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Resumen

La autofagia es un proceso fisioldgico conservado por la evolucién, en el cual se realiza el reciclaje
de constituyentes celulares. La limitacién de nutrientes o la supresién de factores de crecimiento
pueden desencadenar la autofagia. Cuando los estimulos proautofdgicos persisten, la tasa de
reciclamiento celular es elevada, por lo que la célula puede ser conducida hacia la muerte celular
programada por autofagia. La autofagia como via de eliminacidn celular ha sido documentada en el
ovario de mamiferos como una via de muerte de los ovocitos atresicos. La regulacién cldsica de la
autofagia se rige por la via de mTOR, la que, en condiciones ricas en nutrientes y factores de
crecimiento, fosforila a ULK1 para inhibir a la autofagia. Se conoce que en condiciones de inaniciéon
MTOR deja de fosforilar a ULK1, incrementando asi la tasa de formacion de autofagosomas.
Adicionalmente, Beclina 1 participa en la creacidn de la vesicula autofdgica, mientras que la
elongaciony el cierre esta determinado por el reclutamiento de LC3. Actualmente se sabe que mTOR
puede estar influenciada de forma indirecta por otras proteinas que se activan bajo condiciones de
estrés, unas de estas proteinas son las que conforman el complejo TSC1/2. Aunque el papel de la
autofagia como medio de eliminacidn de las células germinales en ovario de rata Wistar ha sido
documentada, existen varias rutas de activaciéon del evento que no han sido completamente
analizadas, tal es el caso de las proteinas TSC1 y TSC2. En el presente trabajo, se analizé la presencia
de TSC1y TSC2 en ovocitos de ovarios de ratas de 19 y 28 dias de edad, los cuales fueron procesados
para poder realizar cortes seriados y posteriormente hacer tinciones con hematoxilina y eosina, asi
como la inmunodeteccion de las proteinas mTORp (52448), ULK1 (S555 y S757), BECN1, LC3A, TSC1
y TSC2. Los resultados con la tincién hematoxilina y eosina permitieron identificar foliculos
normales, asi como atrésicos. En los foliculos atrésicos se identificaron ovocitos con caracteristicas
morfoldgicas de apoptosis y con vesiculas claras sugiriendo un evento autofagico. La
inmunodeteccién de las proteinas BECN1 y LC3A, permitid definir ovocitos en via de eliminaciéon por
autofagia; ya que presentaron una marca positiva a las proteinas en cantidades significativamente
mayores. La inmunodeteccion de las proteinas de mTORp (S2448) y ULK1lp (S757), permitid
identificar a los ovocitos que se encontraban en condiciones altas de nutrientes, adicionalmente, la
marca correspondiente a la presencia de la proteina ULK1p (S555), indica que la autofagia esta
relacionada con una disminucion de la disposicién de nutrientes, ya que se detecté una marca
positiva significativamente mayor en los ovocitos autofagicos. Lo anterior fue reforzado por los
resultados de las inmunolocalizaciones de las proteinas TSC1 y TSC2. En particular, se observé un
incremento en la marca de TSC2 en los ovocitos autofagicos, lo que sugiere que podria estar
influyendo sobre la actividad de mTOR para promover la ruta de la autofagia. En conclusidn, todos
estos resultados sugieren que la autofagia en los ovocitos de foliculos atrésicos de ovarios de rata
Wistar de 19 y 28 dias de edad, puede estar influenciada por el incremento de TSC2, elevando los
niveles de autofagia via la ruta de mTOR, en condiciones de limitacion de nutrientes.



Il. Abreviaturas

ADCD

AKT/PBK

AMBRA

AMP

AMPK

AL
AP

Apaf-1

ATG

Avd

AVi

BAK

BAX
BECN1
Bcl-2

CMA

DAPI

Muerte celular dependiente de autofagia
(autophagy-dependent cell death)

AKT cinasa/Proteina cinasa b (AKT
kinase/Protein kinase B)

Molécula activadora y reguladora de Beclinal
de la autofagia (autophagy and beclin 1
regulator 1)

Monofosfato de adenosina  (adenosine
monophosphate)

Proteina quinasa activada (Protein kinase AMP-
Actived)

Autolisosoma (Autolysosome)
Autofagosoma (Autophagosomes)

Factor activador de la proteasa apoptdtica 1
(Apoptosis protease-activating factor-1)

Proteinas relacionadas con la autofagia
(autophagy-related gene)

Vacuolas autofdgicas tardias o degradativas
(degradative autophagic vacuole)

Vacuolas autofagicas iniciales (initial autophagic
vacuole)

Bcl-2 antagonista asesino 1 (BCL2
Antagonist/Killer 1)

Proteina x asociada a Bcl-2 (bcl-2-like protein 4)
Beclina 1 (Beclin 1)
Beclina 2 (Beclin 2)

Autofagia mediada por chaperona (Chaperone-
mediated autophagy)

4',6-diamidino-2-fenilindol  (4’,6-diamidino-2-
phenylindole)



FIP200

FITC
GC

HIF-1

hsc70
IGF1R

IRS1 e IRS2

LAMP2-2a

LC3

LC3-I

LC3-II

LH

mTOR

mTORC1

mTORp(S2448)

PAS

PBK

PCD

Proteina de 200 kDa que interactua con la cinasa
de la familia FAK (Focal adhesion kinase (FAK)-
interacting protein of 200 kDa)

Isotiocianato de fluoresceina
Células de la granulosa

Factor inducido por la hipoxia 1 (HIF por Hypoxia
Inducible Factor)

Proteina de choque térmico de 70 kDa (heat
shock cognate)

Receptores del factor de crecimiento similar ala
insulina (Insulinlike growth factor1 receptor)
Sustratos del receptor de insulina (Insulin
receptor substrate-1 and Insulin receptor
substrate-2)

Proteina de membrana asociada a lisosomas II-
A (lysosomal associated membrane protein 2)

Proteina asociada a los microtubulos de cadena
ligera 3 (Microtubule-associated protein light
chain 3)

Forma citosdlica de LC3 (Cytosolic form of LC3)

Forma conjugada de LC3-1 con
fosfatidiletanolamina (PE) (LC3-PE conjugate)

Hormona luteinizante (Luteinizing hormone)

Diana de rapamicina en células de mamifero
(mammalian target of rapamycin)

Serina/treonina cinasa 1 blanco de rapamicina
(target of rapamycin complex 1)

mTOR fosforilada en la serina 2448

Sitios de ensamblaje de  estructuras
preautofagosdmicas (pre-autophagosomal
structure)

Proteina quinasa B (protein kinase b)

Muerte celular programada (program cell
death)
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PE

PBS

PI3K

PTEN

ProlLC3

Ptdins

PI3KC3-CI

PI3KC3-CII

Ptdins3K-CllI

Raptor

RCD

RE

Rheb

ROS

S555

S6K1

S757

TGN

Fosfatidiletanolamina
(Phosphatidylethanolamine)

Buffer de fosfatos salino (Phosphate buffered
saline)

Fosfatidilinositol 3-cinasa (phosphatidylinositol-
3 kinase)

Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato ~ 3-fosfatasa
(phosphatase and tensin homolog)

Proteina precursora de LC3 (LC3 precursor
protein)

Fosfatidilinositol (Phosphatidylinositol)

Complejo de fosfatidilinositol 3-cinasa clase |
(class | phosphatidylinositol 3-kinase)

Complejo de fosfatidilinositol 3-cinasa clase Il
(class Il phosphatidylinositol 3-kinase)

Complejo de fosfatidilinositol 3-quinasa clase llI
especifico de autofagia (phosphatidylinositol 3-
kinase complex)

Proteina reguladora asociada a mTOR
(Regulatory-associated protein of mTOR)

Muerte celular regulada (Targeting regulated
cell death)

Reticulo endoplasmatico

Homodlogo de Ras enriquecido en cerebro (Ras
homolog enriched in brain)

Especies reactivas de oxigeno (Reactive oxygen
species)

Serina 555

Proteina ribosdmica S6 quinasa beta-1
(Ribosomal Protein S6 Kinases)

Serina 757

Red trans-Golgi (Trans-Golgi Network)
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TSC

TSC1/2

ULK1

UVRAG

WIPI

Complejo de esclerosis tuberosa (Tuberous
sclerosis complex)

Hamartina/tuberina (hamartin and tuberin)

Cinasa 1 activadora de autofagia (Unc-51-like
kinase 1)

Gen asociado a la resistencia de rayos UV (UV
Radiation Resistance Associated)

Proteina de repeticion WD que interactla
con fosfoinositidos (WD repeat protein
interacting with phosphoinositides)
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I1l. Introduccion.

1. Autofagia.

La autofagia (auto-comer) es un proceso que implica la degradacién del contenido celular en los
lisosomas. La activacién de la autofagia sirve como un mecanismo crucial para que las células
sobrevivan a las condiciones ambientales cambiantes (Li y Wang, 2021). Este es un proceso
fisiolégico conservado por la evolucidn para el reciclaje de constituyentes celulares, como organulos
u otros constituyentes celulares o fragmentos de citoplasma (revisado en Escobar et al., 2011). La
autofagia es elemental para la renovacion celular y forma parte del proceso de desarrollo y de la
diferenciacion celular en condiciones fisiolégicas normales (Costas y Rubio, 2017).

La funcidon de la autofagia se basa en la formacion de vesiculas de membrana doble o
multimembrana denominadas autofagosoma (AP), que desempefia un papel clave en la
homeostasis celular al absorber carga que incluye mitocondrias dafiadas (mitofagia) y agregados de
proteinas. La actividad de la autofagia estd modulada principalmente por el tamafo y el nUmero de
APs. La produccidn/acumulacién de APs que posteriormente no se fusionan en lisosomas (o
acumulacidn de APs) induce directamente a la toxicidad celular bajo diversas condiciones de estrés,
como oxidacién y agregacion de proteinas toxicas y este proceso puede estar implicado en la
patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, tumorigénesis e infecciones, entre otros. El pH
acido y la accién enzimatica de las hidrolasas dentro del lisosoma conducen a la ruptura de las
membranas internas de los APs, asi como del contenido de los APs (Wei et al., 2018).

La autofagia ocurre a niveles basales en cualquier célula para llevar a cabo la degradacién adecuada
de proteinas de larga duracidn, agregados de proteinas u orgdnulos dafiados, asegurando en ultima
instancia la homeostasis intracelular. Sin embargo, diferentes condiciones de estrés pueden
provocar la induccién activa de la maquinaria autofagica (Wesselborg y Stork, 2015). Estas
condiciones de estrés incluyen escasez de nutrientes, infeccién por patdgenos, infeccion por
toxinas, abstinencia del factor de crecimiento o hipoxia (Cloonan y Williams, 2011; Li y Wang, 2021;
Wesselborg y Stork, 2015). Es de destacar que se conserva la maquinaria autofagica basica entre
diferentes eucariotas, incluidas levaduras, animales y plantas (Wesselborg y Stork, 2015).

El término "autofagia" generalmente indica macroautofagia a menos que se especifique lo contrario
(Mizushima, 2007). Existen tres tipos de autofagia: microautofagia, autofagia mediada por
chaperonas (CMA) y macroautofagia (figura 1).
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A)Microautofagia B) Autofagia mediada por C)Macroautofagia

chaperonas
Lisosoma
\
» . Autofagosoma
o) ©oF
op ®

Proteina

Secuestro de la transportada por

Fusion del

proteina mal chaperona hsc70 .
plegada por lisosoma con el
invaginacion de la autofagosoma
membrana lisosomal
Proteinas
Degradacion de la degradqdas Autolisosoma
i por enzimas
proteina mal _
lisosomales

plegada por
enzimas lisosomales

©-© -0-0-

Fig.1 Esquema de las rutas autofagicas. En el esquema: A) Microautofagia: el contenido
citoplasmatico estd directamente encerrado por invaginacion directa de la membrana lisosomal. B)
Autofagia mediada por chaperonas: los componentes a degradar se transportan selectivamente hacia
el lisosoma después de interactuar con la chaperona hsc70. C) Macroautofagia (comUnmente
llamada autofagia): el autofagosoma que contiene varias proteinas citosdlicas y se fusiona con
lisosomas; posteriormente, el contenido del autofagosoma es degradado por las enzimas lisosomales
(Esquema tomado y modificado de Escobar et al., 2013).

Las tres vias autofagicas principales (macroautofagia, microautofagia y CMA) contribuyen todas a la
degradacion lisosomal, pero difieren en su regulacion, el tipo de carga preferentemente degradados
y los mecanismos que contribuyen a dirigir la carga del compartimento lisosémico (Bejarano y
Cuervo, 2010).

1.1. Microautofagia.

En la microautofagia, la carga citosdlica se secuestra mediante la absorcién directa en los tubulos o
invaginaciones de la membrana lisosdmica, que luego se pellizca en la luz lisosémica para su
degradacion. Este es un proceso bien caracterizado en las levaduras, donde se ha identificado un
subconjunto de genes directamente involucrados en la microautofagia (Bejarano y Cuervo, 2010).
La microautofagia es la absorcion directa de material citopldsmico por la membrana lisosomal
(Codogno y Meijer, 2013). Por esta via se degradan moléculas dafiadas, truncas o mal procesadas
gue no adquieren la conformacion adecuada. La microautofagia desempefia un rol importante en
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la detoxificacién de los tejidos, la acumulacion de proteinas mal plegadas y toxinas que contribuyen
al desarrollo de varias enfermedades que involucran la muerte celular (Costas y Rubio 2017).

1.2. Autofagia mediada por chaperonas (CMA).

Las caracteristicas que distinguen a la CMA de otras formas de autofagia son el reconocimiento
selectivo de la carga por parte de las chaperonas citosélicas y el hecho de que los sustratos no estdn
engullidos, sino que se trasladan a través de la membrana lisosomal de una manera mediada por
receptores (Costas y Rubio 2017). En la autofagia mediada por chaperonas, las proteinas con una
sefial de secuencia especifica se transportan desde el citoplasma a través de la membrana lisosomal
hasta la luz lisosomal. Estas proteinas se transportan selectivamente después de interactuar con la
chaperona hsc70 (heatshock protein 70), que es un miembro de 70 kDa de la familia de proteinas
de choque térmico. La interaccion de hsc70 con el sustrato se produce mediante el pentapéptido
KFERQ, que esta presente en todos los sustratos que toman esta ruta. El complejo sustrato-
chaperona se une a un receptor de membrana de lisosoma, LAMP2A o una proteina similar asociada
a la membrana de lisosoma. Después de desplegarse, el sustrato atraviesa la membrana lisosomal
con la ayuda de una chaperona que se encuentra en la luz del lisosoma (revisado en Escobar et al.,
2011).

1.3. Macroautofagia.

La macroautofagia es el proceso autofagico mejor caracterizado y probablemente el que contribuye
al mayor porcentaje de degradacion lisosomal dentro de las células (Bejarano y Cuervo, 2010). La
macroautofagia (denominada cominmente como autofagia) implica un sistema de degradacién y
reciclaje intracelular que, de una manera dependiente del contexto, puede promover la
supervivencia celular o acelerar la desaparicion celular (Zhou et al., 2020). Es un proceso catabdlico
en el que los organelos y los componentes celulares solubles y agregados se envuelven en vesiculas
de doble membrana llamadas autofagosomas, que finalmente se fusionan con los lisosomas, lo que
lleva a la degradacién y reutilizacion del contenido vesicular (Abounit y McCauley, 2012). En la
autofagia, la carga esta aislada del resto del citosol por una membrana limitante formada de novo
que se alarga y se sella sobre si misma para generar una vesicula de doble membrana, conocida
como autofagosoma (Bejarano y Cuervo, 2010). El autofagosoma es el compartimento de doble
membrana, producto de la expansién y el cierre del fagéforo, que secuestra cargas citoplasmaticas
(Feng et al., 2014). Por definicidn, los autofagosomas, también llamados vacuolas autofagicas iniciales
(AVi), adn no contienen proteinas o enzimas de la membrana lisosomal y no son acidos. Durante el
proceso de maduracién, los autofagosomas se convierten en vacuolas autofagicas tardias o
degradativas (AVd), que son acidas y contienen proteinas y enzimas de la membrana lisosomal
(Eskelinen, 2008). Los componentes citosolicos secuestrados dentro del autofagosoma se degradan
tras la fusidn de esta vesicula con lisosomas secundarios, que aportan una amplia gama de enzimas
necesarias para la hidrélisis de la carga. En el contexto de la autofagia, hay seis pasos principales
asociados con el proceso: 1) regulacién de la induccion; 2) reclutamiento y nucleacidn de vesiculas;
3) elongacidn de vesiculas; 4) recuperacion de proteinas; 5) acoplamiento y fusién de autofagosoma
y lisosoma; 6) ruptura y degradacidn de vesiculas (Gawriluk et al., 2011). Los diversos pasos de la
autofagia estan orquestados por un grupo de proteinas, conocidas genéricamente como proteinas
Atg (proteinas relacionadas a la autofagia), que se caracterizaron por primera vez en la levadura y
se conservan en toda la escala filogenética. Entre estos Atgs, dos complejos citosélicos principales
de cinasa, el complejo Beclina-1/fosfatidilinositol cinasa tipo Il y la proteina serina-treonina-cinasa
el blanco de la rapamicina en los mamiferos (mTOR) y sus proteinas auxiliares, regulan el inicio de
la macroautofagia, mientras que las proteinas y los lipidos organizados en dos cascadas de
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conjugacidn estan directamente involucrados en la formacion de autofagosomas (Bejarano y
Cuervo, 2010).

La autofagia se ha descrito durante mucho tiempo como un proceso no selectivo. Sin embargo,
muchos estudios recientes han revelado que la autofagia puede degradar selectivamente cargas,
como agregados (agregofagia), mitocondrias (mitofagia), reticulo endopldsmico (reticulofagia/ER-
fagia), patogenos (xenofagia) y peroxisomas (pexofagia) (figura 2). La autofagia selectiva permite la
eliminacion eficiente de ciertas sustancias en respuesta a un desencadenante particular (Li y Wang,
2021).

Lipofagia Glicofagia Agregofagia Rlbofagla Retlculofagla Granulofagla

% Ay e

. . Degradacidnde
Pexofagia Zlmofagla Mitofagia  cuerpo medio

Xenofagia Por descubrir.

Fig.2. Tipos de autofagia selectiva en células de mamiferos. Los términos agregofagia, glucofagia,
ribofagia, etc. reflejan el reconocimiento y degradacidn de un tipo particular de carga: agregados de
proteinas, glucdgeno, ribosomas, etc. Se enumeran los receptores de autofagia selectivos
establecidos (negro) y putativos (rojo) para los procesos respectivos. Los signos de interrogacion
indican que aun no se han identificado proteinas receptoras (Imagen tomada y modificada de
Rogov et al., 2014).

La autofagia no selectiva se produce por la privacidon de nutrientes para suministrar a las células
bloques de construccidn metabdlicos esenciales y energia hasta que los nutrientes puedan volver a
obtenerse del entorno extracelular. Por el contrario, la autofagia especifica de la carga se produce
en condiciones ricas en nutrientes para mediar en la eliminacién de organulos y agregados de
proteinas superfluas o dafiadas que de otro modo podrian ser toxicos. Esto puede ocurrir después
de cambios en las fuentes de nutrientes y durante los procesos de desarrollo (Youle y Narendra,
2011).

16



2. Autofagia como muerte celular.

El término muerte celular autofagica se utiliza para describir la muerte celular programada de tipo
I, basdndose en la presencia de vesiculas autofagicas. Actualmente, el Comité de Nomenclatura de
Muerte Celular define la muerte celular dependiente de la autofagia (ADCD) como un tipo de muerte
celular regulada (RCD) que es precipitada o ejecutada por la maquinaria de autofagia. Ademas del
desarrollo, la ADCD se ha relacionado con multiples enfermedades humanas como cdncer,
enfermedades neurodegenerativas y lesiones tisulares (Zhou et al., 2020). La muerte celular por
autofagia se manifiesta como vacuolizaciéon citoplasmica extensa y culmina de manera similar con
la captacion fagocitica y la consiguiente degradacion lisosdmica (Galluzzi, et al., 2018). Sin embargo,
la interaccidn entre la autofagia y diversas formas de muerte celular hace que sea dificil distinguir
las funciones especificas de la autofagia en la mediacién de la muerte celular (figura 3). Como tal, el
concepto de muerte celular dependiente por completo de la autofagia ha sido algo controvertido
(Denton y Kumar, 2019).

Muerte celular asociada Muerte celular mediada por Muerte celular dependiente
autofagia autofagia de autofagia
Senal Senal Senal
mfagla Autofagia Autofagia
Apoptosis l 1
Apoptosis
l Muerte celular
Muerte celular Muerte celular

Apoptosisy autofagia Apoptosisy autofagia
Senal Sefal
Apoptosis Autofagia Apoptosis
Muerte celular Muerte celular Autofagia Muerte celular

Fig.3. Autofagia en la muerte celular. Las funciones de la autofagia en la muerte celular se pueden
definir como: (i) muerte celular asociada a la autofagia, en la que la induccién de la autofagia
coincide con la induccién de la apoptosis (u otras vias de muerte celular), donde la autofagia
simplemente acompafia al proceso de muerte celular y no tiene un papel activo en él; (ii) muerte
celular mediada por autofagia, donde la induccion de la autofagia desencadena la apoptosis; y (iii)
muerte celular dependiente de la autofagia (ADCD), un mecanismo distinto de muerte celular que
ocurre independientemente de la apoptosis o necrosis (Tomado y modificado de Denton y Kumar,
2019).

La autofagia en el estado basal, o después de la estimulacién por falta de nutrientes, es un proceso
de supervivencia y citoprotector. En ciertos entornos, por ejemplo, en respuesta a los inductores de

17



muerte, los autofagosomas son parte del proceso de muerte celular autofagica. La muerte celular
programada (PCD) de tipo Il es una forma de muerte celular independiente de caspasa que se ha
observado en células que no pueden morir por mecanismos apoptéticos normales, como en células
deficientes en Bax/Bak, en ausencia de vias funcionales dependientes de caspasa como Apaf-1
(Cloonan y Williams, 2011).

3. Caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales de la autofagia.

La caracteristica morfolégica que hace que la macroautofagia sea Unica de otros procesos de trafico
mediados por vesiculas intracelulares es que las vesiculas secuestradoras, denominadas
autofagosomas, se forman de novo en lugar de a través de la gemacién de la membrana; es decir,
el autofagosoma se forma por expansidn y no brota de un organulo preexistente que ya contiene
carga (Parzych y Klionsky, 2014). El proceso de secuestro necesita un alto grado de flexibilidad; se
deben acomodar diferentes tipos y tamafos de carga. Por tanto, a diferencia de la mayoria de los
procesos de transporte vesicular, la macroautofagia no utiliza una vesicula de un solo tamano
(Klionsky & Codogno, 2013).

En los sistemas de mamiferos, la generacién de autofagosomas se inicia en multiples sitios en todo
el citoplasma en lugar de en un solo sitio de montaje de fagéforo (PAS). Varios estudios sugieren
que las estructuras asociadas al reticulo endopldsmico (RE) llamadas omegasomas pueden servir
como sitios de iniciacidn de la formacion de autofagosomas en mamiferos. Después de la iniciacion,
la membrana comienza a expandirse. En esta etapa, se le llama fagéforo, que es el compartimento
secuestrador primario de doble membrana. La fuente de la membrana que forma el fagéforo es muy
debatida, pero varios estudios han implicado a la membrana plasmatica, ER, el complejo de Golgiy
las mitocondrias como posibles fuentes. A medida que el fagéforo se expande, la membrana se
dobla para generar finalmente un autofagosoma esférico (figura 4) (Parzych y Klionsky, 2014).

Lisosoma

Macroautofagia

Elongacion de
la membrana
7 e

Autofagosoma Autolisosoma

LC3-ll == LC3-PE @ Mitocondria ~®=#"Reticulo endoplasmatico * Componentes citoplsmaticos
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Fig.4. Modelo esquematico e imagenes de microscopia electrénica de transmisidn de un fagéforo
hasta la formacidn de un autolisosoma. La autofagia es un proceso de varios pasos que incluye cuatro
procesos principales, que son el aislamiento de la membrana, la expansién de las vesiculas, la
maduraciény la fusion del lisosoma y la degradacion de los compartimentos. M: mitocondrias, barra
de escala: 500 nm (Imagen tomada y modificada de Jung y Mun, 2019).

Una vez completado, el fagéforo rodea completamente su carga y se fusiona para formar el
autofagosoma de doble membrana. Una vez que se forma el autofagosoma, debe entregar su carga
al lisosoma en mamiferos o la vacuola funcionalmente relacionada en levaduras y plantas. Al llegar
a su destino, la membrana externa del autofagosoma se fusionard con la membrana
lisosomal/vacuolar. El producto de la fusién entre un autofagosoma y un lisosoma en células de
mamiferos se denomina autolisosoma. Expuestos al ambiente acido y a las hidrolasas residentes del
lisosoma/vacuola, la membrana interna del autofagosoma y posteriormente, la carga autofagica se
degradan y las partes componentes se exportan de nuevo al citoplasma a través de permeasas
lisosomales para su uso por la célula en procesos biosintéticos o para generar energia. En los
mamiferos, la macroautofagia a menudo converge con la via endocitica. Por lo tanto, antes de la
fusidon con los lisosomas, los autofagosomas también pueden fusionarse con los endosomas
tempranos o tardios para formar anfisomas, que luego se fusionan con los lisosomas para
convertirse en autolisosomas (Parzych y Klionsky, 2014).

Como organelo de doble o multimembrana, el autofagosoma (AP) en el citoplasma es un sello
distintivo y el evento inicial clave de la autofagia. A veces, la estructura de doble membrana que
contiene parte de los componentes citoplasmicos también puede considerarse AP. El tamafio vy el
numero de AP pueden estar regulados por separado por diferentes subgrupos de proteinas de genes
relacionados con la autofagia (ATG) y los miembros de la familia de proteinas Atg8/proteina
asociada a microtubulos de cadena ligera 3 (LC3). La cantidad de proteina Atg8 se correlaciona con
el nimero de cuerpos autofagicos; es decir, los niveles de Atg8 determinan el nimero de APs.
Durante la autofagia no selectiva, el cierre prematuro del fagéforo da como resultado una APs mas
pequefios (Wei et al., 2018). La acumulacion de autofagosomas y autolisosomas es una
caracteristica morfoldgica caracteristica de la MCP tipo Il (Zeng et al., 2006).

Las células en las primeras etapas de la autofagia como via de eliminacidn contienen varias vacuolas
autofdgicas y tanto el nucleoplasma como el citoplasma aparecen levemente oscurecidos, la
estructura nuclear todavia parece normal. Se puede presentar la dilatacion de mitocondrias, del
reticulo endopldasmico y del aparato de Golgi. La membrana plasmatica pierde especializaciones
como microvellosidades y complejos de unidn. En varios casos se observa una endocitosis intensa.
Durante las ultimas etapas, tanto el nimero como el tamafo de las vacuolas aumentan y muchas
de ellas contienen figuras de mielina o estan llenas de lipidos, que aparecen como inclusiones de
color gris palido en el citoplasma (Revisado en Escobar et al., 2011).

4. Caracteristicas bioquimicas de la autofagia.

En 1993, Tsukada y Ohsumi informaron del aislamiento y caracterizacién de 15 mutantes de S.
cerevisiae que mostraban autofagia defectuosa y los denominaron Apgl-15 (autofagia). En 2003, se
propuso una nomenclatura unificada para los denominados genes/proteinas relacionadas con la
autofagia, ATGs/Atgs (tabla 1).
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Complejos Atg, conjugaciones Atgl2 y LC3 Tomado y modificado de Liu et al., 2017.

Tabla 1. Genes ATG esenciales para la autofagia en mamiferos.

Mamiferos Levaduras Funcién Referencias

ULK1 ATG1 Proteina quinasa, | (Mizushima, 2010).
diana de la quinasa
mTOR

ATG1 /APG13 ATG13 Proteina fosforilada, | (Hasokawa et al.,
diana de la quinasa | 2009)
mTOR

FIP200 ATG17 Esencial tanto para la | (Hara et al., 2008)
estabilidad como para
la fosforilacion de
ULK1

ATG101 Importante para la | (Hosokawa et al,
estabilidad y la | 2009) (Shintani et al.,
fosforilacion basal de | 2001)
Atgl3 y ULK1,
conservados de S.
pombe a mamiferos

Complejo Atg9-WIPI1

Atg9A, B Atg9 Proteina de | (Young et al., 2006)
membrana (Noda et al., 2000)

WIPI-1,2,3,4 Atgl8 Proteina de union Pl | (Obara et al., 2006)

(3)P

(Shintani et al., 2001)

Complejo Vps34-beclina-1 clase Il PI3-quinasa

PIK3C3/VPS34 VPS34 P13 quinasa que (Kihara et al., 2001)
PIK3R4/VPS15 VPS15 Activador central del | (Kihara et al., 2001)
complejo guinasa
Vps34 PI3
BECN1 Atgb Beclina-1, una de las | (Liang et al, 1999)

subunidades

centrales, proteina

(Kametaka et al,
1998)
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que interactia con
Bcl-2

Atgld Atgld Potenciador de la | (ltakura et al., 2008)
formacion de | (Kametaka et al,
autofagosomas 1998)

UVRAG VPS38 Potenciador de la | (Liang et al., 2006)
fusion de
autofagosoma-
lisosoma y trafico
endocitico

Rubicon Regulador negativo de | (Matsunaga et al,
la fusion de | 2009) (Zhong et al.,
autofagosoma- 2009)
lisosoma y tréfico
endocitico

AMBRA1 Dominio WD40 que | (Fimia et al., 2007)
contiene un regulador
positivo de autofagia

La mayoria de las Atgs de levaduras tienen homdlogos en el sistema de los mamiferos. Sin embargo,
a veces la homologia se basa Unicamente en la funcién, pero no en la secuencia. Adema3s, existe un
Atg de mamifero, Atg101, que no tiene una contraparte obvia en levaduras. Con frecuencia, en los
mamiferos existen diferentes isoformas de una determinada levadura Atg. Ademas, diferentes
proteinas no Atg estan involucradas en la regulacion y el proceso de la autofagia, por ejemplo, la
mTOR, AMPK, AKT, AMBRA1, Bcl-2, DFCP1 o proteina de clasificacién de proteinas vacuolares 34
(VPS34), que es la subunidad catalitica del fosfatidilinositol 3-quinasa de clase Ill (PtdIns3K).
Finalmente, se han reportado diferentes funciones de los Atg’s en procesos no autofagicos y es
probable que surjan mas en el futuro (Wesselborg y Stork, 2015).

La autofagia se basa en una cascada estrechamente regulada e interconectada de complejos de
proteinas codificados por mas de 30 genes/proteinas conservadas evolutivamente llamados
proteinas Atg (genes relacionados con la AuTofaGia) (Krieg et al., 2018; Tamargo-Gémez y Marifio,
2018).

Funcionalmente, las proteinas Atg de mamiferos se pueden subdividir en seis grupos funcionales:
(1) el complejo de proteina quinasa ULK1 (unc-51-like kinase-1)-Atgl13-FIP200-Atgl01; (2) el
complejo PtdIns3K clase Ill que contiene las proteinas centrales VPS34, VPS15 y BECN1; (3) el
complejo WIPI/Atg18-Atg2 de union a Ptdins3P; (4) la proteina transmembrana de extensidn
multiple Atg9A; (5) el sistema Atg5/Atgl2 similar a ubiquitina y (6) el sistema de conjugacion
Atg8/LC3 similar a ubiquitina. Estos seis modulos regulan diferentes pasos durante la biogénesis del
autofagosoma, es decir, nucleacion de vesiculas, alargamiento de la membrana autofagosdmicay
finalizacion del autofagosoma (Wesselborg y Stork, 2015).
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4.1. El complejo de proteina quinasa ULK1-Atg13-FIP200-Atg101.

El inicio de la autofagia comienza con la activacién del complejo ULK1 (figura 5). ULK1 es parte de
una familia de quinasas ULK1-4 en humanos. La isoforma ULK1 es la mds importante de estas en
autofagia. El complejo ULK1 consta del propio ULK1 y las subunidades no cataliticas FIP200 (proteina
de 200 kDa que interactian con la familia FAK) también conocida como RB1CC1, Atgl3 y Atgl01
(Hurley y Young, 2017).

Inanicion

ATG101ATG13 FIP200

ULK1 FIP200
Complejo ULK1

Fig.5. Complejo ULK1: iniciador de la autofagia que se localiza en el fagéforo. En condiciones de
inanicion, mTORC1 se bloquea y ULK1 y Atgl3 activados inducen el inicio de la autofagia. Atg101
participa en el proceso de una manera dependiente de Atgl3 y FIP200 es otra proteina critica para
la induccién de autofagia (Imagen tomada y modificada de Liu et al., 2017).

Los dos homdlogos de mamiferos de la proteina quinasa serina/treonina Atgl, ULK1, ULK2 (unc-51-
like kinase-2) y el homdlogo de Atgl7, FIP200, interactian con Atgl3 de mamifero para formar un
complejo estable que se encuentra en el fagéforo durante la inanicidn. La inactivacién de mTOR por
inanicién o rapamicina activa ULK1 y da como resultado la fosforilacién de Atgl13y FIP200 (Hu et al.,
2015). Atgl101 es importante para la estabilidad y la fosforilacion basal de Atg13-Atg101 protege a
Atgl13 de la degradacién proteosomal- y ULK1 (Hu et al., 2015; Tanida, 2011).

FIP200 es importante para la estabilidad y fosforilacién de ULK1 (Tanida, 2011). Después de la
activacion de ULK1 y la posterior fosforilacion de Atgl3 y FIP200, ULK1 estimula la produccién de
PtdIins3P a través de la fosforilacién de BECN1, que conduce a la activacién del fosfatidilinositol 3-
quinasa de clase Ill (PI3KC3, también conocida como PIK3C3) (Proikas-Cezanne et al., 2015). El
reclutamiento de los complejos ULK1 y PIK3C3 al sitio de nucleacidn es el paso inicial para la
autofagia y la relocalizacién de ULK1 es un requisito previo para la focalizacidn del complejo Atgl4-
PIK3C3 (Yu et al., 2015).

La subunidad catalitica de PIK3C3 es un lipido quinasa de 887 aminodcidos que fosforila el
fosfatidilinositol para generar fosfatidilinositol 3-fosfato [PI(3)P] o (PtdIns3P) en el sitio de
nucleacidn, lo que crea un medio enriquecido con PtdIins3P un fosfolipido central para el trafico de
membrana, el PtdIns3P refuerza la localizacion del complejo ULK1 y otras proteinas Atg en la
membrana en crecimiento y nucleacién en autofagia, ya que actua para reclutar proteinas efectoras
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gue contienen dominios FYVE o PX que controlan el acoplamiento, el alargamiento del fagéforoy la
fusidn de la membrana durante la formacién de vesiculas internas. (Ghosh et al., 2018; Yu et al.,
2015).

La PI3K genera el fosfolipido Ptdins3P mediante la fosforilacion de fosfatidilinositol (Ptdins) en la
membrana del fagdforo naciente y el dominio especializado derivado del reticulo endoplasmatico
(ER) conocido como omegasoma (Tornero-Ecija et al., 2021). El omegasoma es la estructura que se
origina en el reticulo endoplasmico enriquecida en PI(3)P, que permite el reclutamiento de diversos
complejos de autofagia implicados en la sintesis de autofagosomas (Odle et al., 2021).

4.2. El complejo Ptdins3K clase lll que contiene las proteinas centrales
Pik3c3/VPS34, PIK3R4/VPS15, BECN1/Beclina 1y Atgl4.

La primera observacién de la regulacion diferencial de la autofagia por PI3K de clase | y PtdIns3K de
clase lll fue informada por Petiot et al., 2000 en células de cancer de colon humano. Este mecanismo
regulador distinto ahora se reconoce como el paradigma candnico: mientras que las PI3K de clase |
actian como el regulador negativo de la autofagia en la membrana plasmatica, la Ptdins3K de clase
Il es la cinasa indispensable que produce Ptdins3P en la membrana precursora que impulsa la
progresion de la autofagia (Yu et al., 2015).

En los mamiferos hay al menos 2 complejos de PI3K que juegan un papel clave en la activacién de la
autofagia al producir fosfatidilinositol-3-fosfato (Ptdins3P) en los fagdforos (Ma et al., 2017;
Birgisdottir et al., 2019). El PtdIns3K de clase Il forma grandes complejos de multiples subunidades
con Pik3c3 como subunidad catalitica y PIK3R4 como subunidad reguladora y su composicidn se
diversifica en diferentes contextos biolégicos y funciona como el regulador positivo mads
fundamental de la autofagia. En células de mamiferos, Ptdins3K y PI3K se agrupan en 3 clases segun
sus caracteristicas estructurales y especificidades de sustrato, como se resume en la Tabla 2 (Yu et
al., 2015).

Tabla 2. Composicion y preferencia de sustrato de 3 clases de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) en
células de mamiferos. Tomado y modificado de Yu, et al., 2015.
Subunidades
Clase Subunidad | Subunidad | Sustratos Productos | Funcion en
catalitica | reguladora lipidicos la
autofagia
Clase | PI3K | Clase IA PIK3CA PIK3R1 PtdIns PtdIn3P Anti-
autofagia
PIK3CB PIK3R2 Ptdins4P | PtdIns(4,5)P,
PIK3CD PIK3R3 Ptdins(4,5) | Ptdins(3,4,5)
P2 Ps
Clase IB PIK3CG PIK3R5
PIK3R6
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Clase Il Clase Il - Ptdins PtdIns3P Pro-
PI3K PI3K autofagia
PIK3C2B Ptdins4P | PtdIns(3,4)P,
PIK3C2G
Clase lll PIK3C3 PIK3R4 Ptdins PtdIns3P Pro-
Ptdins3K autofagia
El guion (-) indica que no se ha demostrado su presencia en células de mamiferos.

Varios grupos han purificado el complejo Ptdins3K en células de mamiferos y han identificado que
contiene al menos 7 subunidades estequiométricas que incluyen Pik3c3, PIK3R4, BECN1, Atgl4,
UVRAG (resistencia a la radiacién UV asociada), RUBCN y NRBF2. Estas 7 subunidades forman 2
subcomplejos que constan de un nudcleo compuesto por PIK3C3, PIK3R4 y BECN. El complejo |, que
participa en la iniciacién de la autofagia, alberga Atgl4 forma un complejo especifico de autofagia
con Pik3c3-PIK3R4-BECN1 en membranas del fagéforo (similar al complejo | en levadura), mientras
que el complejo UVRAG y RUBCN con Pik3c3-PIK3R4-BECN1 estd presente en membranas
endosomales (similar al complejo Il en levadura) (tabla 3) (Ma et al., 2017; Birgisdottir et al., 2019).

Tabla 3. Composicion y especificidad funcional de los complejos Vps34/PIK3C3 en levaduras y
mamiferos. Tomado y modificado de Yu, et al., 2015.
Levaduras Mamiferos
Complejo Ptdins3K Ptdins3K Ptdins3K-C1 Ptdins3K-C2
complejo | complejo Il
Quinasa del Vps34 Vps34 PIK3C3 PIK3C3
nucleo
Subunidades Vps30 Vps30 BECN1 BECN1
reguladoras
Vps15 Vps15 PIK3R4 PIK3R4
Atg38 NRBF2
Componente de Atgla Vps38 ATG14 UVRAG
definicién
Funcién Autofagia Clasificacidon de Autofagia Trafico de
bioldgica proteinas de endosomas y
vacuola autofagia *
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* El papel de PtdIns3K-C2 en la autofagia sigue siendo controvertido. Tomado y modificado de Yu,
etal., 2015.

Beclina 1 (BECN1), el Atgb de mamiferos, es un supresor de tumores haploinsuficiente y un efector
importante de la autofagia (figura 7). BECN1 es una subunidad del complejo PI3K, cuya accién es
antagonizada por Bcl-2. BECN1 contiene un dominio BH3 que media su interaccidn con Bcl-2. La
interaccion entre Bcl-2 y BECN1 conduce a la inhibicién de la autofagia al interferir con la formacion
y actividad del complejo promotor de la autofagia, BECN1-PI3K (Grasso et al., 2015). BECN1 tiene
un dominio BH3 e interactua con Bcl-2, lo que refleja la regulacién convergente de apoptosis y
muerte celular autofagica. Ademas, un subconjunto de miembros de la familia de Bcl-2 pro-
apoptdticos para BH3-Only, incluidos BNIP3 y BIK, pueden inducir la activacidon de la muerte celular
autofagica (Degterev y Yuan, 2008).

Bcl2

Inanicion

Complejo PI3K Il

Fig.7. Complejo Ill de PI3K. EI Complejo Il de PI3K puede regularse negativamente mediante la unién
de Bcl-2 y BECN1, mientras que Bcl-2 liberara BECN1 durante la inanicion. Esta estructura se ubica
en la membrana interna del fagéforo (Imagen tomada y modificada de Liu et al., 2017).

La condicion fosforilada o no fosforilada de Ptdins3P impacta directamente en el proceso
autofagico, ya que se ha observado que la actividad de la proteina Jumpy (fosfatasa de Ptdins3P)
sobre PtdIns3P, regula negativamente la autofagia. Contrariamente, a la promocién de la formacion
de vesiculas autofagicas en condiciones de inanicidn se ve favorecida por la activacién de la proteina
FYVE (proteina de doble dominio FYVE), ya que se une de los dominios de la membrana del ER, sitio
el que los grupos se forman bajo este estimulo (Polson et al., 2010).

4.3. Complejo WIPI (1,2,3 y 4) de unidn a Ptdins3P.

En mamiferos se han identificado cuatro proteinas WIPI (proteina de repeticion WD que interactla
con fosfoinositidos). Estas son efectos de fosfoinoisitidos esenciales para la biogénesis de
autofagosomas. En levadura las proteinas con las mismas funciones que WIPI se denominan
PROPPIN (Atgl8, Atg21 y Hsv2) (Proikas-Cezanne, 2015).
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WIPI1 fue el primer miembro de la familia WIPI en ser identificado como participante en la autofagia.
Los tratamientos con células prototipicas que inducen la autofagia por encima del nivel basal, como
la inanicidn y el tratamiento con rapamicina, promueven una notable relocalizacion de WIPI1
citoplasmdatico en membranas de autofagosomas positivas para Atgl2, Atgl6L y LC3. Ademas, los
tratamientos de células prototipicas que inhiben la autofagia, como el bloqueo de la generacién de
Ptdins3P, previenen la formacién de membranas autofagosémicas, lo que hace que WIPI1
permanezca en el citoplasma (Proikas-Cezanne, 2015).

WIPI2, asistido por WIPI1, recluta Atgl6L1, que se ensambla con el conjugado Atgl2-Atg5 en un
complejo multimérico e inicia la formacién de fagéforo. Por el contrario, tanto WIPI3 como WIPI4
controlan la elongacién del fagéforo, por lo que WIPI3 se asocia especificamente con las proteinas
Atg? (Filali-Mouncef et al., 2021). Se conoce que WIPI4 forma un complejo con Atg2A/B que puede
actuar como factor de anclaje para la expansion del autofagosoma, mientras que WIPI2 interactua
con Atgl6L1 para el reclutamiento eficiente del complejo Atgl2-Atg5-Atgl6L1 vy la lipidacidn de LC3
(Ren et al., 2020).

Tras la induccidon de la autofagia, WIPI1 se localiza de manera prominente en la membrana
plasmatica y el RE, particularmente en la envoltura nuclear, lo que sugiere que estas estructuras
actian como fuentes de membrana para los autofagosomas. La regulacidn positiva de la actividad
efectora de PtdIns3P de WIPI1 humano sigue la ruta candnica hacia la formacién de autofagosomas,
es decir, la inhibicién de mTORC], la activacidn de ULK1 y PI3KC3 y la produccién de Ptdins3P. En
consecuencia, WIPI1 se ubica de manera prominente con el adaptador de autofagia p62 (también
conocido como SQSTM1) (Proikas-Cezanne, 2015).

Al igual que WIPI1, WIPI2 funciona corriente abajo de ULK1 y se une especificamente a PtdIns3P en
las membranas autofagosdmicas tempranas que poseen ULK1, DFCP1, Atgl6L1 y LC3 durante la
autofagia inducida por inaniciéon. Por lo tanto, WIPI2 se localiza tanto en omegasomas asociados a
RE como en membranas de fagdforos. Es importante destacar que un estudio reciente demuestra
gue WIPI2 conecta la producciéon de PtdIns3P con la lipidacidon de LC3 al inicio de la autofagia, porque
se ha descubierto que WIPI2 se une especificamente a Atgl6L1, reclutando asi el complejo Atgl2-
Atg5-Atgl6L1 que se requiere para la lipidacion de LC3 (Proikas-Cezanne, 2015).

La evidencia sugiere que WIPI1, WIPI2 y WIPI4 funcionan como efectores de PtdIns3P esenciales y
no redundantes corriente abajo de la produccién de Ptdins3P mediada por PI3KC3 al inicio de la
autofagia. De esta manera, WIPI2 recluta el complejo Atg12-Atg5-Atgl6L1, que media la lipidacidn
de LC3, para la cual WIPI1 también es esencial. Ademds, WIPI4 interactla con Atg2 y se prevé que
funcione corriente abajo de LC3 (Proikas-Cezanne, 2015).

4.4. La proteina transmembrana de extension miltiple Atg9L1.

En 2006, se informd que el ortdlogo Atg9 de mamifero Atg9A (también denominado mAtg9 o
Atg9L1) se localiza en la red trans-Golgi (TGN) y en endosomas tempranos, tardios y de reciclaje.
Tras la inanicién, ATGIL1 se redistribuye a las membranas endosémicas periféricas positivas para el
marcador autofagosémico GFP-LC3 (Wesselborg y Stork, 2015). Después de que se forma el
complejo ULK, el siguiente paso es el reclutamiento de vesiculas citoplasmaticas que contienen
Atg9A, que es un paso crucial en la formacion de autofagosomas y juega un papel esencial en el
paso de nucleacién de la formacion de autofagosomas en eucariotas (desde levaduras hasta
mamiferos) (Li et al., 2020).
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En respuesta a la inanicidn, varias vesiculas de Atg9L1 se ensamblan individualmente en la
estructura pre-autofagosomal y finalmente, se incorporan en el exterior de la membrana
autofagosomal. El papel putativo de Atg9L1 es transportar lipidos y/o servir como plataforma para
reclutar efectores al fagéforo. Estudios recientes han implicado que Atg9L1 se localiza en la
membrana mitocondrial externa e incluso en la membrana plasmatica, lo que sugiere que multiples
fuentes de membrana pueden contribuir a la biogénesis del autofagosoma (Hu et al., 2015).

El Atg9A puede ser fosforilado por ULK y luego se requiere el Atg9A fosforilado para el reclutamiento
de LC3 y WIPI1/2 al sitio de formacién del autofagosoma y la expansion y elongacidon del fagéforo.
Recientemente se informd que TBC1D5 y el complejo AP2 son importantes reguladores del trafico
de Atg9A hacia los sitios de formacidon de autofagosomas. Finalmente, Atg9A se localiza en Ia
membrana plasmatica en estructuras recubiertas de clatrina y se internaliza a través de endosomas
tempranos y luego reciclados (Wesselborg y Stork, 2015).

4.5. El sistema Atgl2-Atg5-Atgl6Ll.

Dos sistemas, Atgl2-Atg5-Atgl6L1 y LC3-PE (complejos de 3-fosfatidil etanolamina con la proteina
de cadena ligera 3 asociada a microtubulos), son esenciales para que el autofagosoma en formacién
se expanda y actue secuencialmente (Hu et al., 2015).
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Fig.8. Sistema de conjugacidn Atgl2. Atgl2 se conjuga irreversiblemente a Atg5 de una manera
dependiente de Atg7 y AtglO. El complejo Atgl2-Atg5 se une a Atgl6Ll y luego forma
multimerizacién en el fagéforo (Imagen tomada y modificada de Liu et al., 2017).

Atg5 y Atgl2 estaninvolucrados en la primera de dos reacciones de tipo ubiquitilacién que controlan
la autofagia. Atgl2 se conjuga con Atg5 en una reaccion que requiere Atg7 [similar a la enzima
activadora de ubiquitina (E1)] y Atgl0 [similar a la enzima conjugadora de ubiquitina (E2)]. Atg5-
Atgl2 interactla de forma no covalente con Atgl6L (similar a Atg16) para formar un complejo de
aproximadamente 800 kDa. La segunda reaccién similar a la ubiquitilacion implica la conjugacién de
MAP1-LC3; también conocida como Atg8 y LC3, con fosfatidiletanolamina (PE). LC3 se escinde en su
extremo C-terminal por Atg4 para formar LC3-I citosdlico, que se conjuga covalentemente con PE
para formar LC3-Il asociado a la membrana, un proceso que requiere las actividades de Atg7 (similar
a E1) y Atg3 (similar a E2). El conjugado Atg5-Atgl2 parece modular la conjugacion LC3-l a PE
actuando de una manera similar a E3 y la ubicacidn del complejo Atg5-Atgl2: Atgl6L en el fagéforo
dicta la ubicacién de la reaccion de conjugacién LC3 (figura 9). De esta manera, LC3 se dirige
especificamente a las membranas asociadas a Atg5-Atgl2, que son fagéforos expandidos (Hu et al.,
2015).
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Fig.9. Proteinas asociadas a Atg5 y su papel en la autofagia. La union de Atgl2 y Atg5 requiere la
actividad de Atg7 y Atgl10, que funcionan de manera similar en las enzimas E1 y E2 en el sistema de
ubiquitina. El residuo de lisina en la posicién 130 en Atg5 forma un enlace isopeptidico con el residuo
de glicina C-terminal en Atgl2, junto con otras proteinas Atg, Atg5—Atg12 contribuye a la formacién
del autofagosoma, que secuestra material citoplasmatico antes de la liberacién lisosomal (Imagen
tomada y modificada de Codogno, y Meijer, 2006).

Después de la activacion del complejo Ulkl, la nucleacion de vesiculas se produce mediante la
activacion del complejo de fosfatidilinositol 3-quinasa de clase Ill (PtdIns3K), que incluye PtdIns3Ky
Beclin 1. En la autofagia, estos pasos ocurren a través de dos vias de conjugacién similares a la
ubiquitina, la via Atg5-Atgl2 y la via de la LC3. La conjugacién de fosfatidiletanolamina a LC3 esta
mediada por las acciones de Atg3 y el complejo Atg5-Atgl2, E2 y E3, respectivamente (Shimizu,
2018)

4.6. El sistema de conjugacion Atg8/LC3 similar a ubiquitina.

En los mamiferos LC3 es el homoélogo de Atg8, es una proteina importante involucrada en el proceso
de autofagia. En las células de mamiferos, existen varios homdlogos de la levadura Atg8, incluidos
LC3A, LC3B, GATE16, GABARAP y Atg8L. La LC3 ha sido mejor investigada y caracterizada como un
marcador autofagosomal en células de mamiferos, que forma un sistema de conjugacién similar a
Atg8, llamado sistema de conjugacién LC3 (figura 10).
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Fig.10. Sistema de conjugacion LC3. LC3 es procesado por Atgd y Atg7 para generar LC3-I activado.
El complejo Atgl2-Atg5-Atgl6L1 y Atg3 participan en la conjugacion de fosfatidiletanolamina (PE)
con LC3-I para crear LC3-Il. Y luego LC3-Il se inserta en la membrana del fagéforo en elongacién.
LC3-II se localiza en dos lados del fagéforo hasta la formacion del autofagosoma, que se escinde de
la membrana externa de esta estructura (Imagen tomada y modificada de Liu et al., 2017).

LC3 esta presente en los autofagosomas y se sintetiza en primer lugar como una proteina precursora
(pro-LC3), luego el péptido C-terminal del precursor pro-LC3 es escindido por AtgdB en mamiferos
para formar LC3-l (inactiva) con una glicina C-terminal expuesta. Catalizada por homdlogos de
mamiferos Atg7 y Atg3, la LC3-I citosdlica es luego activada por la enzima E1/Atg7 y transferida a la
enzima E2/Atg3 y finalmente es modificado una proteina unida a la membrana, LC3-Il alcanza su
forma lapidada al ser conjugada al grupo amino del lipido fosfatidiletanolamina (PE) (LC3-I/PE) luego
se asocia con membranas de autofagosoma recién formadas. Se ha descrito que la Atg4B es la Unica
enzima que escinde eficazmente los precursores de LC3 y LC3-I/PE entre cuatro homdlogos
humanos de la levadura Atg4 (Atg4A-D). Por tanto, ambos sistemas similares a la ubiquitina estan
intimamente implicados en la formacion de PAS, el ensamblaje y formacién de autofagosomay la
subsiguiente biogénesis de la autofagia, ademds se ha sugerido que la cantidad de LC3-Il se
correlaciona con el nimero de autofagosomas presentes. LC3-Il permanece en autofagosomas
maduros hasta su fusién con lisosomas (Revisado en Escobar et al., 2013; Grasso et al., 2015; Li et
al., 2020). La conversidon de LC3-l a LC3-lIl es bien conocida como marcador de autofagia. Sin
embargo, el aumento de LC3-II no es suficiente para mostrar la activacidn de la autofagia porque la
inhibicién de la degradacion de LC3-1l en el lisosoma por el flujo alterado de autofagia también
puede causar su acumulacion (Grasso et al., 2015). Después de la conversion de su forma citosélica,
LC3-l, a su forma asociada a la membrana del autofagosoma, LC3-Il, durante la autofagia, LC3-IlI
finalmente es degradado por las enzimas lisosomales en los autolisosomas (Liu et al., 2019).
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5. Rutas de sefializacién de la autofagia.

5.1. mTOR.
MTOR es una es una proteina quinasa de serina/treonina conservada evolutivamente y el nicleo
catalitico de dos complejos distintos: mTOR 1y 2 (mTORC1 y mTORC2) definidos por la presencia
de las proteinas accesorias clave Raptor y Rictor, respectivamente (Deleyto-Seldas y Efeyan, 2021;
lkenoue et al., 2009).

Estos complejos (MTORC1 y mTORC2) tienen una especificidad de sustrato diferente que esta
determinada por las proteinas Unicas que interactian con mTOR que se encuentran en cada
complejo. El complejo mTORC1 contiene mTOR, Raptor, mLST8 y PRAS40 (1-4), mTOR impulsa la
mayoria de los procesos anabdlicos en la célula, incluida la sintesis de proteinas, lipidos, colesterol
y nucledtidos, mientras que simultdneamente aumenta la absorcién extracelular de nutrientes y
bloquea el catabolismo autofagico, ademas regula el crecimiento celular y la traduccién en parte
mediante la fosforilacion de la quinasa S6 (S6K) y la proteina de unién elF-4E 1 (Copp et al., 2009;
Deleyto-Seldas y Efeyan, 2021).

La regulacién cldsica de la autofagia se rige por la via mTOR, ésta se produce tras la inhibicion de
mTOR y activacidn del complejo ULK1 o el paralogo ULK2-Atg13-FIP200-Atg101. Durante la inanicion
que inhibe la actividad de mTORC1 (figura 11), la induccidn de la autofagia recicla los componentes
intracelulares para proporcionar una fuente de energia.

Factores de
crecimiento

\ Inanicién
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Autofagia.

Fig.11. Complejo mTOR. mTORC1 es el complejo proteico responsable de la induccidn de la autofagia
en respuesta a la falta de nutrientes, el estrés y la reduccidn de la sefializacién del factor de
crecimiento (Imagen tomada y modificada de Jung et al., 2010).
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La inhibicion de mTORC1 y la induccién de autofagia se asocia con una reduccion de la fosforilacion
de varios componentes del complejo ULK1. Generalmente, la mTORC1 activa interactda con ULK1 y
luego fosforila Atgl3 y las subunidades ULK1 en la serina 258 y la serina 757 (S757),
respectivamente, para reprimir la actividad de ULK1 bajo condicién enriquecida con nutrientes. La
reduccion de la disponibilidad de aminodcidos y glucosa, el estrés oxidativo, perturbaciones
ambientales o un bloqueo farmacoldgico directo pueden inhibir a mTOR (Bialik et al., 2018; Kim, et
al., 2018; Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018; Petherick et al., 2015; Sarkar, 2013). En respuesta al estrés,
MTOR se transloca a la superficie de los lisosomas, donde Rheb, una pequefia GTPasa, coloca
estratégicamente mTOR muy cerca de AKT y p70S6 quinasa también conocida como proteina
ribosémica S6 quinasa beta-1 (S6K1), que fosforilan mTOR en S2448 (Hwang et al., 2017; Kim et al.,
2011).

Ademas de la induccion de aminoacidos y glucosa, la estimulacion de IGF1R (receptores del factor
de crecimiento similar a la insulina) es una de las vias mds cruciales para regular la via mTOR cuando
se une al factor de crecimiento similar a la insulina. A través de la transduccion de sefiales de
efectores como IRS1 e IRS2 (sustratos del receptor de insulina), la fosforilacién de AKT se activa e
inhibe la actividad del complejo TSC1/TSC2 (proteina de esclerosis tuberosa 1/2), que finalmente
actua como un regulador negativo de la via mTOR a través de Rheb (Zhou et al., 2019). Por tanto,
la abstinencia del factor de crecimiento conduciria finalmente a la inactivacion de mTORC1 y a su
vez, a la induccién de autofagia (Alers et al., 2012).

5.2. AMPK.

La proteina quinasa activada-(AMPK) por monofosfato de adenosina (AMP) generalmente se
considera el sensor de energia maestro porque promueve el cambio del anabolismo al catabolismo
cuando se activa por una mayor proporcion de AMP a ATP en condiciones de privacién de energia
(Krieg et al., 2018). La proteina quinasa activada-AMP (AMPK) es una quinasa Ser/Thr conservada
filogenéticamente que ha surgido como un importante integrador de sefiales para controlar el
equilibrio energético celular. A nivel de todo el cuerpo, AMPK también integra respuestas de estrés
como el ejercicio, asi como sefiales de nutrientes y hormonales, para controlar la ingesta de
alimentos, el gasto de energia y la utilizacién de sustratos (Oakhill et al., 2018).

Una de las vias independientes de mTOR puede estar mediada por la via IP3 (mioinositol-1,4,5-
trifosfato) y la via de la proteina alfa estimuladora de Ca%*" 12 -calpaina-G. La generacién de IP3
induce la liberacién de Ca* de las reservas en el reticulo endopldsmico y los niveles altos de Ca?*
citosodlico inhiben la autofagia al activar a las calpainas. Después de la escision por las calpainas, la
via de la proteina alfa estimuladora Ca2+-calpaina-G se activa, lo que, a su vez, provoca la
produccién de mas AMPc inhibidor (Pinton et al., 2008; Rizzuto et al, 2008). Por otro lado, la
disminucién de los niveles de sefializacién de IP3 conduce a una liberacién reducida de Ca?* del
reticulo endoplasmico y tasas mds bajas de captacién mitocondrial de Ca?, lo que provoca una
reduccion en la actividad mitocondrial y el agotamiento de ATP, lo que da como resultado AMPK. La
AMPK activada fosforila directamente ULK1, inactivando indirectamente el complejo mTOR, lo que
conduce a la induccion de la autofagia (Sun et al., 2016).

En condiciones de inanicion de glucosa, AMPK promueve la autofagia al activar directamente ULK1
a través de la fosforilacion de Ser317 y Ser777 (Kim, et al., 2011). Uno de los procesos catabdlicos
activados por AMPK es la autofagia (figura 12), AMPK por un lado inhibe mTORC1 a través de la
fosforilacién de su subunidad reguladora Raptor en Ser792 y por otro lado a través de una
fosforilacién de activacion ULK1/Atgl en Ser555 (Krieg et al., 2018).
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Fig.12. Papel de la proteina quinasa activada-AMP en el control de la autofagia. En los mamiferos, el
mecanismo mas establecido para la regulacidn de la autofagia por AMPK implica la inactivacion de
la via TORC1 por deficiencia de nutrientes (I) por fosforilacién y activaciéon del factor de intercambio
TSC2, que a su vez desactivara la Rheb GTPasa, y (ll) por fosforilacion de Raptor. A la izquierda, el
recuento actual de los sitios de fosforilacion ULK1 estdn vinculados a diferentes estudios
correspondiente por Egan et al., 2011; Kim, et al., 2011; Shang et al., 2011. Y la proteina quinasa
potencialmente responsable, donde sea posible. “X” indica fosforilacion por una proteina quinasa
no identificada. Los nombres de los ortélogos de levadura de AMPK y ULK1, Snfl y Atgl, se indican
entre paréntesis. Los nimeros de residuos ULK1 se enumeran como ratdon/humano donde difieren
(Imagen tomada y modificada de Roach, 2011).

5.3.TSC1/2.
El complejo de esclerosis tuberosa 1 (TSC1) y TSC2 son genes supresores de tumores que regulan
negativamente la activacion de mTORC1 (Leung & Adashi 2019). TSC1, un componente esencial de
la via de sefializacidn pro-supervivencia PI3K/AKT/mTOR, juega un papel importante en procesos
como el desarrollo, crecimiento y proliferacién celular, supervivencia, autofagia y desarrollo de cilios
al cooperar con una variedad de moléculas reguladoras (Mallela y Kumar, 2021).

TSC1 se encuentra en el cromosoma 9q34 y consta de 23 exones, que codifican la proteina TSC1 de
130 kDa, hamartina. TSC2 se encuentra en el cromosoma 16p13.3 y consta de 42 exones que
codifican la proteina TSC2 de 200 kDa, la tuberina. TSC1 y TSC2, junto con una tercera subunidad,
TBC1D7 5, forman un complejo proteico estable, el complejo TSC. El complejo TSC1/2 (hamartina-
tuberina), a través de su actividad GAP (proteina activadora de GTPasa) hacia la pequefia proteina
G Rheb (homdélogo de Ras enriquecido en el cerebro), controla el crecimiento, el metabolismo y la
proliferacidn celular suprimiendo la activacién de mTORC1 a través de mecanismos tipo GTPasas (Di
Nardo, et al., 2014; Huang, et al., 2013; Larsen y Mgller, 2020).

MTORC1 controla los procesos anabdlicos para promover el crecimiento celular y posee una alta
sensibilidad a las alteraciones en las condiciones de crecimiento celular. A través de numerosos
eventos de fosforilacion, el complejo TSC1-TSC2 ha emergido como el sensor e integrador de estas
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condiciones de crecimiento, transmitiendo sefiales de diversas vias celulares para modular
adecuadamente la actividad de mTORC1 (Huang y Manning, 2008).

TSC1 interactia con TSC2 y TBC1D7 [miembro 7 de la familia de dominios Tre2-Bub2-Cdc16 (TBC) 1]
en el citoplasma para formar un complejo multimérico TSC1-TSC2-TBC1D7, que suprime el
crecimiento celular al inhibir la actividad de mTORC1 a través de una pequeiia proteina GTPasa
RHEB. Este complejo, que es el nodo central de la via PI3K/AKT/mTOR, actlia como un integrador de
varias vias de sefializacién, incluida la hormona del crecimiento (vias de insulina-IGF-AKT,
WNT/GSK3, ERK/RSK), el estado energético de la célula (AMPK), factores de estrés como la hipoxia
(REDD1) y las citocinas (IKKB/NFkB), y desempefia un papel crucial en el crecimiento celular, la
proliferacidn, la supervivencia y la autofagia (Mallela y Kumar, 2021).

Un mecanismo de regulacién de mTORC1 implica la sefializacion del factor de crecimiento, que
promueve la actividad de mTORC1 en gran parte a través de la inhibicidn del complejo TSC1/2 (figura
13).

Factores de crecimiento
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Fig.13. Regulacion del complejo TSC1/2. El complejo TSC1/2 se regula a través de varias vias de
sefializacion y sirve como nexo que integra informacion sobre recursos intra y extracelulares de
crecimiento, nutrientes y factores metabdlicos. Tras el estrés metabdlico, la activacion de AMPK
dependiente de AMP por parte de LKB1 da como resultado la fosforilacion y activacién de TSC2. En
condiciones de hipoxia, se activa la transcripcién de REDD, lo que induce el complejo TSC1/2. TSC2
también es activado por su fosforilacion por GSK3b, que es inhibida por la sefializacién Wnt activada
por ligando Wnt. La estimulacidn del factor de crecimiento de sus receptores correspondientes
activa las vias RAS/ERK y PI3K/PKB, que posteriormente conducen a la fosforilacion e inhibicion de
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TSC2. La inhibicién del complejo TSC1/2 también es provocada por la fosforilacion inducida por
citoquinas por IKKb (imagen tomada y modificada de van Veelen et al., 2011).

La regulacion de TSC1/2 en este entorno se produce como resultado de la fosforilacion de TSC2 a
través de multiples vias de sefalizacion de factores de crecimiento, incluidas PI3K/AKT,
MEK/ERK/RSK y MAPK/MK2. De manera antagdnica, TSC2 es activado por fosforilacion a través de
la via LKB1/AMPK, contribuyendo a la inhibicion de mTORC1 en situaciones de privacidn de energia
y estrés hipdxico a largo plazo (DeYoung et al., 2008).

La activacion de IGF1R es una de las vias cruciales para regular a mTOR cuando se une al factor de
crecimiento similar a la insulina. A través de la transduccion de sefales de efectores como IRS1 e
IRS2, la fosforilacion de AKT se activa e inhibe la actividad del complejo TSC1/TSC2, que
eventualmente actla como un regulador negativo de la via mTOR a través de Rheb (Zhou et al.,
2019). Rheb pertenece a una familia Unica dentro de la superfamilia Ras de proteinas G, esta muy
conservada desde la levadura hasta el humano. Los eucariontes poseen una Rheb mientras que en
las células de mamiferos se presentan dos (Parmar y Tamanoi, 2010).

En mamiferos, TSC2 es fosforilada por la AKT activada y ello contribuye al desensamble y/o
degradacion del complejo TSC1/2 (Zhang et al., 2003). El complejo TSC1/2 suprime el crecimiento
celular al regular negativamente una proteina quinasa, p70S6K (S6K1), que generalmente requiere
sefiales PI3K para su activacidn (Harrington et al., 2004).

Cuando se genera estrés celular por deplecidn de glucosa y/o hipoxia, aumentan los niveles de AMP
y disminuyen los de ATP por falta en la produccién de energia. La proteina LKB1 (STK11, serina
quinasa treonina 11) forma un complejo con STRAD (proteina adaptadora relacionada a Ste-20) y
MO25 (proteina murina 25), LKB1-STRAD-MO25, forma mediante la cual se hace mds activa. Este
complejo fosforila a AMPK, sensor de estrés celular y lo activa. AMPK ejerce, su actividad quinasa
sobre TSC2, activando el complejo TSC1/TSC2, lo que permite el secuestro de Rheb, el consecuente
bloqueo de la via raptor/mTOR y por tanto del crecimiento celular permitiendo la conservacion
energética en condiciones adversas (Pinzon et al., 2009).

5.4. AKT/PBK.

AKT, también conocida como proteina quinasa B (PBK), es una serina-treonina quinasa que
desempena un papel importante en una variedad de procesos bioldgicos incluida la supervivencia
celular, el crecimiento celular, la expresidn génica, la oncogénesis, la organizacion citoesquelética,
el trafico de vesiculas, el transporte de glucosa y la funciéon plaquetaria (Park et al., 2002; Noguchi,
et al.,2014). La desregulacién o mal funcionamiento de AKT contribuye a una amplia variedad de
enfermedades humanas, incluidos canceres, intolerancia a la glucosa, esquizofrenia, infecciones
virales y enfermedades autoinmunes (Noguchi et al., 2014).

La via de sefializacién PI3K/AKT/mTOR regula una amplia gama de procesos celulares que incluyen
la supervivencia, la proliferacion, el crecimiento, el metabolismo, la angiogénesis, la transcripcion,
la traduccidn, la metastasis y juega un papel importante en la autofagia (figura 14).
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Fig.14. La via de sefializacion PI3K en el ovocito de los foliculos primordiales. Reproducido de Adhikari
D, Liu K. Mecanismos moleculares subyacentes a la activacion de los foliculos primordiales de los
mamiferos. (Imagen tomada y modificada de Findlay et al., 2019).

La via PI3K/AKT/mTOR esta regulada por una amplia gama de proteinas de sefializacidn rio arriba y
regula muchos efectores rio abajo, al colaborar con varias vias de sefializacién compensatorias. La
activacion anormal de esta via conduce a una respuesta proliferativa y anti-apoptética que se
relaciona con el desarrollo de multiples tipos de cancer (Ersahin et al., 2015; Ladanyi y Timar, 2020;
Pinzon et al., 2009)

Los factores de crecimiento activan la via PI3K/AKT a través del receptor tirosina quinasas (RTK).
Tras la unidn del factor de crecimiento, AKT se recluta en la membrana plasmatica, donde se activa
mediante la fosforilacién por PDK1. AKT activado a su vez fosforila a TSC2, que previene la formacion
del heterodimero inhibidor TSC1/TSC2. Dado que TSC2 sirve como una proteina activadora de
GTPasa (GAP) e inactiva la pequefia GTPasa Rheb, su inhibicién posteriormente permite que Rheb
active directamente mTORC1 (Alers et al., 2012).
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La induccién de la autofagia puede ocurrir a través de PI3K de clase 1 (PI3K-1) y mTORC2 o mediante
mTORCI. La sefializaciéon de PI3K1/mTORC2 fosforila AKT en respuesta a ligandos extracelulares. A
continuacién, AKT fosforila mTOR en la serina 2448 y activa mTORC1, que inhibe la autofagia
dirigiéndose a la proteina Atg 13 (Datan et al., 2014).

La AKT activa promueve la accién de mTORC1 por dos medios: (1) reduciendo la interaccion del
sustrato de AKT rico en prolina de 40 kDa (PRAS40) con mTORC1 y (2) fosforilando e inactivando al
complejo proteico compuesto de TSC1/TSC2 y TBC1D7 (Laplante y Sabatini, 2013). Ademas, el
componente PRAS40 de mTORCI1 se ha identificado como un sustrato directo de AKT y los datos
sugieren que esta fosforilacion es responsable de la activacion de mTORC1 a través de la
sefializacion de la insulina (Alers et al., 2012).

6. Ovario.

El ovario es el érgano reproductor de las hembras en los animales vertebrados, esta conformado
por cuatro estructuras: corteza, médula, epitelio superficial y la tunica albuginea (figura 15) (Ross,
2015).
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Fig.15. Esquema de un corte longitudinal de ovario. Estructura ovdrica en donde se observan vasos
sanguineos, zona medular, corteza, células epiteliales y tinica albuginea. También se muestran las
etapas del desarrollo de los foliculos, desde el foliculo primordial hasta el foliculo de Graff y un
ovocito en ovulacion (Imagen tomada y modificada de Valentich et al., 2008).

El epitelio germinal o superficial esta constituido por epitelio simple cubico, estas células recubren
al ovario, la tunica albuginea estd localizada debajo del epitelio clbico y estd compuesto por tejido
conectivo denso irregular. La corteza incluye a los foliculos en diferentes niveles de maduracion,
esta recubierta por un estroma con células de fibroblasto y una espesa capa de fibras de colagena.
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La regién medular se encuentra en el centro del ovario y estd compuesto por fibras de coldgena,
fibras elasticas, tejido conectivo laxo, nervios, vasos linfaticos y vasos sanguineos, ademas presenta
una alta vascularizacion (Gartner y Hiatt, 2006; Geneser et al., 2015; Junqueira, 2015; Ross, 2015).

La morfofisiologia del ovario posee una dindmica que estd relacionada con la etapa de desarrollo de
los organismos. Desde la fase de desarrollo embrionario, el ovario adquiere una organizacién que
permite el establecimiento de estructuras altamente especializadas denominadas foliculos
(Kierszenbaum y Tres, 2015). Los foliculos ovaricos estan formados por un ovocito y la capa de
epitelio circundante (figura 16), ademas tienen dos funciones principales, la produccién de
hormonas y ovocitos (Geneser et al, 2015; Kierszenbaum y Tres, 2015). El ciclo ovarico abarca tres
fases: 1. La fase folicular (foliculogénesis), 2. La fase ovulatoria y 3. La fase lutea (Kierszenbaum y
Tres, 2015). La fase folicular consiste en el desarrollo secuencial de varios foliculos primordiales: a.
Foliculo primario (de una sola capa)., b. Foliculo secundario (multicapa)., c. Foliculo preantral., d.
Foliculo antral y e. Foliculo preovulatorio (foliculo de Graaf) (Kierszenbaum y Tres, 2015).
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Fig.16. Desarrollo folicular e interaccién del ovocito con células sométicas. Los ovocitos de mamiferos
se desarrollan dentro de los foliculos ovaricos, que consisten en células estromales (conocidas como
células de la teca) en el exterior de una membrana basal (no se muestra) y células epiteliales
(conocidas como células de la granulosa) dentro de la membrana basal que hacen contacto directo
con la superficie del ovocito. A medida que crecen los foliculos, las células de la granulosa proliferan
mitéticamente hasta que aparece una cavidad llena de liquido (el antro) en las ultimas etapas del
desarrollo del foliculo (Imagen tomada y modificada de Li y Albertini, 2013).

Foliculos primordiales. Se encuentran en gran nimero en la corteza ovarica por debajo de la tunica
albuginea. Un foliculo primordial (figura 17) se compone de un Unico ovocito y una capa circundante
de células epiteliales aplanadas, las células foliculares (Geneser et al., 2015; Kierszenbaum y Tres,
2015).
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Fig.17. Foliculos primordiales. Imagen tomada y modificada de Ross 2015. Fotomicrografia de los
foliculos primordiales, en la profase de la primera division meidtica. Muestra los ovocitos rodeados
por una capa simple de células foliculares aplanadas (FC). el nucleo (N). Se seialan dos ovocitos en
los cuales el nucleo no esta incluido en el plano de corte (X). En forma similar, hay dos foliculos
(flechas) que se cortaron tangencialmente y por ello sélo se ven las células foliculares y no el ovocito
que ha quedado en otro plano. 640X (Ross 2015).

Foliculos primarios (una sola capa de células foliculares cubicas). Los foliculos primordiales se
convierten en foliculos primarios (figura 18). El ovocito aumenta de tamafio y las células foliculares
aplanadas crecen en altura hasta tornarse una forma cuboidal. Adquieren un aspecto granular y se
denominan células de la granulosa, que proliferan y forman un epitelio estratificado (Geneser et al.,
2015; Kierszenbaum y Tres, 2015).

Fig.18. Fotomicrografia de un foliculo primario. Imagen tomada y modificada de Ross 2015. Una capa
simple de células foliculares (FC) cubicas rodea el ovocito en crecimiento 640 X (Ross 2015).

Foliculos secundarios (multicapa de células foliculares cubicas) (Figura 19). Las células de la
granulosa proliferan en un epitelio cuboidal estratificado. Una capa celular o teca rodea el foliculo.
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La teca comienza a organizarse en dos capas distintas: 1. La teca interna, constituida por una capa
de células vascularizadas adyacente a la ldmina basal que sostiene a las células de la granulosa del
foliculo. 2. La teca externa, que es una capa celular fibrosa continua con el estroma ovarico
(Kierszenbaum y Tres, 2015).

Fig. 19. Fotomicrografia de un foliculo secundario. Dentro del estrato granuloso (GC) es visible el
antro (A), lleno de liquido folicular. Por fuera de la ldmina basal del foliculo secundario se pueden
observar multiples capas de células de la teca interna (Tl) y de células de la teca externa (TE). 853 X
(Imagen tomada y modificada de Ross, 2015).

Foliculos preantrales. Se desarrollan pequefios espacios intercelulares, llamados cuerpos de Call-
Exner, entre las células de la granulosa. Estos espacios contienen liquido folicular (foliculos licorosos)
(Kierszenbaum y Tres, 2015).

Foliculo antral. Los cuerpos de Call-Exner se fusionan en un solo espacio llamado antro (figura 20).
En esta etapa, las células de la granulosa, estimuladas por la FSH, sintetizan y secretan activamente
estrégeno (Kierszenbaum y Tres, 2015).
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Fig. 20. Foliculo antral en una etapa avanzada de su desarrollo. Nétese el gran antro (A) lleno de
liguido y el cdmulo ovdéforo (CO) que contiene al ovocito. Las células restantes que rodean la luz del
antro forman la membrana granulosa (el estrato granuloso, SG). La superficie del ovario es visible
sobre la derecha. Se debe notar la presencia de dos foliculos primarios (arriba, a la derecha). Tl, teca
interna. 453 X (Imagen tomada y modificada de Ross, 2015).

Foliculo preoovulatorio (foliculo de Graaf). El antro alcanza su tamafio maximo. El liquido del antro
segrega las células de la granulosa en tres regiones especificas: 1. El cumulus oophorous, 2. Las
células murales de la granulosa, que recubren la pared del foliculo y 3. La corona radiata
(Kierszenbaum y Tres, 2015). El ovocito grande y redondo tiene un nlcleo esférico colocado
excéntricamente con cromatina dispersa y una envoltura nuclear irregular. El citoplasma del ovocito
circundante contiene una serie de orgdnulos que incluyen filamentos citoplasmaticos muy
compactos, mitocondrias esféricas, ribosomas libres, vesiculas variadas y perfiles de reticulo
endopldsmico. La zona pellcida es una capa extracelular gruesa entre el ovocito y las células de la
granulosa del foliculo. Las microvellosidades delgadas del ovocito y las células de la granulosa se
extienden hacia la zona pelicida (William, 2013).

6.1. Atresia folicular.

Muchos factores regulan el proceso de desarrollo del foliculo ovarico, que incluye factores
endocrinos, paracrinos y autocrinos destinados a promover la ovulacién; sin embargo, solo el 1% o
menos de los foliculos del ovario alcanzan la etapa preovulatoria y aproximadamente el 99% de los
foliculos sufren atresia en los ovarios de mamiferos, por lo que solo unos pocos foliculos ovulan
durante la vida sexual activa (Hirshfield, 1991; Zheng, et al., 2019). La atresia folicular es un
fendmeno consistente en la pérdida o eliminacién de la mayoria de los ovocitos antes de llegar a la
ovulacién (Flores-Pérez, et al, 2005). Este proceso degenerativo es natural y ocurre en diferentes
etapas de desarrollo, es esencial para la homeostasis ovarica en vertebrados (Zhou, et al., 2019). A
partir del desarrollo fetal y progresando hasta la pubertad, la madurez y la menopausia, la mayoria
de los foliculos, ya sean foliculos primordiales o etapas posteriores del desarrollo, degeneran (figura
21).
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Fig. 21. Atresia folicular en diferentes estados del desarrollo del ovocito. La atresia folicular puede
ocurrir en diferentes fases foliculares. Los foliculos que no se eliminan durante este proceso,
contintan creciendo hasta llegar a la fase de ovulacién (Imagen tomada y modificada de Vazquez-
Nin et al., 2011).

La atresia o involucién de los foliculos, ocurre primero en el ovocito, que se encoge y se somete a
citélisis. Entonces se produce la degeneracion de las células foliculares: se vuelven picnéticas, se
desprenden unas de otras. La zona peltcida se hincha y puede durar largos periodos. Las células de
la teca se organizan en cordones vascularizados, se degeneran y son reemplazadas por tejido
conectivo (William, 2013).

IV. Antecedentes

Diversos estudios han descrito la presencia del proceso autofagico en el ovario de diferentes
organismos como raton, rata, ganso, puerco, ave e incluso en humanos (Kumariya et al., 2021). El
abordaje de este proceso dentro del ovario ha incluido su andlisis como un evento de citoproteccion,
de progresion de desarrollo y maduracion de las células germinales (Costas y Rubio, 2017). Sin
embargo, también se ha evidenciado que la autofagia puede participar como un proceso de
eliminacion adicional a la apoptosis durante el evento de atresia folicular (Escobar et al., 2010,
2012) En el caso especifico de ratas Wistar en etapa prepuber, ha sido documentado que la
autofagia se presenta como un proceso de eliminacion de ovocitos (revisado en Vazquez-Nin et al.,
2011). El analisis puntual de edades previas a la ovulacion ha permitido establecer que la muerte
tipo autofagica tiene un papel importante a la edad de 19 y 28 dias, incluso se ha mostrado que los
ovocitos pueden ser eliminados por una combinacién entre apoptosis y autofagia (Escobar et al.,
2008).

La participacion de la autofagia durante la atresia folicular, no se ha limitado al ovocito, ya que se
ha evidenciado que proteinas importantes para que se lleve a cabo el proceso autofagico como LC3.
pueden estar expresadas en células de la granulosa (Liu et al., 2021). Asi mismo, en sistemas
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experimentales se ha demostrado que la autofagia juega un papel importante en la regulacion del
desarrollo folicular y la atresia (Choi et al., 2010).

V. Planteamiento del problema

La atresia folicular en ovario de rata prepuber es un proceso que implica la eliminacién de los
foliculos en diferentes estados de desarrollo incluyendo a los que han alcanzado la etapa antral y
gue sin embargo no seran ovulados. Lo anterior debido a las condiciones fisiolégicas de los
organismos en donde no se ha establecido el eje hipdfisis-hipotalamo-ovario, ya que los individuos
no han alcanzado la pubertad. Lo anterior, permite tener un modelo fisiolégicamente normal, en
donde la muerte celular es elevada sin necesidad de introducir agentes extranos en los individuos
de estudio. Existen evidencias de que las células de la granulosa y los ovocitos del ovario de rata en
organismos prepuberes, pueden ser eliminados por mas de una via de muerte celular, que incluye
a la muerte tipo autofagica. Aunque ha sido demostrado que la autofagia se encuentra presente
durante la atresia folicular de ratas prepuberes, los mecanismos que promueven a la autofagia no
se han establecido.

VI. Hipotesis

Durante la atresia folicular se pierden las uniones celulares entre las células somaticas y las células
germinales, lo que provoca una limitacion de factores de crecimiento y metabolitos hacia el ovocito.
Si la limitacién de nutrientes y oxigeno estan relacionadas con la activacion de la autofagia, entonces
se esperaria que proteinas censoras como TSC1 y TSC2 presentaran cambios en los ovocitos de
foliculos atrésicos con respecto a los ovocitos normales.

VII. Objetivos.

e |dentificar la posible presencia/ausencia de las proteinas TSC1 y TSC2 en ovocitos de ovario
de rata de 19 y 28 dias de nacidas, durante la atresia folicular.

Objetivos particulares.

1. Identificar las caracteristicas morfoldgicas de los foliculos atrésicos en ovarios de rata de 19
y 28 dias.

2. Analizar la presencia de la muerte tipo autofagica por medio de la deteccidn de las proteinas
LC3A y BECN1 en ovocitos de ovario de rata de 19 y 28 dias.

3. Identificar la influencia de la limitaciéon de nutrientes en ovocitos autofagicos mediante la
deteccion de las proteinas mTOR y ULK1 (S555 y S757).

4. Describir la presencia/ausencia de las proteinas TSC1 y TSC2 en ovocitos en proceso de
eliminacion tipo autofagico.
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VIIl. Material y métodos.

i. Procesamiento del material bioldgico para microscopia optica.

Se utilizaron 6 ratas Rattus norvegicus albinus (Wistar) de 19 y 28 dias de nacidas. La manipulacién
de los organismos se realizd segun indican los lineamientos bioéticos de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM 062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso
de animales de laboratorio” (SAGARPA, 2015). El bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM cuenta
con la autorizacidn bioética con la clave AUT-B-C-0719-054 por parte de SADER y SENASICA. Las
ratas fueron anestesiadas en una camara saturada con gases de isoflurano (Sofloran Vet Pisa,
SAGARPA Q-7833-222) luego se realizo la extraccion quirirgica de los ovarios, finalmente fueron
eutanasiadas cortando el corazén.

w

LN W

10.

11.

12.

Extraer ovarios derecho e izquierdo de ratas Wistar de 19y 28 dias de edad (3 ratas distintas
de cada edad).
Fijar las muestras en paraformaldehido al 4% preparado en PBS durante 2 horas.
Lavar 3 veces con PBS durante 1 hora.
Deshidratar las muestras con las siguientes soluciones graduales de alcohol durante 60
minutos en cada una:

30%

50%

60%

70%

80%

90%

100% (2 cambios)

Colocar las muestras en una mezcla de etanol-xilol (1:1) 30 minutos.
Extraer la solucion y agregar Xilol-Aceite de cedro (1:1) durante 30 minutos.
Retirar la solucién y afiadir parafina-xilol y dejar reposar durante una hora a 58°C.
Depositar las muestras en parafina pura (Parafina 1), y dejar reposar 60 minutos a 582C.
Depositar las muestras en parafina pura (Parafina 2), y dejar reposar 60 minutos a 582C.
Antes de iniciar el proceso de inclusidn, calentar las pinzas con las que se manipularan las
muestras.
En moldes plasticos, agregar parafina pura a 58°C y acomodar las muestras en el centro del
molde.
Por ultimo, dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente para que solidifique la
parafina.

ii. Tincion Hematoxilina-Eosina.

1.

w

Elaborar cortes histolégicos seriados, con un espesor de 7 um. Realizar cortes de los ovarios
derecho e izquierdo. Colocar los cortes en portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina y dejar
dentro de la estufa a 37°C durante 24 horas.

Para iniciar la desparafinacién, colocar los cortes histoldgicos dentro de la estufa durante
10 minutos a una temperatura de 60°C.

Sacar los cortes histoldgicos de la estufa y dejarlos enfriar a temperatura ambiente.
Desparafinar los cortes colocandolos en Xilol durante 10 minutos y posteriormente, en cada
uno de los siguientes alcoholes graduales, durante 10 minutos:
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10.
11.

12.

13.

Xilol absoluto
Etanol absoluto
Etanol 90%
Etanol 70%
Etanol 50%
Etanol 30%

Enjuagar durante 10 minutos en agua destilada.
Sumergir los cortes en PBS durante 10 min.
Sumergir los cortes desparafinados en hematoxilina durante 10 minutos. Retirar el
colorante.
Enjuagar durante 10 minutos en agua corriente.
Sumergir las muestras en agua destilada, posteriormente en etanol dcido (HCI 1% en Etanol
al 70%) después en agua amoniacal (NH40H 1%) y finalmente en etanol al 50% durante unos
segundos.
Depositar en eosina alcohdlica durante 10 minutos.
Enjuagar por unos segundos los cortes histoldgicos en las siguientes soluciones:
Etanol 80%.
Etanol 90%.
Etanol absoluto.
Etanol-Xilol.
Xilol absoluto.
Realizar el montaje de las muestras con resina sintética y dejar secar dentro de la estufa a
40°C.
Observar en el microscopio Nikon Eclipse E600 y tomar fotografias de las secciones de los
ovarios utilizando una camara digital Nikon DXM1200.

iii. Inmunolocalizacion de las proteinas BECN1, LC3A, mTORp2448, TSC1, TSC2,
ULK1-555 y ULK1-757.

d

Desparafinar e hidratar los cortes histologicos.

Enjuagar en PBS 1X durante 10 minutos.

Para la recuperacién antigénica, colocar los cortes histoldgicos en un vaso de coplin con
buffer de citratos (BioGenex). En bafio Maria, introducir al microondas el vaso de coplin en
potencia 10 con una duracion de 3 minutos, posteriormente a una potencia de 3 durante 6
minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Bloguear con Glicina 100 mM en PBS

Lavar con PBS (3 lavados de 3 minutos cada uno)
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia.

Especies Proveedor/Catalogo Concentracion
hospedadoras
o uL/pL de PBS 1X
Anticuerpo primario
(o)
Anti-BECN1 Conejo. Abcam, ab62557 1/50
Anti-LC3-A Raton. Abcam, ab168803 1/100
Anti-mTORp Conejo. Abcam, ab84400 1/50
Anti-TSC1 Conejo. Merck, PRS3505 1/200
Anti-TSC2 Raton. LSBio-LSb613 1/200
Anti-ULK1-555 Conejo. Cell Signaling 1/50
Technology. D706U
Anti-ULK1-757 Conejo. Cell Signaling 1/200
Technology. D706U
Anticuerpo
secundario

AlexaFluor 488 Cabra Life technologies. 1/200

(GAM) FITC A-11034
AlexaFluor 594 Raton Life technologies. 1/200

(GAM) RT A-11032
AlexaFluor 594 (GAR) Cabra Life technologies. 1/200

RT

A-11037

Incubar con anticuerpo primario en camara hiumeda a 4°C durante toda la noche (Tabla 4).

7
8. Lavar 3 veces en PBS (cada 3 minutos).
9

Incubar con anticuerpo secundario durante 2 horas (Tabla 4).

10. Lavar 3 veces en PBS (cada 3 minutos).
11. A cada muestra agregar DAPI (SIGMA) (10 uM) durante 1 minuto.
12. Lavar 3 veces en PBS (cada 3 minutos).

13. Agregar medio de montaje Fluoroshield Eyedropper (abcam).

14. Digitalizar imdagenes.
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iv. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia.

1. Cuantificar la fluorescencia de las imdagenes capturadas digitalmente, utilizando el programa
Image J (Programa de Java de procesamiento y analisis de imagenes).

2. Analizar los datos de intensidad de fluorescencia (pixeles/cm?) realizando una prueba de t
de Student con un valor de significancia de P<0.05 con una “n” de 30 para los ovocitos
caracterizados como normales, autofdgicos y apoptoticos, para determinar si hay
diferencias entre la expresidon de las proteinas autofagicas en ovocitos atrésicos y los
ovocitos sanos.
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IX. Resultados.

1. Morfologia del desarrollo folicular en ovario de rata de 19 y 28 dias.

Las tinciones con hematoxilina y eosina permitieron observar la morfologia de los foliculos
en los ovarios de ratas de 19 y 28 dias de edad. Se identificaron foliculos en diferentes
etapas del desarrollo folicular como primarios, secundarios, preantrales y antrales de
diferentes tamanos (figuras 23 y 24). Los foliculos en atresia se identificaron por el cambio
de la forma del foliculo de redondo a ovalado, las células de la granulosa se encuentran
separadas entre si y han perdido el contacto con el ovocito (figuras 22 y 23).

_Epitelio
superficial

Fig. 22. Corte longitudinal de ovario de rata de 19 dias tefiido con hematoxilina y eosina.
Se observa el epitelio superficial recubriendo el ovario, también se aprecia la corteza (C) en
donde se encuentran foliculos en distintas etapas del desarrollo. En el centro se encuentra
la médula (M).
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superficial

Fig. 23. Corte longitudinal de ovario de rata de 28 dias tefiido con hematoxilina y eosina.
En este corte se aprecia el epitelio superficial recubriendo el ovario, se observa la corteza
(C) en donde se encuentran foliculos en distintas etapas del desarrollo. Ubicada en el centro
se encuentra la medula (M).

Las observaciones al microscopio éptico, utilizando objetivos de 100X (figuras 24 y 25),
evidenciaron que los ovocitos de foliculos atrésicos presentan una forma irregular, las
células de la granulosa se compactan, pierden las conexiones celulares con el ovocito y se
separan entre ellas. Adicionalmente, se identificd que varios ovocitos presentaban regiones
claras en el citoplasma, estas regiones corresponden a vesiculas claras. En la figura 24A, se
observa un foliculo primario cuyo ovocito presenta forma irregular y regiones claras en el
citoplasma. La figura 24B muestra un foliculo primario, en donde aprecia la separacién que
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existe entre las células de la granulosa y el ovocito. En el citoplasma del ovocito se
distinguen multiples vesiculas claras. En la figura 24C, se identifica un foliculo preantral. Este
foliculo presenta un ovocito que ha perdido su forma circular, ademas se encuentran
multiples vesiculas citoplasmaticas. Otra caracteristica importante es que las células de la
granulosa presentan una separacion del ovocito. La figura. 24D, muestra un foliculo antral
atrésico, dentro del foliculo el ovocito ha perdido su morfologia regular y las células de la
granulosa ya no estdn en contacto con el ovocito. En el citoplasma del ovocito se aprecian
vesiculas claras. Las imdgenes E y F corresponden a foliculos antrales atrésicos, en estas
imagenes es posible observar que las células de la granulosa se han separado por completo
del ovocito, de igual forma, en el citoplasma del ovocito se observan abundantes vesiculas
claras. Asimismo, se observa que ambos ovocitos han adquirido una forma irregular.
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Fig. 24. Cortes de ovario de rata de 19 dias de edad. A) foliculo primario, una capa simple
de células de la granulosa rodea al ovocito que tiene una forma ovalada. B) muestra un
foliculo primario cuyo ovocito posee una morfologia irregular, las células de la granulosa
estan separadas del ovocito. Las imagenes C) y D) foliculos preantrales; E) y F) foliculos
antrales. Los foliculos de C a F poseen ovocitos en los que se aprecia el citoplasma con
vesiculas claras (flechas). Tincién hematoxilina y eosina.
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Con respecto a los ovarios de rata de la edad de 28 dias, se identificaron foliculos en
diferentes etapas del desarrollo. Los foliculos atrésicos presentan ovocitos con formas
irregulares, las células de la granulosa se encontraban separadas entre ellas y se perdian las
conexiones entre los ovocitos y las células de la granulosa (figura 25). La figura 25A, muestra
un ovocito primario cuyo citoplasma posee vacuolas claras. La figura 25B, ilustra un foliculo
secundario, existe una clara separacién entre las células de la granulosa, el ovocito presenta
vacuolas claras en su citoplasma y una forma irregular. En la figura 25C, se observa un
foliculo antral, que presenta un ovocito que conserva su forma redondeada, en el
citoplasma se aprecian vesiculas claras y las células de la granulosa se encuentran
fuertemente compactadas y separadas del ovocito. La figura 25D ilustra un foliculo antral,
en él se aprecia claramente que las células de la granulosa muy compactadas y que han
perdido las uniones celulares entre ellas y el ovocito. El ovocito muestra algunas vesiculas
claras en el citoplasma.

Fig.25. Foliculos atrésicos de ovario de rata de 28 dias tefiidos con hematoxilina y eosina.
A) Foliculo primario, se observan las células foliculares rodeando al ovocito, la mayoria de
estas células han perdido conexién con el ovocito, también se aprecia un ovocito con una
forma irregular. B) Foliculo secundario, el ovocito tiene forma irregular, las células de la
granulosa que estan desprendidas del ovocito. En C) se identifica un foliculo preantral,
algunas células de la granulosa han comenzado a perder contacto con el ovocito, por otro
lado, el ovocito ha perdido su forma regular. D) foliculo antral en atresia, las células de la
granulosa estan fuertemente compactadas, ya no se encuentran unidas entre si, ni con el
ovocito. En todos estos ovocitos se aprecia el citoplasma con vesiculas claras (flechas).
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2. ldentificacion de las proteinas pro-autofagicas

Para identificar al proceso autofagico en ovocitos atrésicos, se realizé la inmunodeteccién
de las proteinas Beclina 1, LC3A y mTORp en cortes de ovario de rata de 19 y 28 dias de
edad.

Las observaciones del material utilizado para las inmunolocalizaciones permitié identificar
foliculos con ovocitos sanos, otros con abundantes vesiculas claras en el citoplasma
(autofagicos) y otros fuertemente compactados (apoptéticos). Se pudo identificar que, en
ambas edades estudiadas, los ovocitos de foliculos atrésicos con vesiculas claras en el
citoplasma contienen una cantidad mayor de marcaje positivo por el anticuerpo dirigido
contra las proteinas Beclina 1 y LC3-A en comparacidon con los ovocitos de foliculos normales
0 no atrésicos (figuras 26 y 27). Lo que permite determinar que las células con vesiculas
claras se encuentran bajo una importante actividad autofagica.
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Fig.26. Inmunolocalizacién de Beclina 1 en ovario de rata de 19 dias. De izquierda a derecha
se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-diamidino-2-
fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. Se determiné la morfologia de cada
ovocito con la imagen obtenida con la iluminacion de contraste de fases (C.F.). El ovocito
(O) normal presenta una morfologia circular, las células de la granulosa (flecha) poseen
contacto entre ellas, ademas se observa que mantienen conexiones con el ovocito (puntas
de flecha). El ovocito autofagico presenta morfologia irregular asimétrica, posee multiples
vesiculas (flechas punteadas) en el citoplasma, las células de la granulosa ya no mantienen
conexiones entre si y se observa pérdida de contacto entre las mismas y el ovocito. El
ovocito apoptdtico presenta el citoplasma con fuerte condensacién. Los ovocitos
autofagicos presentaron una marca positiva por el anticuerpo dirigido para Beclina 1 mayor
gue los ovocitos normales y los apoptoéticos. Barra de calibracion de 10 um.
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Fig.27. Inmunolocalizacién de BECN1 en ovario de rata de 28 dias. De izquierda a derecha se
observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincién hecha con 4',6-diamidino-2-
fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacidon de la proteina. El ovocito identificado como normal
presenta morfologia regular, las células de la granulosa (flecha) poseen contacto entre ellas
y se observa claramente que mantienen conexiones con el ovocito (puntas de flecha). El
ovocito autofdgico presenta morfologia irregular asimétrica, posee multiples vesiculas
(flechas punteadas) en el citoplasma, las células de la granulosa mantienen poca o nula
conexion entre ellas y se observa pérdida de contacto entre las mismas y el ovocito. El
ovocito apoptdtico presenta una forma irregular del citoplasma, condensacién vy
fragmentacion celular. Los ovocitos distinguidos como: Normal, autofagico y apoptédtico
presentaron marca positiva hacia el anticuerpo dirigido para la proteina Beclina 1. Los
ovocitos autofdgicos presentaron una marca posita mayor hacia el anticuerpo dirigido
contra Beclina 1 en comparacién con los ovocitos normales y apoptéticos. Barra de
calibracion de 10um.
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Considerando la importancia de asegurar que el proceso de autofagia se presenta en las
células de foliculos atrésicos, se identificod la presencia de la proteina LC3A en cortes de
ovarios de rata de 19 y 28 dias de edad. Los resultados mostraron que, en efecto, las células
gue poseen una gran cantidad de vesiculas claras corresponden a una mayor marca positiva
a lainmunodeteccidn de la proteina LC3A (figuras 28 y 29).

DAPI LC3A

A NORMAL

L4

APOPTOTICO AUTOFAGICO

Fig. 28. Inmunolocalizacién de LC3A en ovario de rata de 19 dias. De izquierda a derecha se
observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-diamidino-2-
fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. Los ovocitos se clasificaron de
acuerdo con la morfologia como: normal, autofagico y apoptético. El ovocito normal (O)
presenta forma regular, las células de la granulosa (flecha) poseen contacto entre ellas,
ademads se observa que mantienen conexiones con el ovocito (puntas de flecha). El ovocito
autofagico presenta morfologia asimétrica, posee multiples vesiculas (flechas punteadas)
en el citoplasma, las células de la granulosa ya no mantienen conexiones entre si y se
observa pérdida de contacto entre las granulosas y el ovocito. El ovocito apoptdtico



presenta citoplasma compacto. La sefal positiva de LC3A es mayor en los ovocitos
autofagicos. Barra de calibracion de 10um.
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Fig.29. Inmunolocalizacién de LC3A en ovario de rata de 28 dias. De izquierda a derecha se
observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincién hecha con 4',6-diamidino-2-
fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. Se identificé la morfologia de cada
ovocito utilizando la imagen correspondiente al contraste de fases, estos fueron
caracterizado como: normal, autofagico y apoptodtico. El ovocito (O) definido como normal
presenta morfologia regular, las células de la granulosa (flecha) poseen contacto entre ellas
y se observa claramente que mantienen conexiones con el ovocito (puntas de flecha). El
ovocito autofagico presenta morfologia irregular asimétrica, posee multiples vesiculas
(flechas punteadas) en el citoplasma, las células de la granulosa mantienen poca o nula
conexidn entre ellas y se observa pérdida de contacto entre las células de la granula y el
ovocito. El ovocito apoptdtico presenta una forma irregular del citoplasma, condensaciény
fragmentacidn celular. Los ovocitos distinguidos como: normal, autofdgico y apoptodtico
presentaron marca positiva de la proteina LC3A. Los ovocitos autofagicos presentaron una
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marca positiva mayor de LC3A en comparacién con los ovocitos normales y apoptodticos.
Barra de calibracion de 10um.

Considerando que todas las células de manera constitutiva llevan a cabo el proceso de
autofagia para eliminar organelos en desuso o diferentes elementos citoplasmaticos que
deben ser degradados, es necesario distinguir entre el evento autofagico que de manera
fisiolégicamente normal se lleva a cabo en las células, de aquél que puede estar
contribuyendo a la muerte celular. Para ello se realizé la cuantificacidn de intensidad de
fluorescencia correspondiente a la marca positiva para cada una de las proteinas
identificadas.

Los datos mostraron que las células caracterizadas como autofdgicas, presentan una
cantidad significativamente mayor que las normales o las apoptoéticas (figuras 30 y 31)
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Fig.30. Cuantificacidn de la intensidad de fluorescencia de la marca positiva para la deteccion
de Beclina 1. La imagen A representa los datos cuantitativos de la fluorescencia emitida por
el anticuerpo secundario en los ovocitos normales, apoptdticos y autofagicos de ratas de 19
dias de edad. Se observa una intensidad de fluorescencia significativamente mayor del
anticuerpo dirigido contra Beclina 1 en ovocitos autofagicos. En la imagen B se representa
la marca positiva de fluorescencia para Beclina 1 emitida por el anticuerpo en ovocitos
normales, apoptdticos y autofagicos de ovarios de rata de 28 dias. Se observa una diferencia
significativa de Beclina 1 en ovocitos autofagicos.
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Fig.31. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia emitida por LC3A. A) fluorescencia
emitida por el anticuerpo en los ovocitos normales, apoptéticos y autofagicos de ratas de
19 dias de edad. En la imagen A se logra observar una intensidad de fluorescencia
significativamente mayor del anticuerpo dirigido contra LC3A en ovocitos autofagicos. En la
imagen B se observan los datos cuantitativos para los ovocitos de ovarios de rata de 28 dias,
los ovocitos autofdgicos muestras mayor cantidad de fluorescencia.

Deteccion de mTORpS2448

Para identificar el tipo de sefiales involucradas en el inicio del proceso de autofagia en los
ovocitos atrésicos, se inmunodetectd a la proteina mTORpS2448, la que bajo condiciones
altas en nutrientes tiene una mayor presencia que cuando hay una ausencia de éstos. Los
resultados permitieron identificar foliculos con ovocitos sanos, otros con multiples vesiculas
claras en el citoplasma (autofagicos) y otros claramente compactados (apoptéticos). Se
pudo identificar que en ambas edades estudiadas, los ovocitos de foliculos atrésicos con
vesiculas claras en el citoplasma contienen una cantidad menor de marca positiva a la
proteina mTORpS2448 que los ovocitos de foliculos normales o no atrésicos (figuras 32 y
33). Lo que permite determinar que las células con vesiculas claras se encuentran bajo una
disminucion de nutrientes importante que afecta el desarrollo de los ovocitos.
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Fig.32. Inmunolocalizacién de mTORpS2448 en ovario de rata de 19 dias. De izquierda a
derecha se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-
diamidino-2-fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. La imagen
correspondiente al contraste de fases nos permite identificar la morfologia de cada uno de
los ovocitos como: normal, autofagico y apoptadtico. El ovocito (O) normal posee morfologia
regular, las células de la granulosa (flecha) mantienen contacto entre ellas y se identifica
gue mantienen conexiones con el ovocito (puntas de flecha). El ovocito autofagico posee
morfologia irregular asimétrica, presenta multiples vesiculas (flechas punteadas) en su
citoplasma, la mayoria de las células de la granulosa han perdido conexion entre ellas y se
observa la perdida de contacto entre las células de la granulosa y el ovocito. El ovocito
apoptético posee citoplasma condensado y fragmentacién celular. Los ovocitos autofagicos
presentaron una marca positiva significativamente menor del anticuerpo dirigido contra la
proteina mTORpS2448 en comparacion con los ovocitos normales y apoptéticos. Barra de
calibracion de 10um.
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Fig.33. Inmunolocalizacién de mTORpS2448 en ovario de rata de 28 dias. De izquierda a
derecha se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-
diamidino-2-fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. En la imagen de
contraste de fases se aprecia la morfologia de cada uno de los ovocitos distinguiendo asi:
normal, autofagico y apoptético. El ovocito (O) normal posee morfologia regular, las células
de la granulosa (flecha) mantienen contacto entre ellas y se identifica que mantienen
conexiones con el ovocito (puntas de flecha). El ovocito autofagico presenta multiples
vesiculas (flechas punteadas) en su citoplasma, la mayoria de las células de la granulosa han
perdido conexién entre ellas y se observa la pérdida de contacto entre las células de la
granulosa y el ovocito. El ovocito apoptético presenta condensacion y fragmentacion
celular. En los ovocitos normales se observa mayor marca en comparacion con los ovocitos
autofagicos. Barra de calibracion de 10 um.

Las imagenes de las inmunolocalizaciones permitieron definir que existe una marca mayor
de mTORpS2448 en los ovocitos normales que en los autofagicos. Para determinar si la
diferencia es estadisticamente significativa, se realizdé una cuantificacion de intensidad de
fluorescencia en lo ovocitos de cada una de las edades estudiadas (figura 34). Los analisis
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estadisticos mostraron que en la cantidad de proteina mTORpS2448 expresada en los
ovocitos no autofagicos es significativamente mayor que en los autofagicos, corroborando
asi que existe una importante actividad autofagica en los ovocitos con vesiculas claras en el
citoplasma.
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Fig.34. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia emitida por el anticuerpo dirigido
hacia mTORp. La imagen A corresponde al grafico realizado para representar la
fluorescencia emitida por el anticuerpo en los ovocitos normales, apoptéticos y autofagicos
de ratas de 19 dias de edad. Se observa una intensidad de fluorescencia significativamente
mayor de mTORpS2448 en ovocitos normales. En la imagen B se aprecia un
comportamiento semejante en los ovocitos de ratas de 28 dias.

Deteccidn de la proteina ULK1pS757

Una vez definido el proceso de autofagia en los ovocitos atrésicos, se buscé identificar si la
actividad autofdgica tenia una relacién directa con la limitacién de nutrientes, por lo que se
inmunodetectd la proteina ULK1pS757, la que bajo condiciones altas en nutrientes posee
mayor presencia que cuando hay una ausencia de ellos. Los resultados permitieron
identificar que, en ambas edades estudiadas, los ovocitos de foliculos atrésicos con
vesiculas claras en el citoplasma contienen una cantidad menor de marca positiva a la
proteina ULK1pS757, en comparacién con los ovocitos de foliculos normales o no atrésicos
(figuras 35 y 36). Esto evidencia que las células con vesiculas claras se encuentran bajo una
disminucion de nutrientes lo que afecta el desarrollo de los ovocitos y promueve el inicio
de la autofagia.
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Fig.35. Inmunolocalizacién de ULK1pS757 en ovario de rata de 19 dias. De izquierda a
derecha se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-
diamidino-2-fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. La imagen referente al
contraste de fases muestra la morfologia de los ovocitos que permite identificar tres tipos:
normal, autofdgico y apoptético. El ovocito normal (O) presenta morfologia regular, las
células de la granulosa (flecha) mantienen contacto entre ellas y se observa que disponen
de conexiones con el ovocito (puntas de flecha). Los ovocitos sefialados como autofagicos,
se caracterizan por presentar multiples vesiculas (flechas punteadas) en el citoplasma,
ademas la mayoria de las células de la granulosa han perdido conexidn entre ellas y se ha
perdido el contacto entre las células de la granulosa y el ovocito. El ovocito apoptdtico
presenta condensacion y fragmentacién celular. Los ovocitos normales presentaron una
marca mayor a ULK1pS757en comparacién con los ovocitos autofdgicos y apoptdticos.
Barra de calibracién de 10pum.
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Fig.36. Inmunolocalizacién de ULK1-757 en ovario de rata de 28 dias. De izquierda a derecha
se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-diamidino-2-
fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizaciéon de la proteina. El contraste de fases permite
identificar la morfologia de los ovocitos en tres tipos: normal, autofagico y apoptético. El
ovocito (O) normal se caracterizd asi ya que presenta morfologia regular, las células de la
granulosa (flecha) mantienen contacto entre ellas y se observa que disponen de conexiones
con el ovocito (puntas de flecha). Los ovocitos sefialados como autofagicos la mayoria de
las células de la granulosa han perdido conexion entre ellas y otra caracteristica importante
es la pérdida de contacto entre las células de la granulosa y el ovocito. El ovocito presenta
una forma irregular en su citoplasma y condensacién y fragmentacién celular. Los ovocitos
normales presentaron una marca mayor de fluorescencia emitida por el anticuerpo dirigido
contra la proteina ULK1-757 en comparacidn con los ovocitos autofagicos y apoptéticos.
Barra de calibracién de 10um.



Deteccion de la proteina ULK1pS555

Para definir la ruta de sefializacion de la autofagia se realizd la inmunodeteccion de la
proteina ULK1pS555 la cual es activada para que se inicie el procede de autofagia. Los
resultados permitieron identificar foliculos con ovocitos sanos, otros con multiples vesiculas
claras en el citoplasma (autofagicos), asi como algunos ovocitos compactados (apoptéticos).
Se logrdé identificar que, en ambas edades estudiadas, los ovocitos de foliculos atrésicos con
vesiculas claras en contenidas en su citoplasma presentan una cantidad mayor de marca
positiva de la proteina ULK1pS555 en contraste con los ovocitos de foliculos normales o no
atrésicos (figuras 37 y38). Esto nos permite determinar que las células con vesiculas claras
se encuentran bajo una importante actividad autofdgica inducida por estimulos no
relacionados directamente con la limitacion de nutrientes.
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DAPI ULK1-555

Fig.37. Inmunolocalizacién de ULK1pS555 en ovario de rata de 19 dias. De izquierda a
derecha se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-
diamidino-2-fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. El ovocito (O) normal
presenta morfologia regular, las células de la granulosa (flecha) mantienen contacto entre
ellas y se observa que disponen de conexiones con el ovocito (puntas de flecha). Los
ovocitos sefialados como autofdagicos, poseen multiples vesiculas (flechas punteadas) en el
citoplasma, ademas la mayoria de las células de la granulosa han perdido conexién entre
ellas y otra caracteristica importante es la pérdida de contacto entre las células. de la
granulay el ovocito. Los ovocitos autofagicos presentaron una marca mayor de flurescencia
emitida por el anticuerpo contra ULK1-555 en comparacién con los ovocitos normales y
apoptéticos. Barra de calibracién de 10um.
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Fig.38. Inmunolocalizacién de ULK1pS555 en ovario de rata de 28 dias. De izquierda a
derecha se observa la imagen de contraste de fases (C.F.), la tincion hecha con 4',6-
diamidino-2-fenilindo (DAPI) y la inmunolocalizacién de la proteina. Las células de la
granulosa (flecha) en los ovocitos normales mantienen contacto entre ellas y se observa
que disponen de conexiones con el ovocito (puntas de flecha). Los ovocitos autofagicos
poseen multiples vesiculas (flechas punteadas) en el citoplasma, ademas la mayoria de las
células de la granulosa han perdido conexién entre ellas y con el ovocito. Los ovocitos
autofagicos presentaron una marca mayor de fluorescencia emitida por el anticuerpo
dirigido contra la proteina ULK1pS555 en comparacion con los ovocitos normales y
apoptéticos. Barra de calibracién de 10um.



TSC2 en ovocitos autofagicos

Los resultados obtenidos con respecto al incremento de las proteinas autofagicas en los
ovocitos con vesiculas claras en el citoplasma, han mostrado que en los ovarios de rata de
19 y 28 dias se lleva a cabo el proceso autofagico. Asi mismo, los niveles incrementados de
la marca correspondientes a la proteina ULK1pS555, sugieren que la autofagia puede estar
influenciada por la limitacion de energia. Para definir la influencia de este factor se
identifico la presencia y ausencia de las proteinas TSC1 y TSC2 en los ovocitos autofagicos.
Los resultados mostraron, en los ovocitos identificados como sanos la cantidad de
fluorescencia emitida por el anticuerpo contra TSC1 es mayor que TSC2. Por otro lado, los
ovocitos que presentan vesiculas claras en su citoplasma identificados como autofagicos,
se observa que tienen una fluorescencia mayor de las proteinas BECN1, LC3A y TSC2
mientras que TSC1 mantiene una menor fluorescencia. Este mismo fendmeno se observa
en los ovocitos de ovarios de rata de 28 dias de edad, ya que en los ovocitos autofagicos la
marca de TSC2 es mayor en comparacion con los normales y también TSC1 es muy baja en
los ovocitos autofagicos.
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TSC2

Fig.39. Inmunolocalizacién de BECN1, LC3A, TSC1 y TSC2 en cortes seriados de ovocito
normal de rata de 19 dias. En la parte superior de la imagen se muestra el contraste de fases
la tincion hecha con 4',6-diamidino-2-fenilindo (DAPI) del lado izquierdo y la
inmunolocalizacién de la proteina del lado derecho. El ovocito tiene una morfologia regular
de las células somaticas, las células de la granulosa poseen contacto entre ellas, ademas las
células de la granulosa mantienen conexiones con el ovocito. Se aprecia una marca positiva
a las proteinas BECN1, LC3A y TSC2. El anticuerpo dirigido contra TSC1 muestra una mayor
intensidad de marcado que TSC2. Barra de calibracion de 10um.
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T8C2

Fig.40. Inmunolocalizacién de BECN1, LC3A, TSC1 y TSC2 en cortes seriados de ovocitos
autofagicos de rata de 19 dias. En la parte superior de la imagen se muestra el contraste de
fases la tincion hecha con 4',6-diamidino-2-fenilindo (DAPI) del lado izquierdo y la
inmunolocalizacién de la proteina del lado derecho. El ovocito presenta multiples vesiculas
en el citoplasma, las células de la granulosa ya no mantienen conexiones entre si y se
observa pérdida de contacto entre las células de la granula y el ovocito. La presencia de
BECN1, LC3A y TSC2 se muestra elevada con respecto a las marcas observadas en el ovocito
normal. El anticuerpo dirigido contra TSC2 se observa en mayor cantidad con respecto a la
marca positiva para TSC1. Barra de calibracién de 10pum.
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Fig.41. Inmunolocalizacién de BECN1, LC3A, TSC1 y TSC2. Cortes seriados de ovocito normal
de ovario de rata de 19 dias. En la parte superior de la imagen se muestra el contraste de
fases la tincién hecha con 4',6-diamidino-2-fenilindo (DAPI) del lado izquierdo y la
inmunolocalizacién de la proteina del lado derecho. Se observa una baja marca positiva para
BECN1, LC3A y TSC2. El anticuerpo contra TSC1 presenta una sefal positiva intensa. una
marca posita mayor de TSC1 en comparacién con la marca positiva de BECN1, LC3A y TSC2.
Barra de calibracién de 10pum.
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Fig.42. Cortes seriados de ovocito atrésico de ovario de rata de 28 dias.
Inmunolocalizacion de BECN1, LC3A, TSC1 y TSC2. En la parte superior de la imagen se
muestra el contraste de fases la tincién hecha con 4',6-diamidino-2-fenilindo (DAPI) del lado
izquierdo y la inmunolocalizacion de la proteina del lado derecho. El ovocito presenta una
intensa marca positiva a las proteinas autofagicas BECN1 y LC3A. TSC2 tiene una mayor
presencia que TSC1. Barra de calibraciéon de 10um.
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X. Analisis de resultados.

La autofagia es un mecanismo evolutivamente conservado, durante el cual el contenido
citoplasmatico es secuestrado dentro de vesiculas autofagicas y posteriormente es dirigido al
lisosoma para su degradacion (Debnath et al., 2005). Este evento es reconocido como un
mecanismo de supervivencia celular bajo condiciones de limitacidn de nutrientes (Baehrecke et al.,
2005). Las proteinas de sefializacién y maquinaria que median la formacion de autofagosomas estan
muy conservadas desde levaduras hasta los humanos (Wirth et al., 2019). Varias moléculas y
cascadas de seializacion modulan la autofagia en respuesta a numerosas sefiales celulares y
ambientales. El regulador mejor caracterizado de la autofagia es el complejo mTORC1, esta quinasa
regula negativamente a la autofagia por medio de la inhibiciéon del complejo ULK1, a través de la
fosforilacién directa (Boya et al., 2013). La quinasa mTOR en su forma fosforilada en la serina 2448
(mTORpS2448), hace referencia al estado activo de la proteina, regulando negativamente a ULK1 y
por lo tanto, inhibiendo a la autofagia (Trelford y Di 2021). Los resultados de la presente
investigacidon mostraron que los niveles de marca positiva para la proteina mTORpS2448 poseen una
mayor intensidad de fluorescencia en los ovocitos dentro de foliculos no atrésicos (normales) en
comparacién con los ovocitos con abundantes vesiculas claras, lo que permitié definirlos como
autofagicos. Lo anterior aunado a los resultados obtenidos para la deteccidn de las proteinas
autofagicas BECL1 y LC3A, en donde este mismo tipo de ovocitos con muchas vesiculas claras
presentaron elevado marcaje para BECL1 y LC3, permitieron definir que mTOR puede estar
regulando a ULK1 para inducir autofagia, ya que se ha demostrado que mTOR se inhibe cuando los
aminodacidos son escasos, provocando que las concentraciones de ATP disminuyan, dando como
resultado una activacion de la autofagia (Boya et al., 2013).

Adicionalmente, el andlisis del marcado positivo para las formas fosforiladas de la proteina ULK1 en
la serina 757 y en la 555, evidenciaron que ULK1pS757 tiene una mayor presencia en ovocitos
normales que en los autofagicos. Contrariamente, la proteina ULK1pS555 se encuentra disminuida
en los ovocitos sanos e incrementada en los ovocitos autofagicos. Esto sugiere que en condiciones
ricas en nutrientes y cuando existen factores de crecimiento disponibles en la célula mTORC1
permanece activo y fosforila el complejo ULK1 en la serina 757 para mantener inhibida su activad e
inhibir a la autofagia (Trelford y Di 2021). La marca incrementada de ULK1pS555 en los ovocitos
autofagicos, no sélo sugiere que existe una activacién del proceso autofagico, si no que este evento
puede estar influido por la limitacidon de energia, ya que existe una relacidn entre este tipo de
fosforilacién y la AMPK (Cao et al., 2020).

El supresor de tumores TSC es un heterodimero compuesto por tuberina (TSC2), una proteina
activadora de GTPasa (GAP) y su compafiero de activacion hamartina (TSC1), que localiza el supresor
de tumores TSC en las endomembranas y protege a TSC2 de la degradacién proteasomal (Zhang et
al., 2013). TSC2 es un destacado regulador intrinseco de mTORC1 que actla a través de la
modulacién de RHEB (Ranek et al., 2019). En condiciones de nutrientes Rheb-GTP se une a mTOR,
mientras que en condiciones bajas en nutrientes AMPK fosforila a TSC2 en los sitios T1227 y S1345,
lo que promueve la actividad del complejo TSC1/2 (Huang y Manning, 2008). Bajo estas
circunstancias en donde existe una escasez de nutrientes TSC1/2 actia como GAP hacia Rheb,
originando la desfosforilacién de Rheb-GTP y produciendo Rheb-GDP inactivo, esta reaccién causa
que se desactive la 69 sefializacién de mTORC1 mediada por Rheb (Brugarolas et al., 2004; Budanov
y Karin, 2008; Huang et al., 2008). La inhibicion de la autofagia mediada por TORC1 se libera en
ausencia de aminodcidos y se logra mediante la accién del complejo inhibidor de TORC1 TSC1-TSC2,
lo que provoca el desplazamiento de TORC1 de los lisosomas. La activacién del complejo TSC se
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regula a través de la activacién de AMPK mediada por LKB1, que fosforila TSC2 (Bakula et al., 2017).
Los resultados obtenidos de la inmunolocalizacién de la proteina TSC1 mostraron que la
fluorescencia asociada a la deteccién de esta presenta una mayor intensidad en los ovocitos
identificados como normales; por otro lado, la fluorescencia asociada a la presencia de a proteina
TSC2 mostré una mayor intensidad en los ovocitos identificados como autofagicos. Las
inmunolocalizaciones en cortes seriados de ovocitos de las proteinas TSC1 y TSC2 muestran que,
durante condiciones de inaniciéon y escases de nutrientes, TSC1 parece mantenerse inactiva
mientras que TSC2 se activa, lo que originaria la iniciacidn de la autofagia.

En conclusién, todos estos resultados nos permiten proponer que bajo condiciones de escasez de
nutrientes y factores de crecimiento se propicie que mTOR deje de fosforilar al complejo ULK1 lo
gue desencadena la via de eliminacion autofagica. Ademads, sugieren que las condiciones
prolongadas de estrés causen un estado de inanicidn en las células lo que originaria niveles bajos de
energia por lo que podrian estar involucradas las rutas de sefalizacion de la AMPK/ULK1 y
TSC2/mTORC1.

Xl. Conclusiones.

e En los ovarios de rata de 19 y 28 dias de edad se encuentran presentes foliculos atrésicos
con ovocitos en muerte autofagica.

e Laautofagia en ovocitos de foliculos atrésicos es mediada por la fosforilacion de ULK1 en la
serina 555.

e TSC2 podria estar influyendo sobre la activacion de la autofagia como una consecuencia de
en la disminucidn de nutrientes.

e La muerte autofagica de los ovocitos de rata de 19 y 28 dias podrian involucrar a las rutas
de sefializaciéon AMPK/ULK1 y TSC2/mTOR.
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