se encontré que la proteina p62/SQSTM1 contribuye al fenotipo encontrado por
la ausencia de FIP200/RB1CC1, pues su silenciamiento restaura el fenotipo normal de
reparacion de la célula; pero la causa de esto es desconocida. La inhibicidon de la autofagia
con el uso de la 3-Metiladenina (3-MA, un inhibidor de las cinasas de fosfatidil inositol 3,
PI3K) también disminuye la eficiencia de reparacion después de la irradiacién (Bae & Guan
2011).

En el 2015, Gillespie y Ryan utilizaron el sistema Cre-lox para generar fibroblastos
embrionarios de ratébn (MEFs) sin la proteina ATG7, necesaria para la autofagia
(MEFA97"), Posteriormente trataron a las células con radiacion gamma y analizaron su
capacidad de reparacion. Al hacer esto, observaron que en las células MEFA9" |a
reparacion de rupturas de cadena doble a través de la unidon de extremos no homoélogos
(non-homologous end joining, NHEJ) no era afectada, pero la recombinacién homadloga
(homologous recombination, HR) si; y por esta razén, estas células eran mas sensibles a
la camptotecina. Ademas, las células MEFA%97- tenian desregulacion en la actividad de la
cinasa CHEK1 (Checkpoint kinase-1) que resultd en su falta de activacion en respuesta al
dafno al DNA. El grupo de Gillespie y Ryan también encontraron que al inhibir la NHEJ en
las células MEFA97- aumentaba tanto el dafio gendmico como la muerte celular después
de someter las células a irradiacion vy, o bien, a tratamiento con etopdsido (Gillespie & Ryan
2016; Liu et al. 2015).

A partir de los trabajos de Bae y Guan (2011) y de Gillespie y Ryan (2016) se puede concluir
que la autofagia es necesaria para la reparacion adecuada del dano el DNA, pues su
ausencia provocada por la eliminacion de genes necesarios para ella genera mayor
sensibilidad en las células y acumulacién de dafio. Sin embargo aun se desconoce de qué
forma la autofagia permite la reparacién del dafo.

Se ha observado que a pesar de que hacer mutaciones nulas de genes necesarios para la
autofagia como Fip200/RB1CC1, Atg7 y Atg5 provee de mucha informacién con respecto a
las distintas funciones que tienen estos genes, no siempre es una funcion compartida con
la autofagia, pues en muchos casos éstas tienen funciones independientes. En 2016, se
describié que al realizar distintas mutaciones nulas de genes de autofagia como Atg5,
Atg16L1 y Fip200/RB1CC1, que participan en distintas fases de la formacion del
autofagosoma, se ve aumentada la cantidad de mitocondrias y se observa autofagia
deficiente en células troncales neuronales (NSCs, neural stem cells); sin embargo, sélo la
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eliminacion de Fip200/RB1CC1 afecta la renovacion y la diferenciacion de las NSCs a
través de diferencias en la agregacion de p62/SQSTM1. Esto indica que la proteina FIP200
tiene actividades externas a las que ejerce como parte de la iniciacion de la vesicula
autofagica (Wang et al. 2016).

En 2013, el grupo de investigacion de Maskey reporté algo similar. En este trabajo
observaron que el uso de concentraciones subletales de agentes de dafio al DNA como el
etoposido y el cisplatino, genera la expresion de la proteina ATG5 que forma parte de la
fase de elongacion del autofagosoma. Después de esta induccién de dafio, ATG5 se
transloca al nucleo, donde interactia con SURVIVIN/BIRCS5, una proteina inhibidora de la
apoptosis y relacionada con la divisién celular. Consecuentemente, ocurre una catastrofe
mitética que lleva a defectos en la segregacién cromosdmica por errores en la alineacién
de los cromosomas. La inhibicion de la autofagia a través de farmacos como 3-MA o el uso
de un ATG5 mutante incapaz de asociarse a ATG12, no previene el efecto de ATGS5,
indicando asi, una funcion independiente de la autofagia de esta proteina (Maskey et al.
2013). Por esta razdn, se tiene que ser precavido al momento de establecer que la
eliminacion de un gen relacionado con la autofagia implica que la autofagia se encuentra
involucrada en el proceso. Para esto es necesario estudiar la dindmica que la autofagia
tiene durante la generacion de dano al DNA.

A pesar de que en estos trabajos previos se ha visto que la autofagia se encuentra
relacionada con el dafio al DNA y es activada de forma posterior al dafo, no se ha estudiado
ni analizado la dinamica que tiene la autofagia en este proceso de activacion. En el presente
trabajo, se estudié la dinamica que tiene la autofagia al someter a las células a un estrés
genotoxico causado por el Irinotecan.

3. Modelos de estudio

El papel de la autofagia en los tejidos y las células normales es complejo y ademas,
depende del tejido donde es encontrado, no solo por los requerimientos particulares de
autofagia basal sino por los substratos que requieren eliminacion por la via autofagica; sin
embargo, la funcién de la autofagia en estas células es de sobrevivencia pues se encarga
del control de calidad de proteinas y organelos, ademas de la degradacion de multiples
componentes celulares. El mal funcionamiento de la autofagia se ha asociado a diferentes
patologias como el cancer; pero en éste se ha determinado que el rol de ésta es contexto-
dependiente pues se ha reportado que tanto puede inhibir como promover la proliferacién
y carcinogénesis de las células cancerosas en distintos modelos. El gen BECN1 se
encuentra mutado entre el 40 y el 75% de los canceres de prostata, mama y ovario; y las
mutantes heterocigas de ratén en Becn1 desarrollan tumores de pulmén e higado; no
obstante, mutantes en otros genes como Atg5 o Atg7 producen solo tumores benignos. Por
otra parte, se ha visto que las células cancerosas son mas dependientes de la autofagia
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que las células normales, pues les permite sobrevivir a los microambientes toxicos
generados por la carcinogénesis (White 2015).

Para tener una vision mas completa de la dinamica de la autofagia al momento de inducir
dafio con Irinotecan, en este trabajo se estudiaron dos tipos celulares distintos: una linea
epitelial tumoral de adenocarcinoma de pulmén humano (A549) y fibroblastos embrionarios
de ratén (MEFs, Mouse Embryonic Fibroblasts) obtenidos como cultivo primario de
embriones de raton CD1 de 13 dias de gestacion.

3.1. Fibroblastos embrionarios de ratén

Los fibroblastos embrionarios de ratén obtenidos de cultivos primarios se establecen y se
mantienen facilmente, proliferan velozmente, y como resultado, se puede obtener un alto
numero de células a partir de un solo embrién en pocos dias. Estas células pueden ser
utilizadas como normales o wild type (WT) para facilitar la comparacion entre diferentes
tratamientos. Han sido utilizadas para el estudio de muchos fenédmenos celulares usando
técnicas bioquimicas y de microscopia. Los fibroblastos son un tipo celular derivado del
mesodermo que se encuentra relativamente indiferenciado, y es muy abundante en el tejido
conectivo (Garfield 2010).

3.2. Linea celular de adenocarcinoma de pulmén A549

La linea celular A549 es una linea derivada de adenocarcinoma de pulmén humano. Esta
formada por células epiteliales adherentes provenientes de un hombre de 58 afios (ATCC
sin fecha-a). Proviene de un tumor primario y presenta mutaciones en el gen KRAS, asi
como en CDKNZ2A, lo que le permite mantener su alta tasa de proliferacién (ATCC sin fecha-
b). Sin embargo, no hay mutaciones reportadas en la respuesta al dafo al DNA o bien, en
la via autofagica (“COSMIC Catalogue of somatic mutations in cancer” sin fecha; Forbes et
al. 2015).

https://www.atcc.org/Products/All/CRM-CCL-185.aspx

22


https://www.atcc.org/Products/All/CRM-CCL-185.aspx

IV. JUSTIFICACION

La integridad del genoma se encuentra continuamente amenazada, pues se es comun que
se genere dano en el DNA de cada célula diariamente; sobre todo en células con una tasa
proliferativa alta y que se encuentren mas expuestas al ambiente como son las células
epiteliales. Si la maquinaria de reparacién del DNA no actua correctamente, se pueden
generar mutaciones que lleven potencialmente a inestabilidad gendmica, y, en
consecuencia, favorecer el desarrollo del cancer. La persistencia en este tipo de lesiones
puede también llevar a senescencia celular y procesos cronicos de inflamacion, que
resultan en la degeneracion del tejido y acelera patologias asociadas con el envejecimiento
(Reinhardt & Schumacher 2012).

En los tejidos y 6rganos de los mamiferos adultos, existen dos tipos importantes de células.
Las células mitéticas que son aquellas que mantienen su capacidad de dividirse; y las
células post-mitéticas que pierden la capacidad de entrar en el ciclo celular debido a su
diferenciacion. Un ejemplo de estas ultimas son las neuronas. En los ultimos anos, se ha
encontrado que las vias de reparacion del DNA tienen un papel muy importante en la
preservacion de la viabilidad celular y en la funcién del sistema nervioso. Ademas, se ha
visto que muchos desérdenes neurodegenerativos se encuentran relacionados a defectos
en la reparacion de las rupturas de cadena simple y de cadena doble; por lo que es muy
importante entender como estas vias funcionan tanto en células mitéticas como en células
post-mitéticas (Wilson Il & lyama 2013). En enfermedades como el Parkinson (Xilouri et al.
2016) y el Alzheimer (Yoon & Kim 2016; Zare-shahabadi et al. 2015) se ha observado
relacion entre el dafio oxidante en el DNA y la acumulacién de agregados proteicos como
consecuencia de defectos en la autofagia; y en estas enfermedades, la autofagia es
benéfica.

La autofagia no esta afectada unicamente en la neurodegeneracion; también se ha
encontrado relacionada con procesos carcinogénicos. Entre el 40 y el 75% de los casos de
cancer esporadico de mama, ovario y préstata tienen una delecién monoalélica de BECN1,
que codifica para otra proteina necesaria para la autofagia. Y éste no es el Unico gen
autofagico que se encuentra afectado en diversos tipos de canceres; también destacan
UVRAG, ATG2b, ATG5y ATG9B (Vessoni et al. 2013).

La autofagia juega un papel central en la regulacion de la respuesta al dafo; y cuando ésta
no funciona adecuadamente, se relaciona con un aumento en la susceptibilidad de las
células a agentes genotdxicos, que podria favorecer la terapia oncolégica en tales casos.
El estrés genotdxico que lleva a la activacion de las vias de reparacion del DNA, puede
activar a la autofagia como una respuesta temprana adaptativa (Czarny et al. 2015).
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Aunque estas evidencias podrian sugerir que la autofagia sea utilizada como un blanco de
la terapia oncolégica, es importante destacar el rol contexto-dependiente de ésta en el
cancer. Por una parte, su relacion con la respuesta al dafio al DNA puede ayudar a inducir
apoptosis, o0 a reparar el dafio, y de esta manera, evitar la inestabilidad genémica. Por otra
parte, su funcion de respuesta al estrés podria favorecer la supervivencia de células en
condiciones desfavorables, e inclusive durante los tratamientos contra el cancer (Czarny et
al. 2015).

Por este motivo, es necesario entender cémo funciona la autofagia y en qué momento de
la respuesta al dafio es activada, para poder desarrollar terapias contra las enfermedades
asociadas a esto como son la neurodegeneracion y el cancer.
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V. HIPOTESIS

La reparacion de rupturas de cadena sencilla en el DNA se favorece con la activaciéon
temprana de la autofagia en respuesta al dafo; esta funcién se pierde en células
cancerosas.

VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar la dinamica de la autofagia durante la generacion de rupturas de cadena sencilla
en el DNA y su reparacion en fibroblastos embrionarios de ratén y en la linea celular de
adenocarcinoma de pulmén humano A549.

Objetivos particulares

1. Determinar el grado de ruptura del DNA provocado por Irinotecan a través del Ensayo
Cometa o electroforesis en gel de células individuales.

2. Evaluar la generacion y la reparacion de las rupturas de cadena sencilla en el DNA
provocadas por el Irinotecan en los fibroblastos embrionarios de ratdén y en la linea
celular A549 bajo las condiciones experimentales adecuadas.

3. Establecer la dinamica de la autofagia durante el dafo y la reparacion del DNA y
contrastar lo encontrado entre ambos tipos celulares.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

Los detalles sobre la preparacion y composicion de medios y soluciones (nombres en
negritas y cursivas) se describen en los anexos, asi como las marcas y los numeros de

catalogos de todos los materiales utilizados.

1. Cultivos celulares

1.1. Mantenimiento de los fibroblastos embrionarios de raton (Mouse Embryonic
Fibroblasts, MEFs) y de la linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano
A549
Para realizar el cultivo primario de MEFs, se utilizaron embriones de ratén CD1 de
13 dias de gestacion, aproximadamente. Ya que los fibroblastos se encontraron
confluentes después de su primer pase, fueron expandidos y congelados en el
segundo pase. A partir de estos viales, se realizaron los experimentos posteriores.
El medio utilizado para los MEFs es medio de cultivo completo DMEM.

Las células A549 fueron obtenidas por donacién de la Dra. Leonor Pérez Martinez.
Estas células fueron sembradas y tratadas con el medio de cultivo completo
DMEM F12.

Congelacion
1. Preparar medio de congelacién y mantenerlo en hielo.

2. Aspirar el medio usando la bomba de vacio.

3. Lavar con PBS.

4. Anadir 1 mL de tripsina-EDTA al 0.25% a cada plato de 10 cm e incubar de 3 a 5
minutos a 37°C.

5. Agregar 4 mL de medio completo para inactivar a la tripsina y suspender las
células a través de pipeteo.

6. Transferir la suspension celular a un tubo estéril de 15 mL y de éste, tomar 20 L.
7. Mezclar los 20 yL de suspension celular con 20 yL de azul de tripano 0.4%, y
cuantificar la viabilidad (VI. Material y métodos. 7. Cuantificaciones y estadistica.
7.1. Cuantificacion de células y viabilidad por exclusion de azul de tripano) y la
densidad celular en una camara de Neubauer.

8. Mientras se realiza el conteo, centrifugar el tubo de 15 mL a 300 rcf por 5 minutos.
9. Aspirar el sobrenadante.

10. Resuspender el pellet en suficiente medio de congelacion a 4°C para obtener
una concentracion entre 1 a 5x108 células por mL. Mezclar pipeteando con suavidad.
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11. Colocar 1 mL de medio en cada vial previamente marcado y mantenerlos en
hielo.

12. Guardar inmediatamente a -70°C toda la noche.

13. Transferir los viales a nitrégeno liquido para su almacenamiento.

Descongelacién

1. Obtener el vial de las células del tanque de nitrégeno liquido.

2. Descongelar en bafio Maria a 37°C.

3. Cuando todavia quede un poco de hielo en el vial, transferir el volumen completo
a un tubo de 15 mL con 9 mL del medio adecuado para las células.

4. Mezclar y centrifugar a 300 rcf por 5 minutos.

5. Descartar el sobrenadante y sembrar en una caja de 10 cm con 8 mL de medio
para obtener una confluencia uniforme.

Mantenimiento del cultivo

1. Aspirar el medio usando la bomba de vacio.

2. Lavar con PBS.

3. Anadir el volumen de tripsina correspondiente al tamano del plato o pozo e incubar
de 3 a 5 minutos a 37°C.

4. Agregar el volumen adecuado de medio completo para inactivar a la tripsina y
suspender las células a través de pipeteo.

5. Transferir las células a un tubo estéril de 15 mL y tomar 20 uL de la suspension
celular.

6. Mezclar los 20 yL de suspension celular con 20 pL de azul de tripano al 0.4%, y
cuantificar la viabilidad y la densidad celular en una camara de Neubauer.

7. Mientras se realiza el conteo, centrifugar el tubo de 15 mL a 300 rcf por 5 minutos.
8. Aspirar el sobrenadante.

9. Resuspender el pellet en medio suficiente para obtener una concentracion de
1x10° células por mL.

10. Tomar los uL de suspension celular para lograr la concentracién final de células
adecuada para el total del experimento y diluir en el volumen de medio
correspondiente.

Placa ML de tripsina mL de medio # células a sembrar
15¢cm 2000 20 2x10°
10 cm 1000 8 1x 108
6 cm 800 5 5x10°
3cm 500 2 3x10°
6 pozos (por pozo) 500 2 2.5x 10°
12 pozos (por pozo) 200 1 5 x 10*
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2. Induccion de dafio con Irinotecan y evaluacion por Ensayo Cometa

2.1.

Analisis Placa Confluencia de PBS/DMEM para

Dario al DNA provocado por Irinotecan

1. Escoger el tamafio de la placa que se requiere para el analisis y se cultiva hasta
llegar a la confluencia requerida.

2. Hacer una dilucién 200 uM de Irinotecan en el PBS requerido.

3. Aspirar el medio y lavar con PBS.

4. En un tubo, mezclar en proporcion 1:1 el medio requerido con la solucién de
Irinotecan 200 uM, para lograr una solucion final 100 pM.

5. Afnadir el volumen requerido a las células que seran tratadas. Los controles
fueron realizados anadiendo PBS con medio en proporcién 1:1.

ML Irinotecan por mL mL de Irinotecan 200 uM

una solucién 200 pM en PBS/DMEM (1:1)

Western blot

Ensayo cometa
y viabilidad

2.2.

10cm 90% 2.5
0,
6 pozos 90% 6.2268 1
12 pozos 90% 0.5

6. Incubar a 37°C por 2 horas™.

7. Retirar el medio y lavar con PBS.

8. Para permitir la reparacion, afadir medio completo durante las horas de
reparacion especificadas™.

9. Retirar el medio y lavar con PBS.

10. AAadir tripsina e incubar 5 minutos.

11. Colocar las células en tubos Eppendorf de 1.5 0 2 mL con 1 mL de medio**.
12. Centrifugar a 300 rcf durante 5 minutos y aspirar el sobrenadante.

13. Resuspender pellet en 45-60 L de PBS.

14. Tomar 10 pL y cuantificar la densidad y la viabilidad celular con 10 yL de azul
de tripano 0.4% en camara de Neubauer.

15. Mantener en hielo.

*El tiempo de incubacion varia dependiendo del experimento.

**A partir de este paso, sélo para ensayo cometa.

Ensayo cometa

Preparacion de laminillas

1.Colocar los portaobjetos y cubreobjetos a utilizar en metanol 99.8% un dia antes
del ensayo.

2.Flamear los portaobjetos y cubreobjetos el dia del ensayo y etiquetar segun los
tratamientos con lapiz o un plumoén especial.

3.Fundir la agarosa NMPA en el microondas evitando que hierva, y dejar enfriar
hasta que sea tolerable al contacto directo con la piel.

4.Vaciar la agarosa en un tubo Falcon de 50 mL.

5.En el tubo, sumergir el portaobjetos hasta el biselado; retirar del tubo y limpiar la
agarosa del lado no biselado.
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6.Dejar reposar horizontalmente a temperatura ambiente hasta que la agarosa no
sea visible.

Preparacion de las células

1.Calentar la agarosa LMPA a 70°C en bafo Maria para fundirla, y posteriormente,
mantener a 37°C.

2.En un tubo Eppendorf de 700 pL, verter 90 uL de agarosa LMPA, y aiadir de 15
a 35 pL de suspension celular dependiendo de la cantidad de células (para 50
células aproximadamente en un cuadro de la camara de Neubauer, afiadir 30 uL
de la solucion celular, que equivale a 15000 células por cubreobjetos).

3.Colocar la solucién sobre el portaobjetos y con cuidado, poner el cubreobjetos
sobre ella.

4.Dejar reposar el portaobjetos sobre una placa de aluminio sobre hielo durante
dos minutos en oscuridad®.

5.Retirar del hielo e incubar en oscuridad a temperatura ambiente durante 10
minutos.

6.Retirar el cubreobjetos deslizandolo de forma horizontal.

*Todo el ensayo cometa se realiza en oscuridad para evitar que se genere dano al

DNA debido a la exposicién a la luz.

Lisis, electroforesis y neutralizacion

1.Colocar buffer de lisis alcalina hasta cubrir la laminilla e incubar durante 1 hora
a 4°C en oscuridad (asegurar que la laminilla esté cubierta todo el tiempo).

2.Retirar el buffer de lisis y limpiar la laminilla en la parte inferior.

3.Realizar dos lavados de 15 minutos con buffer de electroforesis alcalina a 4°C
cubriendo la laminilla con éste y dejandolo incubar en oscuridad a temperatura
ambiente.

4.Correr las laminillas en la camara de electroforesis en oscuridad durante 20
minutos con un voltaje de 25 V y un amperaje entre 230 a 300 mA. Para esto
utilizar buffer de electroforesis alcalina a 4°C. A la camara de electroforesis
(SIGMA-ALDRICH Z33818 (SHU13)) se le coloca un volumen de 400 mL.

5.Retirar las laminillas del buffer de electroforesis, limpiarlas y realizar tres lavados
con el buffer de neutralizacién; incubar cada lavado a temperatura ambiente en
oscuridad durante 10 minutos.

6.Retirar el buffer de neutralizacién, y agregar etanol al 96% hasta cubrir las
laminillas durante 5 minutos.

7.Retirar el etanol y dejar secar en charola limpia en la oscuridad.

8.Mantener las laminillas en oscuridad. Las laminillas pueden permanecer de esta
manera hasta 15 dias. Antes de revelarlas, lavar una vez con PBS 1X.

Revelado de laminillas

1.Cubrir la laminilla con aproximadamente 700 uL de la solucion de Sybr® Green
1:10,000.

2.Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
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3.Observar al microscopio, fotografiar y cuantificar la longitud, el area y la cantidad
de DNA en la cola.

. SDS-PAGE / Western blot

3.1. Preparacion de las células
1. Después de realizar los tratamientos necesarios, lavar las células con PBS.
2. Aspirar el PBS.
3. Despegar las células de la caja. Para despegar las células se pueden utilizar
dos métodos:

a. Tripsinizacion:

iv.

Anadir tripsina-EDTA al 0.25% en el volumen proporcional a la placa e
incubar de 3-5 minutos a 37°C.

. Anadir medio completo en proporcién 3:1 con la tripsina y despegar las

células con la pipeta.

iii. Transferir las células a un tubo Eppendorf.
. Centrifugar 5 minutos a 300 rcf.

Retirar el PBS y mantener en hielo.
Raspando:
Anadir PBS 1X frio en un volumen proporcional a la caja.
Raspar las células con la espatula hasta despegarlas.
Transferir la suspensién celular a un tubo Eppendorf de 2 mL y centrifugar
5 minutos a 300 rcf a 4°C.
Retirar el PBS y mantener en hielo.

4. Agregar 1 mL de PBS nuevamente y centrifugar a 300 rcf a 4°C.
5. Aspirar el PBS y afadir inmediatamente el buffer de lisis.

3.2. Extraccion de las proteinas

1.Preparar el buffer de lisis correspondiente y anadir inhibidor de proteasas e
inhibidor de fosfatasas si se analizaran proteinas fosforiladas. Estos inhibidores
se afaden en proporcion 1:10 para que ambos terminen a concentracion 1X.

2.AnRadir entre 60-100 pL de buffer de lisis al pellet de las células, dependiendo de
la cantidad de células que se puede determinar por el tamafio del pellet.

3.Dependiendo del buffer, seguir los siguientes pasos:

a. Buffer de SDS (a pesar de que puede provocar la degradaciéon de

algunas proteinas y la desnaturalizaciéon de la mayoria, da una mucho
mayor cantidad de proteina con un menor namero de células)

Mezclar con la pipeta para lisar las células. La solucion se tornara viscosa
por la liberacién de DNA.

ii. Calentar la muestra a 95°C durante 5 minutos.
iii. Mezclar nuevamente con la pipeta.
. Calentar nuevamente a 95°C por 5 minutos.

Mezclar por pipeteo.
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vi. Someter la suspensién celular a sonicacion durante 3 minutos, dando
pulsos cada 20 segundos de potencia 3, mientras los tubos se encuentran
sumergidos en agua a 4°C.

vii. Mantener en hielo (a esta temperatura, el SDS se precipita por lo que se
requerira mantener las proteinas a temperatura ambiente para la
cuantificacion).

b. Buffer de Igepal/desoxicolato de sodio

i. Mezclar con la pipeta.
ii. Incubar durante 15 minutos en hielo.

iii. Lisar a las células por sonicaciéon durante 5 minutos, dando pulsos cada
20 segundos de potencia 1.

iv. Centrifugar a 16.1 rcf durante 10 minutos a 4°C.

v. Recuperar el sobrenadante y colocarlo en otro tubo.

vi. Mantener en hielo.

4.Cuantificar la concentracion de proteinas leyendo a una densidad 6ptica de 280
nm en el NanoDrop (detallado en el anexo). Utilizar el buffer de lisis utilizado
como blanco.

3.3. Corrida del gel y transferencia

1.Preparar el gel necesario para las proteinas a analizar segun la siguiente tabla:

Gel concentrador Gel separador Gel separador
(mL) 10% (mL) 15% (mL)

Agua bidestilada 2.25 4 2.3
Acrilamida 30% 0.67 3.3 5
Buffer* 1 2.5 2.5
SDS 10% 0.04 0.1 0.1
Persulfato de amonio 10% 0.04 0.1 0.1
TEMED 0.004 0.004 0.004
Proteinas a analizar Todas p62éSE%?\LM1’ LC3, yH2A-X

*Gel concentrador: Tris 0.5 M (pH=6.8) // Gel separador: Tris 1.5 M (pH=8.8)

2.Realizar los calculos adecuados para en tubos Eppendorf de 700 uL, tener lo
correspondiente en volumen a 30 ug (para observar p62/SQSTM1) o0 50 ug (para
observar LC3) de proteina; y que el volumen final de todas las muestras sea el
mismo, completando con buffer de lisis hasta el volumen mas alto de proteina.

3.En un tubo Eppendorf de 700 uL, colocar el volumen de buffer de lisis adecuado
para llevar cada muestra a un volumen final igual.

4.Agregar el buffer de carga 5X (95% buffer de carga, 5% p-mercaptoetanol), en
proporcion 1:4 con el volumen de proteina mas alto.

5.Finalmente, colocar el volumen correspondiente de muestra para tener de 30 ug
a 50 yg dependiendo de la proteina a analizar.

6.Incubar a 95°C durante 5 minutos.

7.Centrifugar rapidamente y colocar en hielo.

8.Cargar el gel con las muestras e incluir en uno de los carriles el marcador de
peso.
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3.4.

9.Correr el gel a 100-120 V durante 3 horas aproximadamente para LC3y a 150 V
durante 1.5 horas aproximadamente para p62 en buffer de corrida Tris-Glicina
1x. La corrida se deja hasta que el frente de corrida alcance el borde del gel.

10.  Cortar una membrana de fluoruro de polivileno (PVDF) del tamano adecuado
para cubrir al gel, e incubarla por al menos 1 minuto en metanol 99.8%.

11. Mantener todas las esponjas y la membrana en buffer de transferencia
Tris-Glicina 1x a 4°C hasta el momento de ser utilizados para la transferencia.
12. Transferir las proteinas a la membrana de PVDF entre 60 a 90 mins a 400 mA
en buffer de transferencia Tris-Glicina 1x a 4°C o toda la noche (~12 horas)

a 20 mA a 4°C.

13. Tedir la membrana con rojo de Ponceau para comprobar que la transferencia

se llevo a cabo.

14.Lavar la membrana con buffer de transferencia por 5 minutos para quitar el rojo

de Ponceau y posteriormente colocar en un tubo Falcon de 50 mL con 5 mL de
TBST.

Incubacion de la membrana con anticuerpos

1.Hacer 3 lavados de 5 minutos con 5 mL de TBST.

2.Bloquear la membrana durante 1 hora con 5 mL de TBST / 3-5% p/v de leche
libre de grasas (blotting-grade blocker).

3.Nuevamente, hacer 3 lavados de 5 minutos con 5 mL de TBST.

4.Anadir el anticuerpo primario disuelto en 2 mL de TBST con 5% de albumina
sérica bovina (BSA) o con 1-5% de leche de bloqueo (depende de las
instrucciones del anticuerpo). Los anticuerpos utilizados son los siguientes:

Marca*y #

o TUBULIN alpha (DM1A) CS 38735 Ratoén 1:1000 en leche

Anticuerpo primario d . Especie Dilucién Anticuerpo secundario
e Catalogo

o SQSTM1 / p62 CS 51148 Conejo 1:1000 en BSA . :
o LC3 (D11) XP® CS3868P  Conejo 1:1000 en BSA #é;izbgnligb‘;:rg:lgf;
aLC3 MBL PD014  Conejo  1:1000 en leche 1% de leche (SIGMA A0545°)

o p44/42 MAPK (ERK %) CS 9102 Conejo 1:1000 en BSA 1:10000
o BECN1 CS 3738 Conejo 1:1000 en BSA '

o yH2A-X Ab 26350 Ratoén 1:1000 en BSA a-mouse IgG-peroxidase
o SQSTM / p62 Ab 56416 Raton 1:1000 en BSA hecho en cabra en 3-5%

de leche (SIGMA A3682)
1:10000

* CS = Cell Signaling; Ab = Abcam; MBL = Medical & Biological Laboratories
5.Incubar el anticuerpo primario una hora a temperatura ambiente o toda la noche

a4°C

6.Hacer 3 lavados de 5 minutos con 5 mL de TBST.

7.Incubar con el anticuerpo secundario indicado, durante 1 hora a temperatura
ambiente.

8.Hacer 3 lavados de 5 minutos con 5 mL de TBST.

9.Mantener en refrigeracion hasta el momento del revelado, en posicion horizontal
con el TBST cubriendo la membrana lo mas posible. De esta manera se pueden
mantener hasta dos horas.
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3.5. Revelado de la membrana
1.Mezclar la solucion de peréxido de hidrogeno (Immobilon™ Western HRP
Substrate Peroxide Solution) con la solucién de luminol (Immobilon™ Western
HRP Substrate Luminol Reagent) en proporcion 1:1 (aproximadamente 700 uL
de cada una para una membrana completa).

2.Extraer la membrana del tubo Falcon y colocarla sobre un vidrio limpio.

3.Colocar la mezcla de las soluciones Immobilon sobre la membrana hasta cubrirla

por completo sin que se derrame de la membrana e incubar por 1 min.

4.Retirar la membrana del vidrio y escurrir sobre papel filtro de forma vertical hasta

retirar la mayor parte de la solucion.
5.Colocar la membrana sobre film plastico y cubrirla con él, y posteriormente,
situarla dentro del cassette de revelado en la posicion requerida para revelar.
Utilizar cinta adhesiva para fijarla en el casette.

6.En oscuridad con luz roja, cortar una placa fotografica al tamafio de la membrana
de tal manera que dos de las aristas toquen dos de los bordes del cassette de
revelado.

7.Colocar cuidadosamente la placa fotografica sobre la membrana cubierta por

plastico, sin moverla para evitar barridos en las bandas de proteinas, y cerrar el
cassette.

8.Exponer inicialmente durante 1 minuto.

9.0btener la placa y sumergirla en un contenedor con la solucién de revelador

hasta que las bandas sean visibles (1 minuto aproximadamente).

10. Enjuagar la placa fotografica en agua bidestilada en otro contenedor.

11.Finalmente, sumergirla en un tercer contenedor con la solucién de fijaciéon
hasta que la placa se torne transparente (1 minuto aproximadamente).

12. Enjuagar nuevamente en el agua bidestilada.

13. A partir de las bandas obtenidas en la primera placa expuesta, aumentar o
disminuir el tiempo de exposicién a la membrana hasta obtener la densidad de
banda buscada.

14.Permitir que las placas se sequen a temperatura ambiente, y ya que se
encuentren un poco secas, marcar sobre ellas el marcador de peso de la
membrana dentro del cassette de revelado.

15. Etiquetar cada placa con el tipo de células, la fecha del experimento de las
muestras corridas, el tiempo de la exposicién a la membrana, los anticuerpos
usados, y con el nombre de cada uno de los tratamientos.

4. Inmunofluorescencia
4.1. Preparacion de los cubreobjetos
16. Lavar con dcido acético al 30% durante 15 minutos en agitacion.
17. Recuperar el acido acético, y lavar los cubreobjetos con etanol al 70%
durante 15 minutos en agitacion.
18. Lavar en etanol al 85% durante 15 minutos en agitacion.
19. Lavar en etanol al 90% durante 15 minutos en agitacion.
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20. Lavar en etanol anhidro durante 15 minutos en agitacion.

21. Colocar los cubreobjetos en una caja de Petri de plastico de 3.5 cm,
mantenerlos sumergidos en etanol anhidro y sellarlos con Parafilm.

22. En esterilidad, tomar los cubreobjetos con pinzas, flamearlos en el mechero,
y colocarlos en placas de 12 pozos.

23. Silas células son adherentes, sembrar células en la concentracion adecuada
para conseguir una confluencia de 90% en el tiempo deseado.

4.2. Fijacion
1.Retirar los cubreobjetos y colocarlos sobre un vidrio cubierto con parafilm, dentro
de una camara humeda.
2.Adicionar 150 yL de PBS 1X a 4°C (NO dejar secar los cubreobjetos).
3.Inclinar el vidrio y retirar con la pipeta el exceso de PBS.
4.Adicionar a cada cubreobjetos 130 pyL de parafolmaldehido (PFA) 4% a
temperatura ambiente.
5.Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
6.Retirar PFA y lavar con PBS 1X 3 veces (continuar a incubacioén, o refrigerar
hasta el dia siguiente).
7.Colocar dentro de la caja de cultivo y adicionar PBS hasta cubrir los cubreobjetos.
8.Refrigerar a 4°C.
4.3. Incubacién con anticuerpos
1.Retirar el PBS.
2.Permeabilizar con 100 pL de PBS/Triton 0.5% v/v durante 3 minutos a
temperatura ambiente.
3.Lavar dos veces con PBS 1X.
4 .Bloquear durante 1 hora con PBS/BSA 5% p/v.
5.Agregar 150 pL de anticuerpo primario disuelto en PBS/BSA 2% p/v a cada
cubreobijetos:
Anticuerpo primario Marca y # de Catalogo Especie Concentracion
a LC3 MBL PD014 Conejo 1:500 en PBS/BSA 2%
o YH2A-X Ab 26350 Raton 1:500 en PBS/BSA 2%
* Ab = Abcam; MBL = Medical & Biological Laboratories
6.Incubar toda la noche en camara humeda a 4°C.
7.Lavar con 100 pL de PBS 1x tres veces.
8.Agregar 150 yL de anticuerpo secundario disuelto en PBS/BSA 2% pl/v:
Anticuerpo secundario Marca y # de Catalogo Especie Concentracion
o Alexa fluor 594 goat MPbLLT A11032 Anti-raton IgG (H+L) 1:500 en PBS/BSA 2%
a Alexa fluor 488 goat MPbLT A11034 Anti-conejo IgG (H+L)  1:500 en PBS/BSA 2%

* MPbLT = Molecular Probes by LifeTechnologies

9.Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
10.Lavar con PBS.
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11.Incubar con 100 mL de DAPI (1 ug/mL) durante 2 minutos.
12.Lavar con PBS 2 veces.
13. Guardar a 4°C en PBS en la placa de cultivo.

4.4. Montaje de laminillas
1.0bservar cubreobjetos al microscopio y si se ven bien, montar.
2.Agregar una gota de medio de montaje VectaShield® al portaobjetos.
3.Secar el PBS del cubreobjetos; y dejarlo caer lentamente del lado de las células

sobre el VectaShield®. Tener cuidado de no formar burbujas.

4.Si se forman burbujas, golpear el cubre cuidadosamente para sacarlas.
5.Sellar las orillas con barniz transparente para ufias.
6.Esperar que el barniz seque.
7.Limpiar el cubreobjetos superficialmente con Kimwipes® y etanol 70%.
8.Almacenar en oscuridad a 4°C.
9.0bservar en microscopio de fluorescencia.

5. Manipulacion de la autofagia
5.1. Inhibicién del flujo autofagico por cloroquina
Una hora previa a los tratamientos a observar, agregar 100 uM de cloroquina (el
stock se encuentra a 100 mM, y se encuentra diluida en agua Milli-Q). Para los
controles, anadir la misma cantidad de agua Milli-Q estéril.

5.2. Induccion de la autofagia por trehalosa
Dos horas previas al tratamiento, anadir 100 mM de trehalosa (el stock se
encuentra a 1 M, y se encuentra diluida en PBS). Para los controles, afiadir la
misma cantidad de PBS estéril.

6. Adquisicion de imagenes
6.1. Microscopio: Nikon Eclipse Ti
6.2. Lampara: Nikon Intensilight C-HGFI
6.3. Camara: Nikon DS-Fi
6.4. Software: NIS-Elements Basic Research. Advanced Solutions for your Imaging
World v3.10, SP3(Build 634), LO
6.4.1. Ensayo cometa
Intensidad de la lampara: nivel 4
Exposicion: 800 ms
Ganancia: 6.80x
Contraste: Enhanced
6.4.2. Inmunofluorescencia
Intensidad de la lampara: nivel 4
Exposicion: 800 ms
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Ganancia: 6.80x
Contraste: Enhanced

7. Cuantificaciones y estadistica
7.1. Cuantificacion de células y viabilidad por exclusién de azul de tripano

Se contaron las células vivas (incoloras) y las células muertas (tefiidas de azul
de tripano) en al menos dos cuadros de la camara de Neubauer. Tomando en
cuenta el volumen de cada cuadro de la camara (0.1 ulL: multiplicacién por
10,000 para obtener mL), la dilucién 1:1 con azul de tripano (duplicacion) y el
volumen de la suspensién celular, se utilizé la siguiente formula para calcular
el numero total de células, asi como el niumero de células vivas y muertas:

# de células contadas

# de células = (
# de cuadros contados
Para la viabilidad celular de los tratamientos con Irinotecan, se cuantificaron

las células en cada uno de los sobrenadantes y lavados dados durante los
tratamientos de dosis subletales, asi como de las suspensiones celulares
finales, y de ahi se obtuvieron los porcentajes de viabilidad.

7.2. Ensayo cometa
Los nucleoides observados por ensayo cometa fueron analizados a través del
programa del microscopio NIS-Elements Basic Research v3.10, SP3(Build
634), y a través del software libre OpenComet (v1.3, http://www.cometbio.org/).
Para utilizar este programa fue necesario utilizar el software ImagedJ (NIH
v1.47v, https://imagej.nih.gov/ij/index.html). Se contaron un minimo de 50
cometas por tratamiento.

7.3. Estadistica
Para analizar los datos del ensayo cometa se realizaron ANOVAs de una via,
y se utilizé el estadistico de Kruskal-Wallis con un valor P < 0.0001.
Posteriormente, se realizaron test de comparaciones multiples de Dunn, con
un valor de significancia de P < 0.05 para comparar entre los grupos, usando
GraphPad Prism (v. 5.0b).

)x(Z)x(l0,000)x(vol. enmlL de la suspension celular)
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VIIl. RESULTADOS

1. Estandarizacién del Ensayo Cometa para cuantificar rupturas de DNA.

Para observar directamente las rupturas de cadena sencilla en el DNA, se decidio
implementar el ensayo cometa, también llamado electroforesis en gel de células
individuales (SCGE, Single Cell Gell Electrophoresis). Para esto, se utilizé y modificd la
técnica reportada previamente por el grupo de la Dra. Mahara Valverde (Rojas et al. 1999)
y se uso el peroxido de hidrégeno (H202) como agente de dafio al DNA en células MEF
(Figura 7).

Figura 7. Observaciéon de cometas por la exposicion a H.02 10 mM. Para estandarizar el ensayo
cometa se utilizo peréxido de hidrégeno 10 mM en fibroblastos embrionarios de raton. A. MEF control. B. MEF
tratados con 10 minutos de H20-.

Figura 8. Cuantificacion del area y porcentaje del DNA daiiado por Irinotecan 100 uM en la cola
de los cometas de MEFs medido por NIS Elements (A) y OpenComet (B).
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Después de lograr la observacion de los cometas provocados por el H,O- (Figura 7B) y de
obtener controles en los que no se observara cola de cometa (Figura 7A), se procedié a
buscar un método por el cual cuantificar el nivel de dafio en las células (Figura 8). Para esto
se recurrio al software NIS-Elements Basic Research (Material y métodos: p. 36, Figura 8A)
y al software libre especializado en la medicién de cometas llamado OpenComet (Material
y métodos, p. 36, Figura 8B). El primero fue utilizado para la medicién de experimentos en
los que los cometas variaran en longitud y area visiblemente entre ellos; mientras que el
segundo se utilizé para los experimentos (curvas de reparacién) cuyos cometas mantenian
en muchas ocasiones la misma longitud y area entre ellos, pero variaban en la intensidad
de fluorescencia encontrada en las colas. Una vez que se logro cuantificar el dafio al DNA
en la cola de los cometas, se procedio a utilizar el Irinotecan como agente de dafio.

2. Induccion de daino al DNA con una dosis subletal de Irinotecan.
2.1. Fibroblastos embrionarios de ratén

Para inducir rupturas de cadena sencilla en el DNA de los MEFs, se utilizé el Irinotecan.
Para decidir qué dosis utilizar que permitiera observar tanto el dafio como su reparacion, se
realizd una curva dosis respuesta (Figura 9). Se observaron las células bajo el microscopio
para constatar que no hubiera cambios en la morfologia (Figura 9A) ni que se afectara la
viabilidad que se determind por exclusidon de azul de tripano (figura 9C). Ademas, a través
del ensayo cometa, se observo el dafio al DNA de las células obtenido por los distintos
tratamientos (Figura 9B), y se cuantificé el area de la cola por medio del programa NIS
Elements, para determinar la concentracién que causara el mayor dafo al DNA sin afectar
la viabilidad (Figura 9D). Se determin6 que la concentracion de Irinotecan necesaria para
ocasionar suficiente dafio para ser observado en el ensayo cometa, sin afectar la viabilidad
celular fue de 100 uM por un periodo de 2 horas.

2.2. Linea celular A549

En la linea celular A549 se establecié nuevamente una curva dosis respuesta. Para facilitar
la comparacion entre ambos tipos celulares, se utilizé la dosis subletal de los MEFs
(100 uM) y con ésta, se busco el tiempo de exposicion adecuado para dafiar el DNA de las
células sin afectar la sobrevivencia (Figura 10). Se tomaron micrografias de las células en
contraste de fases para comprobar que no tuvieran cambios en su morfologia (Figura 10A)
ni que se afectara la viabilidad, que también fue medida a través de exclusién de azul de
tripano (Figura 10C). Se realiz6 una curva exponiendo las células A549 a 100 uM de
Irinotecan durante los tiempos indicados (Figura 10B). En esta curva, se midi6 el area de la
cola de los cometas y se grafico, y a partir de esta grafica se determiné que el tiempo de
exposicion necesario para ocasionar un dafio observable con una menor variabilidad en el
area fue de dos horas, siendo asi el mismo tiempo utilizado que en las MEFs.
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Figura 9. La dosis subletal de Irinotecan para los MEFs es de 100 uM durante 2 horas.
A) Micrografia de contraste de fases que muestra la morfologia de las células tratadas con las dosis indicadas
de Irinotecan. B) Micrografia de fluorescencia que muestra la migracion del DNA roto (en forma de cometas)
observados por el Ensayo Cometa alcalino de fibroblastos embrionarios de raton tratados con las dosis
indicadas de Irinotecan durante 2 horas de exposicion. C) La viabilidad de los MEF se determind por exclusion
de azul de tripano después de ser tratadas o no con las concentraciones indicadas de Irinotecan por dos horas.
Las células se mantuvieron viables con la dosis de Irinotecan que dafia al DNA. D) Cuantificacion del area de
la cola del cometa con el programa NIS-Elements. Los datos obtenidos fueron analizados en el programa Graph
Prism. Se realiz6 una Anova con el estadistico de Kruskal-Wallis, y después se realizd un test comparativo
multiple de Dunn para comparar los distintos tratamientos, y se observaron diferencias significativas entre el
tratamiento de dafio y los demas tratamientos con una P<0.0001.

39



C D 150+

97%  95%

100 | 92% 93% 91%

80
70
60
50
40
30
20
10

-

o

(=]
1

Unidades arbitrarias
(4.
o
1

% sobrevivencia

31t oo

3 4
Irinotecan 100 pM(hrs) N N a R ) w hrsde
v

0 1 2

exposicion

Figura 10. El tiempo subletal de exposiciéon a 100 uM de Irinotecan de la linea celular A549 es
de 2 horas. A) Micrografias en contraste de fases que muestra la morfologia de las células en los tiempos
indicados de exposicion a Irinotecan de las células A549. B) Micrografias de fluorescencia de los cometas
formados por la migracion del DNA dafiado por los tiempos de exposicion a Irinotecan indicados observado por
el Ensayo Cometa alcalino. C) La viabilidad de las A549 se mantiene a través de los tiempos de exposicion
indicados. Esta fue determinada por exclusién de azul de tripano después de ser tratadas durante distintos
tiempos con Irinotecan. D) Cuantificacion del area de la cola del cometa con el programa NIS-Elements. Los
datos obtenidos fueron analizados en el programa Graph Prism. Se realiz6 una Anova con el estadistico de
Kruskal-Wallis, y después se realizd6 un test comparativo multiple de Dunn para comparar los distintos
tratamientos, y se observaron diferencias significativas entre el control y los diferentes tiempos de exposicion al
Irinotecan con una P<0.0001.
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Figura 11. En las MEFs, el DNA se repara desde las 6 horas después de retirar el Irinotecan.
A) Micrografia de contraste de fases de las células sin tratar, después de 2 horas de dafio con Irinotecan
100 puM (tiempo O hr de reparacion) y después de la reparacion de 24 horas (24 hr). B) Micrografias de
fluorescencia de los cometas que muestran la reparacion al dafio al DNA que llevan a cabo los MEFs durante
los tiempos indicados. C) Cuantificacion del porcentaje de DNA en la cola obtenida con el programa OpenComet.
Se realiz6 una n=3, y todos los datos obtenidos fueron analizados en el programa Graph Prism. Se realiz6 una
Anova con el estadistico de Kruskal-Wallis, y después se realizé un test comparativo multiple de Dunn para
comparar los distintos tratamientos, y se observaron diferencias significativas entre el tratamiento de dafio y los
demas tratamientos con una P<0.0001.
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Figura 12. En la linea celular A549, el DNA también se repara desde las 6 horas después de
retirar el Irinotecan. A) Micrografia de contraste de fases en las células sin tratamiento después de dos
horas de dafo con Irinotecan 100 uM (tiempo de 0 hr de reparacion) y sometidas a reparacion durante 24 horas
(24 hr). B) Micrografias de fluorescencia de los cometas de las horas indicadas de reparacién a la que fueron
expuestas las células tratadas o no, con Irinotecan 100 uM durante 2 horas. C) Cuantificacion del porcentaje de
DNA en la cola obtenida con el programa OpenComet. Se realizé una n=3, y todos los datos obtenidos fueron
analizados en el programa Graph Prism. Se realizdé una Anova con el estadistico de Kruskal-Wallis, y después
se realizé un test comparativo multiple de Dunn para comparar los distintos tratamientos, y se observaron
diferencias significativas entre el tratamiento de dafio y los demas tratamientos con una P<0.0001.
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3. Lareparacién del daio al DNA causado por Irinotecan subletal se da en 6
horas en ambos tipos celulares.

Posteriormente, se prosiguidé a identificar el tiempo que ambos tipos celulares necesitan
para reparar el dafio provocado por la exposicion al Irinotecan 100 yM durante dos horas.
Para esto se retiré el Irinotecan, se permitio la reparacion durante distintos tiempos y se
corrobordé la viabilidad celular de MEFs (Figura 11A) y de las A549 (Figura 12A).
Posteriormente, se tomaron micrografias de los cometas observados durante los distintos
tiempos de reparacion en ambos tipos celulares (MEFs: Figura 11B, A549: Figura 12B) y
se cuantifico el porcentaje de DNA en la cola de los cometas tanto en las MEFs (Figura
11C) como en las A549 (Figura 12C). Se observo que en ambos tipos celulares se requirid
de las mismas 6 horas de incubacion sin Irinotecan para que el DNA previamente dafado
se reparara mostrando una integridad comparable a las células sin tratar.

Es importante destacar que cuando se permite que las células se reparen durante 24 horas,
tanto en las MEF como en las A549, la poblacién se encuentra con menos dafio genético
que en el control, por lo que este nivel de dano es consecuencia de la manipulacion de las
células.

4. En MEFs, la autofagia se activé durante la induccion del dafio y se mantuvo
activa durante la reparacion del DNA; mientras que en las células A549, la
autofagia se activa moderadamente sélo durante el daino.

Se procedi6 a analizar el estado de la autofagia durante la reparacion al dafio del DNA,
pues se ha encontrado asociacién entre estos procesos celulares y entender la dinamica
que presenta la autofagia durante la reparacion del DNA es fundamental para entender su
papel. Con este objetivo, se colectaron células de ambos tipos celulares a distintos tiempos
de exposicion a Irinotecan y de reparacion (Figura 13).

24 hr reparacion
6 hr reparacion

3 hr reparacion
1 hr reparacién
—_— % hr reparacién

2 hrdafio
i 1 hr dano
%2 hr dano
-
Control
1
Dano con Irnt 100 pM l
| [ I | [~
0 1 2 1 2 3 4 5 6 24Hrs

Figura 13. Disefio experimental para la obtencion de la dinamica autofagica durante el dafo
al DNA y la reparacion de éste.
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Se obtuvieron los lisados de proteina de los distintos tiempos y se buscaron proteinas
relacionadas con la autofagia a través de SDS/PAGE y Western blot tanto en las MEFs
como en las A549.
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Figura 14. La autofagia es activada al momento de inducir dafio; en MEFs (A) se mantiene
activa a lo largo de la reparacion mientras que en A549 (B), regresa a su estado basal. Western
blot contra proteinas LC3 (recuadros rosas) y p62/SQSTM1 (recuadros azules) con sus respectivos controles
de carga, ya sea tubulina (Tub, en los experimentos de A549 y en la n1 de MEFs) o ERK. En los experimentos
n2 y n3 en MEFs, se muestra una banda irrelevante como referencia de carga. Se muestran las 3 repeticiones
realizadas del experimento en cada tipo celular, en las que se observan la activacion de la autofagia por el
aumento de LC3-Il y la disminucion de p62 después de la induccion del dafio. A) MEFs: La autofagia basal
(control) es muy baja, y cuando se ocasiona dafo al DNA, la autofagia se activa (LC3 aumenta y p62 disminuye).
Esta activacion de autofagia continda activa hasta las 24 horas de reparacion del DNA. B) A549: La autofagia
basal de estas células es muy alta, y la activacion de autofagia como consecuencia del dafio al DNA es
moderada. La activacion autofagica solo se da durante el dafio, pero para la reparacion, la autofagia regresa a
su estado basal.

En el caso de los fibroblastos embrionarios de ratén, se observd un aumento en la cantidad
de LC3-l y LC3-Il después de media hora de exposicion al agente de dano, la cual se
mantuvo a lo largo del proceso de reparacion en todas las repeticiones llevadas a cabo.
Esto indica que la autofagia se activd. Por otra parte, la proteina p62/SQSTM1 disminuye
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en la primera hora de dafio, lo que implica que el flujo de la autofagia continua y por lo tanto,
lleva a la degradacion del cargo. Esta proteina aumenta posteriormente, posiblemente por
expresion de novo de esta proteina (Figura 14A). Se presentan los resultados de tres
experimentos independientes.

Las células A549, por el contrario, s6lo presentaron activacion de la autofagia durante los
tratamientos de dafio, pero en la reparacion la autofagia ya no se encuentra activa. Durante
el dafo, los niveles de LC3-Il aumentan moderadamente a comparacion de los observados
en las MEFs, y los niveles de p62/SQSTM1 disminuyen ligeramente durante los primeros
tiempos de dafio; sin embargo, dado que estas células tienen una autofagia basal mayor,
el nivel de activacion observado en estas células es mucho mas bajo y en un periodo mas
reducido que en las MEFs. En la reparacion, la autofagia activada de forma moderada
durante el dafo, regresa al estado basal (Figura 14B).

5. Elflujo autofagico no se altera durante la exposicion al dafio y la reparacién
de éste.

Para confirmar que existiera flujo autofagico y que el aumento de LC3 no se diera
unicamente por bloqueo de la degradacién del contenido del autolisosoma, se comparé la
degradacion de LC3 y de p62/SQSTM1 en ausencia o presencia de cloroquina (compuesto
que inhibe la actividad hidrolitica de las enzimas lisosomales). Se obtuvieron extractos de
proteina de células sin tratar, con dafo subletal por 2 horas y después de haber sido
reparado durante 6 horas; y en el caso de p62/SQSTM1 en los MEFs, se anadi6 el tiempo
de dafio 1 hora, pues es el tiempo en el que p62/SQSTM1 disminuye (figura 15).

Trehalosa 100 mM 6 hr reparacion
Trehalosa 100 mM 2 hr dafo
Trehalosa 100 mM  Control

N CQ 100 uM 6 hr reparacién + CQ 100 uM
) €Q100uM 2 hr dafio + CQ 100 uM

CQ 100 uM 1 hr dafo* + CQ 100 uM

CQ 100 uM  Control

PBS-agua 6 hr reparacion + agua

PBS-agua 2 hr daio + agua

PBS-agua 1 hr dafio* + agua

——_
PBS-agua Control
Daiio con Irnt 100 pM
| [ [ \ | \

2 1 0 1 2 1 2 3 4 5 6

Figura 15. Disefio experimental para la manipulacion de la autofagia a través de los distintos
tiempos de dafio y de reparacion. Las muestras fueron tomadas en los tiempos que indican las flechas.
Unicamente en las MEFs se realizaron los experimentos que consistian en una hora de dafio (*) para observar
a p62/SQSTM1 que desaparecia en este tratamiento.
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En los fibroblastos embrionarios de ratén, se observé que la cloroquina aumenta la cantidad
de LC3 y de p62/SQSTM1, indicando que el flujo autofagico no se encuentra bloqueado.
Ademas, en los tratamientos con trehalosa se observo el aumento de LC3 y la disminucion
de p62/SQSTM1 acorde con una activacion funcional de la autofagia (figura 16A).

En las células A549 tratadas con cloroquina, también se observé aumento de p62/SQSTMA1
y de LC3, que indica que el flujo de la autofagia es continuo y funcional. Por otra parte, a
pesar de tener mayor actividad basal, la estimulacion de las células con trehalosa genera
aun mas autofagia medida por aumento en LC3 y disminucion en p62/SQSTM1 (figura 16B).
En ambos tipos celulares, se presentan los resultados de tres experimentos independientes,
pues se observo variabilidad entre ellos.
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Figura 16. El flujo autofagico no se encuentra detenido al exponer a las células a Irinotecan ni
en MEFs ni en A549. Western blot contra las proteinas LC3 (recuadros rosas) y p62/SQSTM1 (recuadros
azules) con sus respectivos controles de carga, ya sea tubulina (Tub) o ERK. Se muestran las 3 repeticiones
realizadas del experimento en cada tipo celular, en las que se observa el flujo autofagico continuo y, por lo tanto,
la existencia de autofagia funcional por la acumulacion de LC3 y p62 en el tratamiento con cloroquina (CQ) y el

aumento de LC3-Il y la disminucion de p62 en el tratamiento con trehalosa (Treh) en ambos tipos celulares:
MEFs (A) y A549 (B).
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6. La activacion de la autofagia disminuye el dafio al DNA.

Otro método de confirmacion de la activacién de la autofagia es a través la distribucion
intracelular de la proteina LC3 por inmunofluorescencia, ya que cuando se recluta en los
autofagosomas el patron cambia de difuso a punteado. Para realizar la
inmunofluorescencia, se siguid el disefio experimental presentado en la figura 17.

Los puncta de LC3 se observan claramente en la figura 18A, pues en el control no se
observaron mas que unos cuantos puntos y la mayoria de la proteina LC3 detectada se
encontraba difusa; sin embargo, al inducir dafio con Irinotecan, se observaban puntos de
LC3 alrededor del nucleo, que es donde se suelen acumular los autofagosomas. Esta
induccién se mantiene activa durante la reparacion, y de esta forma se confirma la presencia
de autofagia.

Si efectivamente la autofagia contribuye a la reparacion del DNA, al aumentar su activacion,
se esperaba observar menor dafo al DNA. Para comprobar esta hipoétesis, se utilizé a la
trehalosa como inductor de autofagia. Se comparé el dafio al DNA causado por el Irinotecan
en presencia o ausencia de trehalosa, por medio de la respuesta de la célula al inducir la
fosforilacidon de la variante de histona yH2A.X, que se recluta en los sitios de ruptura del
DNA. De manera interesante, se observé menor acumulacién de yH2A.X a las dos horas
de dano, si se compara con la respuesta observada sin trehalosa. Sin embargo, al afiadir
trehalosa e Irinotecan no se observé un aumento mayor de autofagosomas, aunque si se
aprecia un aumento en la abundancia de LC3 (Figura 18B).

Trehalosa 100 mM 6 hr reparacion
Trehalosa 100 mM 2 hr daiio

) . _Trehalosa 100 mM ~ Control
@ PBS 6 hr reparacion
PBS 2 hrdafio
PBS

Control

- TehiPBS | Dano con mt 100 py

2 1 0 1 2 1 2 3 4 5 6 hrs

Figura 17. Disefio experimental para la inmunodeteccion de LC3 y YH2A.X en células MEF.

Figura 18. (Siguiente pagina) La autofagia se activa en respuesta al daiio al DNA, y la trehalosa

parece proteger al DNA del dafo, pues hay menor acumulacion de yH2A.X. Micrografias de
fibroblastos embrionarios de raton de la inmunofluorescencia doble contra LC3 y yH2A.X. A) Se observo el
aumento de LC3, asi como la formacién de puntos positivos para LC3 alrededor del nucleo tipicos de la autofagia
(flechas). B) Se observo, acorde a lo esperado, que el tratamiento de 2 horas con trehalosa 100 mM aumenté
LC3 (Control). Al agregar trehalosa 2 horas antes que el Irinotecan, la acumulacion de yH2A.X disminuye a las
dos horas de dafio, si se compara con la respuesta observada sin trehalosa. También se observa que la
autofagia se mantiene inducida hasta después de 8 horas (2 horas de dafio y 6 horas de reparacion). Las barras
de escala equivalen a 50 um.
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7. El Irinotecan se acumula en forma punteada dentro de las células,
posiblemente en autofagosomas.

Durante la experimentacion, y a través de la literatura y del conocimiento del Irinotecan, se
noté que este compuesto es autofluorescente. Esta propiedad es muy util pues permite
conocer su ubicacién. Aprovechando esta propiedad, se notd que el Irinotecan se distribuye
de forma punteada dentro de las células. Ademas, en respuesta al Irinotecan, se forman
granulos en el citoplasma, semejantes a los granulos de estrés. Los granulos de estrés son
complejos citoplasmicos de RNA y proteinas que se forman como consecuencia del
bloqueo del inicio de la traduccién de las proteinas (Buchan & Parker, 2009).

Por este motivo, se planted la hipétesis de que la autofagia podria proteger del dafo
causado por el Irinotecan, como lo sugiere la observacién de menor fosforilacién de la
histona H2A.X en presencia de trehalosa, al secuestrar al Irinotecan en vesiculas. Esto se
confirmaria con el aumento del Irinotecan vesicular al estimular la autofagia con trehalosa,
que se refleja bajo el microscopio como un aumento en la autofluorescencia punteada. Para
probar esta idea, se incubaron ambos tipos celulares con trehalosa durante dos horas antes
de anadir el Irinotecan (se muestra el esquema de la estrategia experimental en la figura
19) y se compararon con las células incubadas unicamente con PBS, como se observa en
la figura 20A para MEFs y 20B para A549.

En ambas células, el Irinotecan se acumulé intracelularmente en forma punteada con la
induccién de autofagia con trehalosa de forma mas abundante, y estos puntos coinciden
ademas con algunos de los granulos de estrés (flechas blancas), aunque no en todos
(flechas rojas). Vale la pena resaltar que el Irinotecan no se observo en el nucleo, donde
interactia con la topoisomerasa causando rupturas en el DNA. Esto sugiere que
efectivamente, la induccion de autofagia protege al genoma reduciendo el acceso del
Irinotecan al nucleo.

Trehalosa 100 mM 2 hr dano R
PBS-agua 2 hr dafo + agua _
PBS-agua Control

Dafio con 100 pM de Irnt
I
2 1 0 1 2

Figura 19. Disefio experimental para observar la disposicion intracelular del Irinotecan.
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En el caso de las células A549, la autofagia basal que se presenta es mayor (Figura 14), y
coincidiendo con lo planteado anteriormente, la autofluorescencia inicial del Irinotecan
cuando las células son solo tratadas con él, es mayor (Figura 20B). Ademas, las células
A549 también presentan granulos de estrés desde el control por lo que esto puede contribuir
al aumento de autofluorescencia. Finalmente, cuando estas células son tratadas con
trehalosa, el aumento de autofluorescencia es notorio.

Figura 20. (Siguiente pagina) La activacion de la autofagia con trehalosa aumenta la
acumulacion de Irinotecan en vesiculas, algunas de las cuales co-localizan con granulos de
estrés. El Irinotecan es un compuesto autofluorescente por lo que para la observacion de éste, Unicamente se
requirié exponerlo a luz UV para permitir el blanqueamiento del medio y la excitacion de la molécula; y
posteriormente, capturar la micrografia al exponer la muestra en el canal azul del microscopio. Cuando las
células son expuestas a Irinotecan, se forman estructuras similares a granulos de estrés, que se pueden
observar en el aumento como puntos oscuros. Estos no se encuentran en las células control de los MEF (A),
pero si aparecen en el control de las A549 (B), probablemente por ser cancerosas. Nétese que algunos de los
puntos del Irinotecan coinciden con ellos. Al inducir autofagia con trehalosa, aumenta la sefial emitida por
Irinotecan tanto en las MEF (A) como en las A549 (B), presumiblemente por acumularse en autofagosomas.
Las A549 presentan mayor autofagia basal y, consecuentemente, también presentan mayor autofluorescencia
del Irinotecan. Se observan también vesiculas blancas, que podrian ser autolisosomas en los que ya se degrado
el material engullido. Estas estructuras no coinciden con los puntos de Irinotecan. Las flechas blancas indican
granulos de estrés y puntos de Irinotecan que co-localizan, mientras que las flechas rojas indican granulos de
estrés sin co-localizacion. La barra de escala equivale a 100 uM.
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IX. DISCUSION

1. La reparacion del DNA se realiza con la misma velocidad en las células
MEF y en la linea celular A549.

Cuando las células cancerosas son sometidas a agentes de dafo al DNA como
quimioterapéuticos o radiacién, hay grupos celulares que son resistentes a ellos. Esta
resistencia puede ser otorgada por un aumento en la capacidad de reparar el dafio al DNA
en estas células como en el caso de los gliomas y el cancer de mama. Se cree que estas
poblaciones con menor sensibilidad al dafio al DNA son células iniciadoras de tumor,
también llamadas células troncales cancerosas (CTCs). En 2012, se encontrd que las A549
forman parte de las lineas celulares que tienen la capacidad de formacion de esferas, que
es una propiedad de CTCs. Las poblaciones de CTCs de A549 presentan menor respuesta
al dano a comparacion con las A549 que no pertenecen a esta poblacion, pues presentan
menor activacién de ATM y de PARP-1 (Lundholm et al. 2013). Sin embargo, la linea celular
A549 es altamente heterogénea por sus altas tasas de inestabilidad cromosémica, y esto
podria permitir que no se observen diferencias entre las células normales (MEF) y estas
células.

Oftra razoén para esta ausencia de diferencia entre ambos tipos celulares consiste en que a
lo largo de este trabajo no se verifico si el DNA se reparaba correctamente, sin generar
mutaciones, sino que fuera ligado nuevamente. Podria ser que las células A549 estén
acumulando inestabilidad gendmica y mutaciones, como en el trabajo de Liu, en 2015, en
el que las células reparan las rupturas provocadas por distintos agentes genotoxicos, pero
incorrectamente, de tal manera que con el tiempo se genera inestabilidad gendmica y
aumenta la muerte celular durante la ausencia de autofagia (Liu et al. 2015). Como en las
células A549 se observé una activacién moderada de la autofagia, ésta podria ser la razén
por la que, aunque no se observan diferencias durante la generacion de dano y la
reparacion de éste, pudiera existir inestabilidad gendmica causada por la reparacion
errénea de las rupturas.

El Irinotecan ha sido administrado anteriormente tanto a células A549 como a ratones
inmunodeprimidos en los que se ha generado adenocarcinoma a partir de la inoculacién de
la linea celular A549 en sus pulmones. La concentraciéon administrada in vivo ha sido de 10
a 40 mg/kg (1.5 a 5.9 mM), y a estos niveles, el Irinotecan es efectivo para reducir los
tumores generados por las células A549, y por esta razon, este compuesto ha sido usado
como quimioterapéutico en el tratamiento del adenocarcinoma (Kraus-Berthier et al. 2000).
Sin embargo, a dosis mas bajas de Irinotecan (100 uM) y en cultivos in vitro como los
realizados en este trabajo, no se observdo mayor sensibilidad de las células A549 en
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comparacion a las células control, ni aumento en la muerte celular, aun utilizando los
mismos tiempos de exposicion y las mismas concentraciones de este compuesto.

A partir de la busqueda de mutaciones reportadas en las células A549 en el Catalogo de
Mutaciones Somaticas en Cancer (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, COSMIC),
no se encontraron mutaciones en genes relacionados con la reparacion de cadena sencilla
(Forbes et al. 2015), por lo que es de esperar que la cinética de reparacién sea semejante
a la de células normales, como lo observado en este trabajo. De hecho, se han realizado
experimentos para comprobar la activacion de proteinas de respuesta al dafio al DNA en
las A549, y en estos, se ha encontrado que la respuesta es normal (Aqil et al. 2014;
Sanchez-Pérez et al. 2009), lo que coincide con la ausencia de mutaciones y lo observado
en este trabajo.

2. Larespuesta autofagica es diferente en ambos tipos celulares.

En el Catalogo de Mutaciones Somaticas en Cancer (Catalogue Of Somatic Mutations In
Cancer, COSMIC), no se encontraron mutaciones en genes relacionados con la autofagia
en las células A549 (Forbes et al. 2015). Sin embargo, estas células tienen una mutacion
en el gen RAS que conduce a una modificacion en la proteina K-RAS (p.G12S) (ATCC sin
fecha-a) que ademas de generar su alta tasa de proliferacion, se ha visto relacionada con
aumento en la autofagia basal (Liu & Ryan 2012). En 2011, el equipo de White describio
diferentes células cancerosas de humano con varias mutaciones activantes de RAS que
provocan modificaciones similares en la proteina a la encontrada en las A549 (H1299 de
carcinoma de pulmon, N-RAS®'2C; PANC-1 de adenocarcinoma pancreatico, K-RAS®'2V;
T24 de carcinoma de vejiga, H-RAS®'?C). Todas estas células presentan autofagia basal
muy alta, y previamente habian demostrado que la presencia de RAS mutante en otro tipo
celular genera este aumento en la autofagia. Ademas, la inhibicion de la autofagia con
cloroquina e interferentes de ATG5 y ATG7 genera atenuacion en el crecimiento de estas
células y disminucion en la supervivencia (Guo et al. 2011). La mutacién reportada en la
proteina K-RAS en las células A549 podria ser la causa de la alta autofagia basal que
observamos en ellas.

La heterogeneidad encontrada entre poblaciones de células A549, causada por la presencia
de CTCs, y las diferencias en la respuesta al dano al DNA (Lundholm et al. 2013) que
presentan estas subpoblaciones celulares pueden contribuir a las diferencias que se
observan en la activacion de la autofagia. Ademas, en el trabajo de Lundholm (2013)
también se mostré que, tanto en las A549 como en otros tipos celulares cancerosos, la
activacion de PARP-1 es menor. PARP-1 es capaz de inducir autofagia a través de la
disminucion de energia y el aumento del AMP ciclico que es consecuencia de su actividad
polimerasa y que es detectado por la AMPK. Esta es otra posibilidad para explicar la
activacion moderada de la autofagia ante la induccion del dafio al DNA por Irinotecan en
las células A549.
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En el cancer, la funcion de la autofagia es poco entendida, pues es supresora de tumores
en algunos tipos de cancer como el de mama (Honghong et al. 2011), el pancréatico (Dai
etal. 2013) y el adenocarcinoma de pulmoén (Chang et al. 2012); pero también es promotora
en algunos otros como el linfoma (Amaravadi et al. 2007), el cancer gastrico (Zhang et al.
2013) y nuevamente, el cancer pancreatico (Yang et al. 2011). En el caso especifico del
cancer de pulmoén, hay reportes que establecen que la supresion de la autofagia incrementa
la sensibilidad de las células a la radiacién, mientras que en otros trabajos se describe que
es la activacion de la autofagia la que lleva a cabo este aumento. Por lo tanto, la autofagia
presenta efectos duales en los que la sobrevivencia y la muerte celular son inducidos de
manera contexto dependiente. En particular, las células A549 se han descrito como mas
sensibles a los agentes genotdxicos cuando se les induce autofagia a través de rapamicina
(Li et al. 2016); y el uso de inhibidores de autofagia genera la proliferacion de estas células
(Jiang et al. 2014).

3. La funcién de la autofagia durante la reparacion del dafo al DNA.

Como se observé en los resultados, la autofagia se activa a partir de la media hora de
exposicion a Irinotecan. La autofagia puede regular y estabilizar proteinas de respuesta al
dafno. En la reparacion por escisién de nucleétidos (NER, Nucleotide Excision Repair), la
autofagia permite y favorece el reconocimiento del dafo al DNA a través de las proteinas
censoras de este tipo de dafo: XPC (Xeroderma Pigmentosum Group C Protein) y DDB2
(DNA Damage Binding Protein 2). Cuando hay deficiencia de autofagia, disminuye la
transcripcién de XPC y se impide el reclutamiento de DDB2 a los sitios de dafio al DNA
inducidos por luz UV. Ambas funciones son establecidas a través de la proteina TWIST,
que en presencia de autofagia es desestabilizada (Qiang et al. 2016). Asi como en este tipo
de dano, la autofagia puede controlar la estabilizacion de proteinas; es posible que durante
las rupturas de cadena sencilla del DNA, la autofagia regule proteinas de deteccién y
respuesta temprana al dafio, y por eso, se encuentre activa durante los primeros momentos
de exposicion a Irinotecan.

La autofagia se ha encontrado también relacionada con la expresion de proteinas de
respuesta al dafio en células expuestas a radiacion ionizante. En 2015, el grupo de Jianrong
Wang confirmé que la rapamicina, un inductor de autofagia, protege tanto in vitro como in
vivo a las células de médula ésea del daio provocado por radiacion. Esto ocurre gracias a
que la induccién de autofagia por rapamicina disminuye las especies reactivas de oxigeno
generadas por radiacién ionizante, y asimismo, aumenta la expresién de proteinas
relacionadas con la reparaciéon de rupturas de cadena doble por HR y NHEJ (Lin et al.
2015). De esta manera podria favorecer también a la reparacion de las rupturas de cadena
sencilla; sin embargo, como la autofagia causa el aumento en la expresion de estas
proteinas sigue sin conocerse.
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Ademas, la autofagia podria servir para degradar directamente al DNA dafiado a través de
la nucleofagia. Este tipo de autofagia fue descrito por Park en el 2009, a través de la
observacién de autofagosomas alrededor del nucleo de células con defectos en la envoltura
nuclear causada por mutaciones en los genes que codifican para proteinas de la lamina. Al
analizar el contenido de estos autofagosomas que son en ocasiones, mas grandes que el
nucleo, se observa material genético (tefiido con DAPI). Estos autofagosomas con
contenido nuclear, también coinciden con otros marcadores autofagicos, asi como de dafo
al DNA como la histona yH2AX, y se fusionan con lisosomas. Al inhibir la autofagia en estas
células, la viabilidad celular disminuye y aumentan las anormalidades nucleares (Park et al.
2009).

Este fendmeno de nucleofagia no sélo se ha encontrado en células mutantes que no se
encuentran comunmente de forma natural, sino que también se ha observado en células
senescentes. En 2013, Ivanov y su grupo observaron que células con senescencia inducida
por oncogenes presentan fragmentos de cromatina en el citoplasma. Esta cromatina es
positiva para la histona yH2AX, indicando que se encuentra dafada; y, ademas, es
expulsada del nucleo a partir de ampollas en la membrana nuclear. Posteriormente, este
material es degradado a través de la via autofagica en el lisosoma (lvanov et al. 2013).

Uno de los marcadores de senescencia celular es la disminucion de la Idmina B1 y, como
consecuencia, la pérdida en la integridad de la envoltura nuclear, que es un caso similar al
observado por Park; y que permitiria por tanto el escape y la degradacién de grandes
segmentos de DNA. La degradacion de la lamina B1 se puede llevar a cabo por medio de
la autofagia a través de la interaccion de ésta con LC3. Esta eliminacion se lleva a cabo
cuando existe algun estrés oncogénico como la activacion de RAS, por lo que la autofagia
es también protectora del genoma de esta forma (Dou et al. 2015).

En estos contextos celulares, la autofagia degrada DNA que se encuentra dafado. Sin
embargo, aun no hay reportes de esta forma de nucleofagia en células normales no
senescentes, pero es posible que ante un dafno genotdxico grave la autofagia se encargue
de eliminar grandes segmentos dafiados de DNA, manteniendo asi estabilidad genémica y
evitando la progresion del cancer.

La respuesta al estrés en las células eucaridticas inhibe a veces al inicio de la traduccion
de las proteinas y, por lo tanto, provoca la formacién de complejos citoplasmicos de RNA y
proteinas, que son llamados granulos de estrés. Estos pueden contener mRNAs,
componentes de la iniciacién de la traduccién, y muchas otras proteinas que pueden incluir
factores involucrados en la sefalizacion celular (Buchan & Parker 2009). En células MEF
en respuesta al Irinotecan se observo la formacién de estructuras similares a granulos de
estrés, por lo que puede ser que la acumulacion de estos también se encuentre relacionada
con el aumento de autofagia.

Los granulos de estrés se han encontrado relacionados con multiples enfermedades como
la esclerosis lateral amiotréfica (amyotrophic lateral sclerosis, ALS), y la ataxia
espinocerebelar de tipo 2. Estas enfermedades y algunas otras relacionadas se han visto
asociadas a la autofagia, ya sea a defectos de ella en las patologias, o bien, a la mejora de
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éstas cuando la autofagia es inducida (Lamark & Johansen 2012; Lee et al. 2015). En 2013,
Parker y su grupo encontraron que mutaciones en genes de autofagia generan la
acumulacion de granulos de estrés y disminuyen su eliminacién, tanto en levadura como en
mamiferos (Buchan et al. 2013).

Los retrotransposones son elementos genéticos que se insertan en el genoma de los seres
vivos. Contribuyen a la variacién genética entre especies, individuos y células; sin embargo,
también generan enfermedades por su reinsercion en los genomas. LINE-1 y Alu son dos
familias de retrotransposones que se encuentran en primates, y en el 2014, se encontro
que las secuencias de RNA producto de estos colocalizan con autofagosomas. La
eliminacion de este RNA y por tanto, la proteccidon del genoma que es consecuencia de
impedir le insercion del RNA a través de retrotranscripcion, requieren de la autofagia. El
grupo de Guo ademas encontré que esto se realiza a través de la degradacion de granulos
de estrés a los que los RNA de LINE-1 y Alu se encuentran asociados (Guo et al. 2014).
Asi como en este caso la autofagia se encuentra degradando granulos de estrés de forma
especifica porque contienen retrotransposones, es posible que los degrade porque
contengan proteinas relacionadas con el ciclo celular o la apoptosis, y que sea esta la causa
por la que la autofagia se activa al inducir dafio con Irinotecan, que también genera la
aparicion de granulos de estrés.

Finalmente, es importante destacar que tanto en las MEF como en las células A549 se
observd una re-expresion de p62/SQSTM1 durante la reparacion, contrario a lo esperado
al existir un adecuado flujo autofagico, como se observé al comparar la cantidad de
p62/SQSTM1 después de la incubacién con cloroquina. En 2011, y posteriormente, en
2016, el grupo de Jun-Lin Guan, describié diferentes funciones que la proteina
p62/SQSTM1 puede tener en la célula cuando aumenta y genera agregados. En estos
trabajos, el silenciamiento de p62 en células con autofagia inhibida les permite reparar el
dafno adecuadamente; y también permite la recuperacion de las células madre neuronales
afectadas por la eliminacion de FIP200/RB1CC1 (Bae & Guan 2011; Wang et al. 2016). Es
posible que p62/SQSTM1 tenga un papel en la reparacion del dafo independiente a su
funcién como receptor autofagico, y por eso se ha observado su aumento durante la
reparacion del dafio causado por el Irinotecan.

4. Participacion de otros tipos de autofagia y de la via proteasomal en la
reparacion del dano al DNA.

En este trabajo solo se analizd la activacion de la macroautofagia al exponer a las células
a rupturas de cadena sencilla; sin embargo, también es posible que los otros dos tipos de
autofagia se encuentren involucrados, pues ya se han visto relacionados con el dafio al
DNA vy la respuesta celular a éste.

La microautofagia es el tipo de autofagia menos estudiado y mas desconocido actualmente.
Se ha estudiado principalmente en hongos y se desconoce si existe en mamiferos (Jian &
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Bao 2012). En 2003, se observd que en Saccharomyces cerevisiae se lleva a cabo
microautofagia del nucleo (o micronucleofagia) que consiste en la escision y engullimiento
de un fragmento del nucleo en la vacuola para su degradacién. Se detecté que la parte del
nucleo que es degradada consiste en parte del nucleolo asi como el nucleoplasma, pero se
desconoce si también se degrada DNA por este medio (Roberts et al. 2003). Sin embargo,
aun no hay reportes en los que este tipo de autofagia permita la degradacion de partes del
nucleo en células de animales, y mucho menos de mamiferos.

Durante la microautofagia que se ha observado en células de mamifero, el engullimiento de
un fragmento del citoplasma ocurre en endosomas tardios o cuerpos multivesiculares y no
en los lisosomas, por lo que recibe el nombre de microautofagia endosomal (e-Mi) (Sahu et
al. 2011). Este tipo de microautofagia ha sido descrita como un método de degradacién de
proteinas en el area sinaptica de las neuronas, a través de la deformacion de la membrana
de los endosomas y posteriormente la deteccion de las proteinas a degradar y su
entrampamiento en el interior del endosoma (Uytterhoeven et al. 2015). Aunque no se ha
estudiado, es posible que la microautofagia permita la degradacion de proteinas de la
respuesta al dafo al DNA.

La autofagia mediada por chaperonas también se ha visto involucrada con la respuesta al
dafno al DNA a través de la proteina CHEK1 (Checkpoint kinase 1). Esta cinasa es una de
las proteinas que son fosforiladas y activadas por la proteina ATR (Smith et al. 2010), y una
de sus funciones principales es favorecer el arresto de la entrada de la célula a mitosis en
la fase G2 a través de la fosfatasa CDC25, evitando asi la inestabilidad gendmica y la
propensioén al cancer provocadas por la reproduccion de células con el DNA danado.

En 2015, el grupo de investigacion conformado por Park, Suh y Cuervo, utilizaron MEF
silvestres, o bien, con mutaciones nulas del gen Lamp-2A (necesario para la CMA) o del
gen Atg7 (necesario para la macroautofagia), que fueron tratados con agentes que generan
rupturas de cadena doble. Las células sin CMA son mas sensibles al etopésido, a la
camptotecina, al cisplatino, y a otros quimioterapéuticos, que las células sin
macroautofagia; y éstas a su vez, son mas sensibles que las células silvestres. También
observaron que la CMA aumenta en forma dosis dependiente ante estos estimulos
genotoxicos; sin embargo, no observaron activacion de la macroautofagia al ocasionar dafno
al DNA en estas células, lo que es contradicho por lo obtenido en otros articulos y en datos
no publicados de nuestro laboratorio. Asi mismo, observaron que la proteina CHEK1 es
degradada por CMA y que la inhibicion de la autofagia mediada por chaperonas
desestabiliza al complejo sensor MRN (MRE11:RAD50:NSB1), que permite el reclutamiento
y la activaciéon de ATM en rupturas de cadena doble en el DNA, que activa posteriormente
a CHEK?2. Esta desestabilizacion es provocada por la alteracion de la via de ATR (Park et
al. 2015). Las vias ATM-CHEK2 y ATR-CHEK1 se encuentran con frecuencia activadas de
forma simultanea, al exponer a las células a diversas fuentes de estrés genotdxico, como
la radiacion ionizante y la mayoria de los agentes quimioterapéuticos. Por otra parte, se ha
reportado también que el proteasoma es capaz de degradar a CHEK1 cuando se induce
estrés genotoxico con camptotecina (Zhang et al. 2005).
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Encontrar mas proteinas que también sean degradadas por estas vias autofagicas distintas
a la macroautofagia asi como por la via proteasomal, y entender la participacién de éstas
en la respuesta al dafio al DNA, es importante, para tener una vision global de lo que pasa
en la célula al ser expuesta en particular a dafios endégenos tan comunes como son las
rupturas de cadena sencilla; pero también al estrés genotdxico continuo al que se encuentra
sometida la célula y los organismos a lo largo de su vida.

Finalmente, la localizaciéon intracelular punteada del Irinotecan, coincidente con la
localizacién de granulos de estrés e intensificada con trehalosa, sugiere que la autofagia
podria proteger al genoma, al secuestrar al Irinotecan en vesiculas, evitando su acceso al
nucleo. Es decir, que la autofagia previene el dano ademas de favorecer su reparacion.
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X. CONCLUSIONES

La maquinaria de reparacién de las células A549 responde de la misma forma que los
fibroblastos embrionarios de ratén, pues ambas requieren de la misma exposicion durante
dos horas a 100 uM de Irinotecan para dafar al DNA. Ademas, ambas células requieren de
las mismas 6 horas para reparar ese dafo.

En los fibroblastos embrionarios de ratén, la autofagia se activa al momento de inducir dano,
y se mantiene activa a lo largo de toda la reparacién. Las células A549 no presentan la
misma magnitud de activaciéon de la autofagia al inducir dafo, pues tienen altos niveles de
autofagia basal. El bloqueo de la autofagia con cloroquina reveld que el flujo autofagico es
continuo en ambos tipos celulares. La activacion de la autofagia en los fibroblastos
disminuye el dafio al DNA.

Tanto en los fibroblastos embrionarios de ratdn como en las células A549, el Irinotecan se
almacena en vesiculas que aumentan en numero cuando se estimula la autofagia con
trehalosa.

Finalmente, se encontrd que la autofagia es una respuesta temprana al dano al DNA. Hasta
nuestro conocimiento, la dinamica que la autofagia presentaba al exponer las células a un
tipo de dano no se habia descrito antes de este trabajo. Entender la dinamica que la
autofagia presenta es un primer paso para realizar estudios posteriores en los que su
activacion previa al estimulo de dano podria favorecer una reparacion adecuada y mas
rapida del DNA. Aun se desconoce la funcidon que tiene la autofagia en la respuesta al dafio
al DNA y aun se requieren mas estudios que la definan, pero los resultados de este trabajo
sugieren que la autofagia no sélo es esencial para la reparacion adecuada del dafio al DNA,
sino que es necesaria también para la proteccién de éste.
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Xl. PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo sugieren que la autofagia participa en la prevencion del dafio
por su activacion temprana durante la exposicion de las células al Irinotecan. Para
comprobar esto, es necesario realizar experimentos de manipulacion de autofagia, de tal
forma que se pueda observar el efecto que tiene la induccion y la inhibicién de la autofagia
en el dano generado por Irinotecan y en su reparacion. Al inducir autofagia con la trehalosa,
ya usada en este trabajo, y posteriormente, realizar el Ensayo Cometa para observar la
curva de reparacion del DNA, se podria constatar que la autofagia protege a la célula del
dafo, al observar un menor dano por Irinotecan, y ademas favorece la reparacion, al
obtener la reparacion del dafio al DNA en menores tiempos que las células control. Por otra
parte, inhibir la autofagia en los MEF, antes de generar el dafio, a través de Spautin-1 (un
inhibidor especifico de autofagia que promueve la degradacién de BECN1 y PIK3C3) podria
provocar mayor sensibilidad de las células al Irinotecan, mayor dafio al DNA ocasionado
por éste, aumento en la muerte celular y tiempos mas largos de reparacion de las rupturas
de cadena sencilla. Para diferenciar qué fase de la autofagia es la que esta beneficiando la
respuesta al dafio al DNA, se podrian utilizar diferentes inhibidores de autofagia como
Spautin-1, ya mencionado, que actua en la fase de nucleacién, y cloroquina, usada en este
trabajo, que inhibe la degradacion de la vesicula. De esta manera, si la autofagia es
principalmente protectora del dafo a través de la degradacion del Irinotecan, no habra
diferencias entre el control y el Spautin-1, pero si las habra con el tratamiento de Cloroquina.
Sin embargo, si la autofagia ademas favorece la reparacion a través de la estabilizacion de
proteinas y el secuestro de éstas en vesiculas, también habra diferencias con el uso de
Spautin-1.

En el trabajo de Gillespie y Ryan (2016), se ha visto que las células con autofagia inhibida,
pueden reparar las rupturas, pero con el tiempo acumulan inestabilidad gendmica vy
presentan tasas mas altas de muerte celular. Por esto es necesario estudiar a largo plazo
el efecto que tiene la induccién e inhibicion de la autofagia en los MEFs que presentan
activacion de la autofagia en respuesta a la induccién de dano, asi como en las A549, que
no la presentan.

Debido a que la microautofagia endosomal y la autofagia mediada por chaperonas podrian
estar involucradas, es importante estudiar su efecto en la reparacion del DNA también. Esto
se puede realizar a través del uso de mutantes nulas de Atg7 (para inhibir macroautofagia),
de LampZ2A (para inhibir la autofagia mediada por chaperonas) y de las dos isoformas de
Vps4 y de Tsg101 (para inhibir la microautofagia endosomal) (Sahu et al. 2011). Con estas
mutantes, y el uso de Irinotecan para generarles rupturas de cadena sencilla, se podrian
observar diferencias en la reparaciéon de las células control y las células sin alguno o sin
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todos los tipos de autofagia. Lo esperado seria que la macroautofagia que fue el tipo de
autofagia estudiado en este trabajo, sea la autofagia mas importante en la reparacion de
rupturas de cadena sencilla; sin embargo, por el trabajo de Park, Suh y Cuervo (2015),
también la autofagia mediada por chaperonas podria contribuir en este proceso (Park et al.
2015).

Es importante destacar que el Irinotecan, ademas de provocar rupturas de cadena sencilla,
puede generar también rupturas de cadenas doble, y que la respuesta observada puede
ser consecuencia de ambos tipos de dafo. Para hacer mas especifica la evaluacién de la
respuesta al dafo, se podrian utilizar otras técnicas como la generacion de rupturas de
cadena sencilla sitio-especificas a través de la insercidon de un plasmido con secuencias
especificas que generen este tipo de rupturas en el genoma de células normales (Zhang &
Taylor 2001).

Finalmente, la autofluorescencia del Irinotecan se observd en patrones similares a las
estructuras parecidas a granulos de estrés y se ve aumentada en los tratamientos con
trehalosa. Es importante confirmar a través de marcadores como factores de inicio de la
traduccion (EIF4E, EIF4G, PABP, etc.) que las estructuras observadas en las células son
efectivamente granulos de estrés (Reineke & Lloyd 2013). Posteriormente, es necesario
desarrollar una técnica que permita observar en una misma muestra la colocalizacion del
Irinotecan con autofagosomas inducidos con trehalosa, asi como, con los granulos de
estrés para poder corroborar que la autofagia esta protegiendo al DNA a través de la
degradacion del Irinotecan.
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XIll. ANEXOS

La preparacion de las soluciones, y el numero de catalogo de cada uno de los materiales
y compuestos utilizados se encuentra separado como en la metodologia.

1. Cultivo celular:
Medios de cultivo:

1.1.

1.2

1.3.

1.1.1.
Modified Eagle Medium. Cat#10569-010
1.1.2.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 (Ham) 1:1.
Cat#10565-018
1.1.3.
mL. Cat #16000-044.
-Inactivar por calor en bafio Maria a 65°C durante 1 hora.
1.1.4.

1.1.5.
certified 50 mL. Cat #D2438.
1.1.6.

DMEM: gibco® by life technologies® DMEM (1X) + GlutaMAX™-| Dulbecco’s

DMEM F12: gibco® by life technologies® DMEM / F12 + GlutaMAX™-| (1X)

FBS: gibco® by life technologies® FBS Fetal Bovine Serum, Certified 500

Antibidtico:

-gibco® by life technologies® Penicillin Streptomycin ([+] 10,000 Units/mL
Penicillin, [+] 10,000 pg/mL Streptomycin). Cat #15140-122

-SIGMA® Penicillin-Streptomycin solution (10,000 Units/mL Penicillin, 10
mg/mL Streptomycin). Cat #P0781.

DMSO: SIGMA® Dimethyl Sulphoxide (DMSO), biotechnology performance

Medio de cultivo completo:
Preparacion: 500 mL

-50 mL de FBS

-5 mL de antibidtico

-445 mL de medio DMEM / DMEM F12

. MEFs medio de congelacion:

Preparacion: 15 mL
-10% de DMSO: 1.5 mL de DMSO en 13.5 mL de suero fetal bovino

. A549 medio de congelacioén:

Preparacion: 15 mL
-5% de DMSO: 0.75 mL de DMSO en 14.25 mL de medio DMEM F12
completo

Tripsina: gibco® by life technologies® 0.25% Trypsin-EDTA (1X). Cat #25200-
072.

Azul de tripano: gibco® by life technologies® Trypan blue stain (0.4%).
Cat #15250-061
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1.4.

1.5.
1.6.
1.7.

1.8.
1.9.

PBS: OXOID Phosphate Buffered Saline (Dulbecco A). Cat #BR0014G.
Preparacion: 100 mL
-En esterilidad, agregar 1 pastilla en 100 mL de agua bidestilada estéril.
-Esterilizar
Guantes: SUPRENO® SE powder-free nitrile disposable gloves Cat #SU-690-1-S
Parafilm: Parafilm ® laboratory film Bemis flexible packaging. Cat #PM-999
Placas para cultivo:
1.7.1. Caja 150 mm: CORNING Cell culture dish 150mmx25mm Style.Cat #430599.
1.7.2. Caja 100 mm: CORNING Cell culture dish 100mmx20mm Style.Cat #430167.
1.7.3. Caja 60 mm: CORNING Cell culture dish 60mmx15mm Style. Cat #430196.
1.7.4. Caja 35 mm: CORNING Cell culture dish 35mmx10mm Style. Cat #430165.
1.7.5. Placa 6 pozos: Corning Incorporated COSTAR® 6 well cell culture cluster.
Cat #3516.
1.7.6. Placa 12 pozos: Corning Incorporated COSTAR® 12 well cell culture cluster.
Cat #3512.
1.7.7. Placa 24 pozos: Corning Incorporated COSTAR® 24 well cell culture cluster.
Cat #3524.
1.7.8. Placa 96 pozos: Corning Incorporated COSTAR® 96 well cell culture cluster.
Cat #3599.
1.7.9. Placa 4 pozos: Nunclon™ A Surface fertilization 4 well plate. Cat #144444.
Propipeta: Drummond Pipet-Aid XP
Pipetas:
1.9.1. Pipeta 25 mL: Corning Incorporated COSTAR® 25 mL Stripette®. Cat #4489.
1.9.2. Pipeta 10 mL: Corning Incorporated COSTAR® 10 mL Stripette®. Cat #4488.
1.9.3. Pipeta 5 mL: Corning Incorporated COSTAR® 5 mL Stripette®. Cat #4487.
1.9.4. Pipeta 2 mL: Corning Incorporated COSTAR® 2 mL Stripette®. Cat #4486.

1.10. Micropipeta:

1.10.1.P1000: GILSON Pipetman 100 — 1000 pL
10.2.P200: GILSON Pipetman 20 — 200 pL
10.3.P20: GILSON Pipetman 2 — 20 uL
10.4.P10: GILSON Pipetman 1 — 10 uL
10.5.P2: RAININ Pipet-plus 0.1 — 2 pL

11.1.1000 pL: RAININ 1000 pL LTS® tips. Cat #RL-1000.
11.2.200 pL: RAININ 200 pyL LTS® tips. Cat #RC-L250/10.

1.
1.
1.
1.
1.11. Puntas para micropipeta:.
1.
1.
1.

11.3.20/10/2 pL: DIAMOND® ECO-PACK™ 10uL Tip Volume Range.
Cat #F161630.

1.12. Tubos:

.12.1.Tubo de 50 mL: CORNING 50 mL Centrifuge tube. Cat #430829.

.12.2.Tubo de 15 mL: CORNING 15mL Centrifuge tube. Cat #430055.

.12.3.Tubo de 2 mL: Axygen® Microtubes Homo-polymer, boil-proof 2.0 mL
CLEAR. Cat #MCT-200-C

1.12.4.Tubo de 1.5 mL: Axygen® Microtubes Homo-polymer, boil-proof 1.5 mL

CLEAR. Cat #MCT-150-C

—_— )
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1.12.5.Tubo de 0.6 mL: Axygen® Microtubes Homo-polymer, boil-proof 0.6 mL
CLEAR. Cat #MCT-060-C
1.12.6.Vial de congelacion: CORNING® Cryogenic vial 2.0 mL. Cat #430488.
1.13. Filtros:
0.20 um: CORNING® 28 mm Syringe filter® 0.20 Micron. Cat #431228.

. Induccién de daio al DNA y evaluacién por ensayo cometa:
2.1. lrinotecan: Irinkan (clorhidrato trihidratado de lIrinotecan, 677.1 g/mol, solucién
inyectable (100 mg/5 mL). PiSA oncoldgicos. Lote: L102039.
2.2. Agarosa de punto de fusion normal (Normal Melting Point Agarose, NMIPA):
INVITROGEN™ UltraPure™ Agarose 500 g. Cat #16500-500.
Preparacion: 50 mL a 0.75%
-0.375 g en 50 mL de agua bidestilada en un matraz de 125 mL
-Calentar en microondas hasta disolverla por completo
-Dejar enfriar y cubrir con parafilm
-Mantener a temperatura ambiente
2.3. Agarosa de bajo punto de fusiéon (Low Melting Point Agarose, LMPA): BIO-
RAD Certified™ Low Melt Agarose 125 g. Cat #161-3112.
Preparacion: 10 mL a 0.75%
-0.075 g en 10 mL de agua bidestilada en un vaso de precipitados de 30 mL
-Calentar en microondas hasta disolver por completo
-Dejar enfriar y alicuotar en tubos Eppendorf de 1.5 mL
-Mantener en refrigeracién a 4°C
2.4. Metanol: SIGMA-ALDRICH® Methanol 2 L. Cat #322415-2L.
2.5. Etanol 96%: comprador en el almacén del Instituto de Fisiologia Celular.
2.6. Portaobjetos:
-CORNING® Micro Slides, Single Frosted Pre-Cleaned 75x25 mm, thickness
0.96 — 1.06mm. Cat #2948-75X25.
-MADESA® Portaobjetos para microscopio esmerilado 25 x 75 mm.
Cat #7 503004 306046.
2.7. Cubreobjetos: MADESA M.I.R. 100 22x22 mm.
2.8. Soluciones stock:
2.8.1. EDTA: SIGMA® Ethylenediamine-tetraacetic acid disodium salt dihydrate
250 g. Cat #E5134-250G.
Preparacion: 500 mL a 500 mM a pH=10
- 93 g en 450 mL de agua bidestilada
-Ajustar pH a 10
-Aforar a 500 mL
2.8.2. NaOH: SIGMA-ALDRICH® Sodium hydroxide 1 kg. Cat #S5881-1KG.
Preparacion: 250 mL a 10 N
-100 g en 200 mL
-Aforar a 250 mL
Mantener a temperatura ambiente en un recipiente de vidrio color ambar.
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2.8.3. NaCl: J.T.Baker Cloruro de sodio, cristal. Cat #3624-01.
Preparacion: 500 mL a5 M
-146.125 g en 450 mL de agua bidestilada
-Aforar a 500 mL
2.8.4. Triton X-100: SIGMA® Triton® X-100 100 mL. Cat #T8532-100ML.
2.8.5. Tris basico: SIGMA® Trizma® base. Cat #T1503-1KG.
Preparacion: 50 mL a 500 mM, pH=10
-3.02 g en 30 mL de agua bidestilada
-Ajustar pH a 10
-Completar volumen a 50 mL
2.9. Buffer de lisis alcalina:
Preparacion: 50 mL
-10 mM de Tris basico (pH=10): 1 mL de Tris basico 500 mM (pH=10)
-2.5 M de NaCl: 25 mL de NaCl 5 M
-100 mM de EDTA: 10 mL de EDTA 500 mM (pH=10)
-1% de Tritén X-100: 500 uL de Tritdon X-100 al 100% *Agregar hasta el momento
de usar el buffer de lisis
Almacenar a 4°C
2.10. Buffer de electroforesis alcalina:
Preparacion: el volumen necesario para cada experimento.
Para 500 mL:
-300 mM de NaOH: 15 mL de NaOH 10 N
-1 mM de EDTA: 1 mL de EDTA 500 mM (pH=10)
2.11. Buffer de neutralizacion:
Preparacion: 500 mL
-500 mM de Tris HCI: 39.4 g de Tris HCI
Ajustar a pH=7.5
2.12. Sybr® Green: molecular probes® by life technologies™ SYBR® Green nucleic
acid gel stain (10,000X concentrate in DMSO). Cat #S7563.
2.12.1.Dilucién 1:10,000 en PBS. Preparar lo suficiente para tedir todas las
laminillas del experimento, considerando aproximadamente 700 uL por
laminilla.

3. SDS-PAGE / Western blot:
3.1. Espatula para células: Corning Incorporated COSTAR® Cell scraper. Cat #3010.
3.2. Soluciones stock:
3.2.1. NacCl
Preparacion: 500 mL a 5 M
-146.125 g en 450 mL de agua bidestilada
-Aforar a 500 mL
3.2.2. Persulfato de amonio (APS): BIO-RAD Ammonium Persulfate Cat #11-0700
Preparacion: 1 mL al 10%
-0.1 gen 1 mL de agua
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3.2.3. TEMED: BIO-RAD TEMED Cat #161-0800
3.2.4. SDS: BIO-RAD SDS Solution 20% (w/v). Cat #161-0418.
Preparacion: 10 mL al 10%
-5 mL en 5 mL de agua
3.2.5. Tris HCI: SIGMA® Trizma® hydrochloride. Cat #T75941-1KG
Preparacion: 50 mL a 0.5 M, pH=8.5
-3.940 g en 40 mL de agua
-Ajustar pH=8.5
-Aforar a 50 mL
Preparacion: 100 mL a 1.5 M, pH=8.8
-23.64 g en 70 mL de agua
-Ajustar pH=8.8
-Aforar a 100 mL
Preparacion: 100 mL a 0.5 M, pH=6.8
-7.88 g en 80 mL de agua
-Ajustar pH=6.8
-Aforar a 100 mL
3.2.6. EDTA: SIGMA® Ethylenediamine-tetraacetic acid disodium salt dihydrate
250 g. Cat #E5134-250G.
Preparacion: 500 mL a 500 mM a pH=10
- 93 g en 450 mL de agua bidestilada
-Ajustar pH a 10
-Aforar a 500 mL
3.2.7. Igepal: SIGMA IGEPAL® CA-630. Cat #18896-100ML
Preparacion: 2 mL al 10%
-200 pL en 2 mL de agua bidestilada
3.2.8. Desoxicolato de sodio: SIGMA Sodium deoxycholate. Cat #30 970-25G
Preparacion: 2 mL al 10%
-200 mg en 2 mL de agua bidestilada
3.3. PBS 10X:
-8 g de NaCl: J.T.Baker Sodium chloride crystal 500 g Cat #3624-01
-0.2 g de KCI: SIGMA® Potassium chloride 500 g Cat #P9541-500G
-1.15 g de Na;HPO. (anhidro): SIGMA® Sodium phosphate dibasic 250 g Cat
#S53264-250G
-0.2 g de KH2PO4 (anhidro): SIGMA® Potassium phosphate monobasic 100g Cat
#P9791-100G
Afadir 70 mL de agua Milli-Q.
Ajustar pH=7.4 y aforar a 100 mL
Esterilizar por autoclave
3.4. PBS 1X: 200 mL
-20 mL de PBS 10x en 180 mL de agua Milli-Q (preparar en esterilidad)
3.5. Inhibidor de proteasas 10X: Roche cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free,
EASYpack. Protease inhibitor cocktail tablets supplied in foil blister packs. Cat #05
892 791 001.
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Preparacion: 1 mL
-Afadir una pastilla del buffer en 1 mL de agua Milli-Q. Mezclar en vértex y hacer
alicuotas de 100 puL cada una.
3.6. Inhibidor de fosfatasas 10X: Roche phosSTOP EASYpack phosphatase inhibitor
cocktail tablets supplied in foil blister packs. Cat #04 906 845 001.
Preparacion: 1 mL
-Anadir una pastilla del buffer en 1 mL de agua Milli-Q. Mezclar en vértex y hacer
alicuotas de 100 puL cada una.
3.7. Buffer de lisis:
3.7.1. Buffer de SDS:
Preparacion: 50 mL
-62.5 mM de Tris HCI: 6.25 mL de Tris Cl 0.5 M, pH=6.8
-2% de SDS: 5 mL de SDS 20%
Ajustar a pH=6.8 y aforar a 50 mL
3.7.2. Buffer de Igepal/desoxicolato de sodio:
Preparacion: 2 mL
-50 mM de Tris HCI: 200 uL de Tris HCI 0.5 M
-100 mM de NaCl: 40 uL de NaCl 5 M
-1 mM de EDTA: 4 uL de EDTA 500 mM a pH=10
-0.1% de NP-40 (Igepal): 20 uL de Igepal 10%
-0.25% de desoxicolato de sodio: 50 uL de Desoxicolato de sodio 10%
-Inhibidor de proteasas 1X: 200 uL de inhibidor de proteasas 10X
-Inhibidor de fosfatasas 1X: 200 uL de inhibidor de fosfatasas 10X
Completar los 2 mL con agua destilada
3.8. Buffer de carga 5X:
Preparacion: 9.5 mL a 5X
-3.55 mL de agua bidestilada
-1.25 mL de Tris HCI 0.5M, pH=6.8
-2.5 mL de glicerol
-2 mL de SDS 10%
-200 ng de azul de bromofenol
Almacenar a 4°C. Al momento de usarse, se debe agregar 5% de
B-mercaptoetanol. Para que corra adecuadamente, usar a temperatura
ambiente para evitar precipitados de SDS. Debe usarse en proporcion 1:4 con
la solucion de proteinas.
3.9. Marcador de peso: BIO-RAD Precision Plus Protein™ Dual Color Standards.
Cat #161-0374
3.10. Glicina: SIGMA Glycine for electrophoresis, >99%. Cat #G8898-500G.
3.11. Buffer de corrida Tris-Glicina 10X, pH=8.3:
Preparacion: 1 L a 10X
-25 mM de Tris base: 30.3 g de Trizma base
-190 mM de Glicina: 144 g de glicina
-0.1% de SDS: 5 mL de SDS 20%
Ajustar el pH=8.3 con HCI
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3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.
3.19.

3.20.

3.21.
3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

Aforara 1L
Buffer de corrida Tris-Glicina 1X:

Preparacion: 1 La 1X

-100 mL de Buffer de corrida Tris-Glicina 10X en 900 mL de agua.
Membrana de fluoruro de polivileno (PVDF): Millipore Immobilon®-P Transfer
membranes. Cat #IPVH00010
Buffer de transferencia Tris-Glicina 1X:

Preparacion: 400 mL a 1X

-40 mL de Buffer de corrida Tris-Glicina 10X

-80 mL de metanol

Completar los 400 mL con 280 mL de agua bidestilada
Acido acético: MERCK Acido acético glacial min. 96% (aprox. 1.06) para analisis.
Cat #202351 N Art. 62.
Rojo de Ponceau: material donado sin marca ni numero de catalogo.

Preparacion: 40 mL

-0.1% de Rojo de Ponceau: 40 mg

-5% de acido acético: 2 mL de acido acético
TBS 10X:

Preparacion: 500 mL a 10X

-12.115 g de Trizma HCI

-40.03 g de NaCl

Ajustar el pH=7.6 con NaOH

Aforar a 500 mL
Tween 20: BIO-RAD 10% Tween 20 Solution. Cat #161-781.
TBST:

Preparacion: 400 mL

-TBS 1X: 40 mL de TBS 10X

-0.1% de Tween 20: 4 mL de Tween 20 al 10%
Leche libre de grasas: BIORAD Blotting-grade blocker. Nonfat dry milk.
Cat #170-6404.
Albumina sérica bovina: Sigma Aldrich Bovine Serum Albumin. Cat #A7906-10G.
Soluciones Immobilon: Millipore / Immobilon™ Western Chemiluminiscent HRP
Substrate. Cat #WWBKL50100
Placa fotografica: Amersham Hyperfim™ ECL GE Healthcare Limited.
Cat #28906839.
Solucién de revelador. Sigma Aldrich Carestream® Kodak® autoradiography
GBX developer/replenisher. Cat #1900984

Preparacion: 250 mL

-50 mL en 200 mL de agua destilada. Aforar a 250 mL.
Solucién de fijador. Sigma Aldrich Carestream® Kodak® autoradiography GBX
fixer/replenisher. Cat #1901875

Preparacion: 250 mL

-55 mL en 195 mL de agua destilada. Aforar a 250 mL.
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4,

Inmunofluorescencia:

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Cubreobjetos: Marienfeld Laboratory Glassware - Microscope cover glasses.

Cat #0111580.

Acido acético al 30%:

Preparacion: 500 mL al 30%

-156.25 mL en 343.74 mL de agua bidestilada.

Etanol.

Preparacion: 500 mL al 70%

-364.58 mL con 135.42 mL de agua bidestilada.

Preparacion: 500 mL al 85%

-442.71 mL con 57.29 mL de agua bidestilada.

Preparacion: 500 mL al 90%

-468.75 mL con 31.25 mL de agua bidestilada.

Paraformaldehido (PFA). Sigma Aldrich Paraformaldehyde reagent grade,

crystalline. Cat #P6148-500G.

Preparacion: 50 mL de PFA 4%

1. Anadir 22.5 mL de PBS 1X en un vaso de precipitados dentro de la campana
de extraccion.

2. Posteriormente, anadir 100 uL de NaOH 5N.

3. Calentar la solucién a 65°C.

4. Ya que se encuentre a esa temperatura, afiadir 2 g de PFA y mantener en
agitacién y en la campana de extraccion.

5. Una vez disuelto, enfriar la soluciéon con 22.5 mL de PBS 1X.

6. Ajustar pH=7.2 con HCI.

7. Aforar a 50 mL con PBS.

8. Filtrar con filtro de 0.22 pM.

PBS/Tritén 0.5% v/v:

Preparacion: 10 mL
-Anadir 500 pL de Triton a 9.5 mL de PBS.
PBS/BSA:
Preparacion: 10 mL de PBS/BSA 5% p/v
-Anadir 500 mg de BSA a 10 mL de PBS.
Preparacion: 10 mL de PBS/BSA 2% p/v
-Anadir 200 mg de BSA a 10 mL de PBS.
DAPI. Sigma 4’-6-Diamidino-22-phenylindoledihydrochloride powder.
Cat #D8417-5MG.
Preparacion: Stock 1 mL a 1 mg/mL
-Afiadir 1 mg de DAPI en 1 mL de agua bidestilada.
Preparacion: Solucién para incubar en la inmunofluorescencia. 10 mL a 1 ug/mL.
-Afadir 10 pL de la solucion stock (1 mg/mL) en 10 mL de PBS.
VectaShield®: VECTOR VECTASHIELD® Mounting médium for fluorescence.
Cat #H-1000.
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5. Manipulacion de la autofagia:

5.1.

5.2.

Cloroquina: Sigma Diphosphate Salt Chloroquine C-6628.
Preparacion: Stock de 5 mL de Cloroquina 100 mM

-257.9 mg de difosfato de cloroquina en 3 mL de agua Milli-Q.
-Aforar a 5 mL en agua Milli-Q.

-Esterilizar por filtracion en filtro de 0.22 uM.

Mantener en refrigeracion a 4°C y oscuridad.

Trehalosa: Sigma-Aldrich D-(+)-Trehalose dihydrate. Cat #90210-250G.
Preparacion: Stock de 20 mL de Trehalosa 1 M.

-18.9165 g de trehalosa en 40 mL de PBS.

-Aforar a 50 mL en PBS estéril de cultivo celular.

-Esterilizar por filtracion en filtro de 0.22 uM.

Mantener en refrigeracion a 4°C.

6. Equipos:

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

Hematocitometro: LW Scientific hematocytometer. Bright-Line Counting Chamber.
Double Neubauer Improved. Cat # MKT-7.5.3-L-120

NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer V1.0: Thermo SCIENTIFIC.

Sonicador: MISONIX Sonicator® 3000.

Camara de electroforesis del Ensayo cometa: Hoefer® Sub13 Midi Submarine Gel.
No. De serie: 3004214.

Camara de electroforesis y transferencia de Western blot: Hoefer® MiniVE Vertical
Electrophoresis system complete. No. De serie: 20073284 / 80-6418-77.

Fuentes de poder:

-Hoefer® PS300-B. Power supply. No. De serie: 30024557 .

-Amersham Biosciences. Electrophoresis pocer supply. EPS301.

Centrifugas:

-Eppendorf Centrifuge 5702.

-Eppendorf Centrifuge 5415R.

-Eppendorf Centrifuge 5415D.

Incubadoras:

-Nuaire

-Fisher Scientific Isotemp. Modelo #3530.

Campanas de flujo: N-BIOTEK Leading Technology.

6.10. Microscopios:

-Zeiss PrimoVert
-Nikon Japan 196514 AlphaPhot YS
-Nikon Eclipse Ti

6.71. Equipo de Milli-Q: Millipore Milli-Q® Synthesis A10.
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