LA MODULACION DE LA AUTOFAGIA INDUCIDA POR LA MELATONINA POTENCIA SU EFECTO
APOPTOTICO EN CELULAS DE HEPATOCARCINOMA HUMANO

Ordonez R'3, Fernandez A3, Martinez L?>3, Nunhez S%3, Carbajo-Pescador S':3, Baulies A?3, Prieto-Dominguez N'-3, Garcia-Ruiz C%3,

Fernandez-Checa JC?3, Mauriz JL!3, Gonzalez-Gallego J*3.

Instituto de Biomedicina (IBIOMED), Universidad de Ledn. 2Departmento de Muerte y Proliferacion Celular, Instituto Investigaciones Biomédicas de Barcelona-CSIC (IIBB-
CSIC) y Liver Unit-Hospital Clinic-IDIBAPS. 3Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas (CIBERehd).

Centro de Investigacidn

"HE?'B/J @ . Fj IBIOMED

IHNSTITUTC ODE BIECSORMED T A
5

L2 A0 TFE LECIM (F5PALAY

INTRODUCCION CSIC

El hepatocarcinoma es la quinta neoplasia mas frecuente, y la tercera causa de muerte por cancer. La autofagia favorece la degradacion lisosomal de
organulos danados y de proteinas alteradas, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis celular; sin embargo, este proceso tambien puede
. Las ceramidas son efectores importantes en la regulacion de la via autofagica, y podrian
mediar en la relacion entre apoptosis y autofagia. La hormona melatonina tiene propiedades pro-apoptoticas, anti-angiogénicas y anti-invasivas en

la apoptosis son aun desconocidos en el hepatocarcinoma.
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Fig.1 (A) La administracion de melatonina (2 mM) en células HepG2 de hepatocarcinoma humano induce una autofagia Fig.2 (A) El silenciamiento de Atg5 en células HepG2 reduce en un 90% los niveles de mRNA de Atg5 vy la respuesta
transitoria caracterizada por un incremento de los niveles de LC3Il 'y beclin-1y una degradacion de P62. No se observan autofagica a la administracion de melatonina no se produce. (B) Las células con el gen silenciado son mas susceptibles a la

cambios en los "W?I?S de p-mTOR. (B) Mediante microscopia confocal se observa una cn-lnc?li‘zaci.cm _dE s b muerte celular inducida por la melatonina que las células no silenciadas, con un incremento significativo en la rotura de
gue alcanza un maximo entre 8 y 12 horas y desaparece a las 24 horas. (C) El flujo autofagico indica una correcta

funcionalidad del proceso inducido por la melatonina. (D) La administracion de melatonina induce estrés de reticulo
(GRP78) y la fosforilacion de JNK. La inhibicion de p-JNK impide |la estimulacion de la autofagia.

PARP. * Diferencias significativas p<0.05 versus control. # Diferencias significativas p<0.05 versus células no tratadas.
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Fig.4 (A) La inhibicion de la ASMase provoca un incremento de los niveles de LC3ll y reduce los niveles de PARP. (B) La inhibicion de |a
SPT produce un incremento de PARP y BAX aunque no modifica los niveles de LC3Il. (C y D) La evaluacion del flujo con los inhibidores
muestra que la ausencia de actividad ASMase provoca un defecto en el flujo y que la inhbicion de la SPT impide |la respuesta autofagica
por la melatonina. (E) En celulas silenciadas, la inhibicion de la ASMase previene la apoptosis inducida por la melatonina. (F) La
disminucion en la viabilidad celular inducida por la melatonina es revertida, en parte, cuando se impide la actividad de la ASMase,
mientras que la inhibicion de la SPT potencia su efecto citotoxico.

CONCLUSION
Nuestros resultados muestran que la respuesta autofagica a la administracion de melatonina tiene un efecto protector en celulas HepG2. El metabolismo de
las ceramidas esta implicado de diversas maneras en la autofagia y en la muerte celular, por lo que la modulacion de la autofagia como posible diana para
potenciar la citotoxicidad de la hormona debe realizarse con cautela.
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Fig.3 La melatonina induce la expresion de la serin palmitoiltransferasa (SPT) y de la esfingomielinasa acida
(ASMase) (A), incrementa la actividad de la ASMase (B) y estimula la formacion de ceramidas (C) tras 4 horas
de ser administrada. * diferencias significativas p<0.05 versus control.
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