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Resumen

La atresia folicular es el mecanismo por el que se eliminan hasta el 99% de las células
germinales femeninas durante la vida de un individuo. La apoptosis juega un papel
importante durante este proceso, participando en la eliminacion de las células de la
granulosa y el ovocito. Sin embargo, en diferentes modelos de animales vertebrados se ha
identificado un proceso de eliminacion celular de ovocitos en el que no sélo participa la
apoptosis, sino que también participa la autofagia. En nuestro grupo de trabajo, se ha
demostrado la presencia de ambas rutas de muerte en células germinales de ratas pre-

puberes de 1 hasta 28 dias de edad, asi como en ratas adultas.

La madurez gonadal y la primera ovulacion en ratas ocurren a los 35 dias de edad, lo que
implica cambios drasticos en la dinamica del ovario. Debido a lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue el de identificar la presencia de ambas rutas de eliminacion y la posibilidad de
que exista interaccion entre ellas en ratas juveniles de 40 dias de edad, ademas de la
descripcion general morfologica del ovario en este periodo transitorio. Para cumplir los
objetivos se realiz6 una tincion general hematoxilina-eosina en cortes de ovario de ratas
juveniles incluidos en parafina. Por otro lado, se analizé6 con inmunodetecciones dobles en
cortes seriados la presencia de los marcadores autofagicos Beclina 1 y LC3, asi como a los
marcadores apoptoticos BAX, BAK y caspasa-3 activa. También se evalud la presencia de la
proteina anti-apoptdtica BCL-2x1l. Se tomd en cuenta la etapa de desarrollo folicular de los
ovocitos estudiados con el fin de comparar la incidencia de los diferentes tipos de muerte

celular en esta edad con la de ratas pre-puberes y adultas.

Los resultados obtenidos durante este trabajo demuestran la presencia de apoptosis y
autofagia simultdnea en ovocitos atrésicos a los 40 dias de edad. Se identificé a una
poblacion de ovocitos atrésicos en la que la via autofagica se encuentra incrementada. Este
tipo de ovocitos también son positivos a los marcadores pro-apoptoticos estudiados. En
cambio, la presencia de BCL-2xl en ovocitos a los 40 dias de edad es minima. Se identifico
co-localizacion entre las sefiales de BAX y BAK con Beclina 1, lo que sugiere que estas

proteinas estan siendo eliminadas via autofagia, por lo que se le podria atribuir un papel de



supervivencia celular en este contexto. Sin embargo, en ovocitos con autofagia incrementada
la proteina ejecutora de apoptosis caspasa-3 activa también se incrementa. La incidencia de
muerte celular debida a ambos procesos parece ser menor a la que existe en ratas prebuberes,
y se asemeja mayormente a ratas adultas que se encuentran en la etapa de estro del ciclo

estral.



Abstract

Follicular atresia is the mechanism through which up to 99% of female germ cells are
eliminated during the life of an individual. Apoptosis plays a key role during this process,
participating in the elimination of granulosa cells and the oocyte. Still, in various animal
models, the apoptosis process doesn’t act alone, but has been identified to act together with
autophagy. Our work group has demonstrated using in vivo studies the participation of both
cell death mechanisms in atretic germ cells in pre-pubertal rats from 1 to 28 days of age, as

well as in adult rats.

In rats, gonadal maturity together with the first ovulation happen at 35 days of age, which
implies drastic changes in the ovary dynamics. Therefore, we sought to analyze with detail
the ovary morphology in 40 day old juvenile rats, and to investigate the participation of both
cell elimination pathways, as well as their possible interaction at this developmental stage..
In order to accomplish these objectives a hematoxilin and eosin staining method was utilized
on parafin-embeded ovary sections. In addition, autophagic proteins Beclin 1 and LC3,
together with pro-apoptotic BAX, BAK and active caspase-3 were simultaneously
immunodetected on serial ovary sections. The presence of anti-apototic BCL-2xl was also
evaluated. The follicular development stage at which the atretic oocytes were found was
taken into consideration in order to compare the incidence of the different types of cell death

mechanisms at this age with those of pre-pubertal and adult rats.

The results obtained during this project confirm the simultaneous presence of apoptosis and
autophagy in atretic oocytes in 40 day old rats. An oocyte population in which autophagy is
incremented was identified. These autophagy-positive oocytes were also positive to the
analyzed pro-apoptotic proteins. In contrast, BCL-2xl was practically absent in the studied
oocytes. Discrete points of coincidence in the signals of BAX and BAK with those of Beclin
1 were identified, suggesting that these pro-apoptotic proteins are degraded through
autophagy. This would mean autophagy is playing a pro-survival role in this cellular context.
Regardless, oocytes with increased autophagy also showed an increase in active caspase-3,

an apoptosis-executing protein. The incidence of this kind of combined cellular death



mechanism appears to be smaller to that of pre-pubertal rats, and shows similarities to that

of adult rats in the estrus phase of the estral cycle.



Introduccion

Ovario

El ovario es el 6rgano encargado de la produccion de gametos en hembras, ademas de tener
un papel importante en la regulacion hormonal. Se encuentra recubierto de peritoneo
modificado denominado epitelio germinal, debajo del cual se localiza la tinica albuginea,
que es una capsula de tejido conectivo denso irregular y poco vascularizado (Gartner et al.,
2015). A nivel histologico se pueden distinguir dos regiones diferentes: la medular y la
cortical. La primera se encuentra en el centro del 6rgano y esta formada por tejido conectivo
laxo altamente vascularizado, ademas de contener vasos linfaticos y nervios. Adicional al
tejido conectivo compuesto por fibroblastos, dentro de la médula se pueden encontrar otros
dos tipos de células encargadas de secretar hormonas: las células intersticiales, que secretan
estrogeno, y las células hiliares productoras de androgeno (Ross et al., 2012). La corteza
ovarica rodea a la médula y estd formada por tejido conectivo denominado estroma, el cual
contiene cé€lulas estromales similares a fibroblastos (Gartner et al., 2015). Otros
componentes de la corteza ovarica son los foliculos, los cuales son la unidad funcional del
ovario donde ocurre la formacion de gametos, el cuerpo luteo y el cuerpo albicans. Cada
foliculo estd compuesto por células somaticas denominadas células de la granulosa y de la
teca que rodean a un ovocito, el cual se encuentra detenido en la primera profase de la
meiosis y al atravesar todas las etapas de este tipo de division terminard madurando en un
ovulo. Las células de la granulosa proveen al ovocito las condiciones necesarias para su
manutencion y desarrollo, mientras que las de la teca desempefan un papel de regulacion
hormonal. El desarrollo folicular inicia desde la etapa de gestacion y se mantiene durante la
vida postnatal. Aun asi, no es sino hasta que ocurren los cambios hormonales (que inducen
la madurez sexual), que los ovocitos pueden continuar con la meiosis y el foliculo puede

desarrollarse mas all4 de la etapa antral (Dissen et al., 2003).

La funcion secretora hormonal del ovario depende en parte de la formacion de una glandula
endocrina temporal denominada cuerpo luteo, que se forma a partir de un foliculo maduro
después de que se libera el 6vulo. Al liberarse el 6vulo el foliculo colapsa lo que es seguido

por una remodelacion dréstica del tejido la cual incluye la invasion de vasos sanguineos y de



células de la teca hacia el interior del foliculo y la proliferacion masiva de células de la
granulosa (Norris & Lopez, 2011). Estas ultimas también aumentan considerablemente de
tamafio, incrementan sus reservas lipidicas y se pigmentan de un color amarillo debido a la
produccion de luteina (Murphy, 2004). La formacioén y funcion del cuerpo lateo dependen
de secreciones paracrinas y enddcrinas que incluyen estrogenos, IGF-I (Factor de
Crecimiento similar a Insulina I), IGF-II (Factor de Crecimiento similar a Insulina II), CG
(Gonadotropina Corionica) y LH (Hormona Luteinizante). En el cuerpo lateo los niveles de
colesterol aumentan, lo que permite que se produzcan cantidades altas de progesterona. Si el
ovulo liberado es fecundado, el cuerpo liteo se mantiene y juega un papel importante
durante la gestacion. En caso de no ocurrir fecundacion, éste degenera y forma al cuerpo
albicans, donde las células de la granulosa luteinizadas son remplazadas por tejido estromal

(Ross et al., 2012)

Desarrollo folicular

Durante su desarrollo los foliculos atraviesan una serie de etapas de maduracion que tienen
como consecuencia cambios en la morfologia y dindmica celular. Segin la etapa de
maduracién en la que se encuentren los foliculos se les denomina primordiales, primarios,
secundarios, antrales y preovulatorios (o de Graff) (Figura 1). El tiempo que tardan los
foliculos en madurar varia segun la especie: en ratas toma alrededor de 60 dias para que un
foliculo primordial llegue a la etapa de preovulatorio, aunque en el primer ciclo estral que
tiene como resultado el alcance de la madurez sexual, el tiempo se reduce a unos 35 dias

(McGee & Hsueh, 2000).

El desarrollo folicular comienza con la formacion de foliculos primordiales durante la
diferenciacion gonadal en el embrion. Después de migrar hacia el interior de la génada
bipotencial las células germinales primordiales (PGCs) entran en una etapa proliferativa que
resulta en un incremento en la mitosis y, por ende, en la produccion de un elevado niimero

de células germinales, a partir de ahora denominadas ovogonias (Rojas et al., 2015).



Primordial Primario Secundario Preantral Antral

Figura 1. Etapas del desarrollo folicular. En azul se muestra el ovocito, rodeado por células

de la granulos (ctbicas) y de la teca (aplanadas, en rojo). (Modificado de Orisaka et al., 2011).

Un proceso fundamental durante la ovogénesis es la meiosis, proceso por el cual se da la
recombinacion genética y la reduccion cromosomal. Esta es inducida en hembras por el
acido retinoico y consta de dos fases principales denominadas meiosis [ y meiosis II, siendo
la primera la de mayor duracion. La profase I se subdivide a la vez en leptoteno, cigoteno,
paquiteno y diploteno. Durante estas fases se lleva a cabo la sinapsis cromosomica que
resulta en la recombinacion genética (Keeney, 2009). Las ovogonias comienzan el proceso
meidtico (por lo que ahora reciben el nombre de ovocitos) durante el desarrollo embrionario,
pero no lo completan, sino que se mantienen en diploteno durante toda la vida del organismo
hasta recibir sefiales gonadotropicas que induzcan la maduracion del foliculo. Durante el
inicio de la meiosis los ovocitos se encuentran unidos entre si formando cistos al interior del
ovario fetal, estos cistos germinales comienzan a separarse al morir algunos de los ovocitos
por apoptosis. Los ovocitos que aun son viables son rodeados por células somaticas (o

foliculares) para formar a los foliculos primordiales (Rojas et al., 2015).

Durante cada ciclo reproductivo un ntimero de foliculos son reclutados para continuar con su
desarrollo y formar gametos maduros. El reclutamiento inicial de foliculos primordiales
provoca la proliferacion de las células de la granulosa hasta formar una capa sencilla de
células cubicas que rodean al ovocito. El aumento en el nimero de células de la granulosa se
ve acompanado por el incremento de tamafio del ovocito, el cual seguira creciendo hasta que
el foliculo alcance la etapa antral y el ovocito desarrolle una zona pelicida (McGee &

Hsueh, 2000). El foliculo se considera como secundario cuando cuenta con dos o mas capas
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de células de la granulosa. Durante esta etapa también comienza a diferenciarse la teca
folicular a partir del tejido conectivo en el ovario (Revisado en Vazquez-Nin et al., 2011).
La comunicacién entre el ovocito y las células foliculares durante las primeras fases de
desarrollo es esencial para que la maduracion del foliculo continiie. Se sabe que esta
comunicacion se da a través de moléculas expresadas por el ovocito como el factor de
diferenciacion del crecimiento-9 (GDF-9) y expresadas por las células foliculares como Kit

Ligando (KL) (McGee & Hsueh, 2000).

La division mitotica de las células de la granulosa y el crecimiento del ovocito se mantienen
durante la etapa preantral, asimismo, se completa la adquisicion de la teca. La formacion de
la teca es un proceso independiente de gonadotropinas, ya que las células precursoras de la
teca no tienen receptores para hormona LH y la teca se desarrolla de manera normal en
organismos sin FSH (Hormona Foliculoestimulante). Al desarrollarse la teca se crea un asa
de regulacion ovocito-granulosa-teca en la que la produccién de GDF-9 por el ovocito acta
sobre las células de la teca indirectamente al inducir en células de la granulosa la produccion
de KL e IGF-I. En respuesta a dichas sefiales las células de la teca comienzan a producir
factores androgénicos que estimulan la proliferacion de las células de la granulosa (Orisaka
et al., 2011). La transicion de la etapa preantral a la antral es el momento més susceptible a
la induccion de atresia folicular, por lo que la mayoria de los foliculos no llegaran a ser

antrales (McGee & Hsueh, 2000).

La etapa antral se caracteriza por la formacién y crecimiento de una cavidad denominada
antro folicular. Este antro contiene liquido secretado por las células de la granulosa y
contiene gonadotropinas y lipidos, entre otras cosas (Revisado en Vazquez-Nin et al.,
2011). Durante esta etapa la cavidad antral separa a un estrato de células de la granulosa que
rodean al ovocito del resto de las granulosas, a este estrato se le denomina corona radiata.
El desarrollo durante la etapa antral se wvuelve completamente dependiente de
gonadotropinas al expresar las células de la granulosa receptores a FSH. Por tltimo, antes de
la ovulacion el ovocito reanuda la meiosis y produce el primer cuerpo polar, convirtiéndose
ahora en un ovocito secundario listo para la fertilizacion (Kaipia & Hsueh, 1997; Manabe

et al., 2003; Rojas et al., 2015).
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En todas las especies de mamiferos se libera un nimero limitado de ovocitos en cada ciclo
reproductivo. Debido a que el numero de foliculos que se encuentran en proceso de
maduracion en cada ciclo es mayor al de ovocitos que se liberardn, los foliculos entran en un
proceso de seleccion y dominancia mediado por la secrecion de estrogenos. Las células de la
granulosa adquieren la capacidad de transformar los andrégenos secretados por la teca en
estrogenos durante la etapa antral. Los foliculos que han adquirido la capacidad de secrecion
de estrégenos ganan dominancia debido a que la secrecion de estrégenos forma parte de un
asa de retroalimentacion negativa que disminuye la secrecion de FSH, por lo que los
foliculos que atn son dependientes de esta hormona no pueden continuar con su desarrollo y
entran en un proceso de atresia folicular. Se ha comprobado experimentalmente que mientras
mas avanzado esta el foliculo en su maduracion su dependencia de FSH disminuye, de esta
forma el foliculo dominante escapa del efecto inhibitorio que genera sobre los demas

(Zeleznik, 2003).

Atresia folicular

La atresia folicular es un evento a través del cual se eliminan los foliculos que no son
seleccionados durante el proceso de maduracion. Hasta 99% de los ovocitos (y por ende de
los foliculos) en un organismo serdn eliminados por mecanismos de muerte celular
programada durante la vida de un individuo (Tilly, 2001). La atresia folicular puede suceder
durante cualquier etapa del desarrollo folicular, pero la mayoria de los foliculos que se
vuelven atrésicos lo hacen durante la etapa antral y el periodo de formacién del antro (Chun

et al., 1996).

Morfolégicamente, la atresia folicular se caracteriza por nucleos picnéticos y cuerpos
apoptoticos en células de la granulosa, presencia de macréfagos en el antro folicular,
separacion de las células de la granulosa de la membrana basal del foliculo y fragmentacion
de la misma (Figura 2). El ovocito sufre fragmentacion y se pierde su conexiéon con las
células de la corona (Manabe et al., 2003). En etapas tempranas del desarrollo folicular la

atresia es iniciada por la muerte del ovocito seguida de apoptosis en células de la granulosa,
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en cambio, en etapas antrales de maduracion la atresia comienza con la apoptosis de las
células de la granulosa (Matikainen et al., 2001). A pesar de que la principal via de
eliminacion de células de la granulosa y células de la teca es por apoptosis, los ovocitos
pueden sufrir también un proceso de muerte por autofagia o una combinacion de ambas vias

(Escobar et al., 2008; Ortiz et al., 2006).

Figura 2. Foliculo atrésico: Se puede ver que el foliculo (linea punteada) y el ovocito
(Ov) han perdido su forma esférica. Flecha: Se observa la separacion entre el ovocito y
las células de la granulosa (CG). Cabeza de flecha: células de la granulosa apoptoticas.
T: Células de la teca. Tincion: Hematoxilina-eosina.

Durante su desarrollo los foliculos estan sujetos a un delicado equilibrio hormonal del cual
dependera si los foliculos se tornan atrésicos o no. Existen varios factores de supervivencia
folicular que a través de diferentes vias evitan que el foliculo entre en atresia. Entre estos
factores se encuentran gonadotropinas enddcrinas como FSH y LH que generan
acumulacion de cAMP (Adenosin Monofosfato ciclico) y la subsecuente activacion de la via

de senalizacion de PKA (Proteina Cinasa A). Otros factores de crecimiento producidos
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localmente como IGF-I e IL-1p (Interleucina-1p) sinergizan con los factores endocrinos al
suprimir a la apoptosis. IGF-I actaa al activar la via de fosforilacion de la tirosina, mientras
que IL-1B lo hace al incrementar 6xido nitrico y activar la via dependiente de cGMP

(Guanosin Monofosfato ciclico) (Kaipia & Hsueh, 1997; Chun, 1995).

Los factores intra-ovaricos que inducen atresia folicular incluyen a TNF-a (Factor de
Necrosis Tumoral-a)), actuando a través del receptor con dominio de muerte TNF-RI, el
receptor FAS (Primer receptor de Sefial Apoptotica) y FAS ligando y a IL-6, otra citocina
producida por las células de la granulosa, la cual induce fragmentacion del DNA en las
mismas (Kaipia & Hsueh, 1997). Recientemente también se ha comenzado a discernir el
papel que juegan los miRNAs en la regulacion de la atresia folicular, algunos funcionando
como factores de supervivencia y otros como factores que inducen atresia (Worku et al.,
2017). Se ha documentado ampliamente que la atresia folicular puede estar mediada por

algunas rutas de muerte celular programada como la apoptosis y la autofagia (Tilly, 2001).

Muerte Celular

Para que el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de la homeostasis se den de manera
adecuada en un organismo, las células no s6lo deben proliferar, sino que también se deben
eliminar. Ejemplos en los que ocurre la eliminacion sistematica de células son la formacion
de tejidos y extremidades durante el desarrollo embrionario, asi como a la eliminacion de
células danadas o infectadas para evitar la afectacion de otras células. Este tipo de muerte
celular sigue vias de sefializacion especificas y reguladas, por lo que se le denomina Muerte
Celular Programada (MCP). La MCP es diferente a la muerte celular no controlada como la
necrosis, la que ademas implica la ruptura de la membrana celular y un consecuente proceso

de inflamacion (Alberts et al., 2015; Kerr, 1972).
La MCP se puede distinguir en diferentes tipos segun los mecanismos que actuan y las

caracteristicas observables en la célula que estos generan. El primer tipo de MCP descrito en

1972 por Kerr y colaboradores fue denominado apoptosis, que ademds fue considerada
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como el tnico tipo de muerte celular programada durante unos veinte afios. No fue sino
hasta la ultima década del siglo XX e inicios del XXI que mecanismos alternativos de MCP
comenzaron a ser discutidos, como son la muerte celular autofdgica (o muerte celular
programada tipo II) y la paraptosis (MCP tipo III) (Clarke, 1990; Sperandio et al., 2000).
En ovario se ha observado y descrito a la MCP tipo I y tipo II, funcionando ambas de

manera individual y en ocasiones en conjunto (Escobar et al., 2013; Escobar et al., 2008).

Muerte Celular Programada Tipo I: Apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada evolutivamente conservado en
organismos multicelulares que sucede de manera regular durante la vida embrionaria y
adulta de los organismos, cuya funcion es eliminar células defectuosas, que han llegado al
final de su vida util o que simplemente ya no son requeridas. Morfologicamente, la
ejecucion de la apoptosis tiene como resultado la condensacion del citoplasma y de la
cromatina en la periferia nuclear, el aparente “burbujeo” o blebbing de la membrana
plasmatica y la formacion de cuerpos apoptoticos (Kerr, 1972). El rompimiento del DNA en
fragmentos de aproximadamente 180-200 pares de bases y sus multiplos, es también uno de
los resultados de la apoptosis. Los contenidos de la célula siempre se mantienen rodeados
por la membrana celular por lo que no hay respuesta inflamatoria (Bose, 2015). Finalmente,
los cuerpos apoptoticos en los que degenera la célula son fagocitados por células aledanas y

por macrofagos (Figura 3) (Kasuya, 1997).
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Figura 3. Progresion de la apoptosis (Modificado de Singh & Bose, 2015).

La naturaleza altamente regulada de la apoptosis requiere de una compleja maquinaria de
control y ejecucion, cuyo componente central son un grupo de enzimas cistein-proteasas
denominadas caspasas. Las caspasas utilizan un residuo catalitico de cisteina para cortar a
sus substratos en residuos especificos de éacido aspartico (Singh & Bose, 2015). Las
caspasas comparten caracteristicas con otras proteasas, tal como su produccion en forma de
moléculas precursoras (zimogenos o procaspasas) sin actividad catalitica. El precursor es
activado por un procesamiento proteolitico que puede ser inducido ya sea por una proteasa
distinta o por la forma activa del mismo precursor, un fendémeno conocido como
autocatalisis. Esto significa que las caspasas pueden crear asas de retroalimentacion positiva,
en las que grandes cantidades de procaspasas pasan a su forma activa de manera exponencial

al iniciar la cascada de sefalizacion (Thornberry & Lazebnik, 1998). La estructura
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molecular de las procaspasas es conservada, se caracteriza por un prodominio N-terminal,
una subunidad grande y una subunidad pequena. Para pasar a su forma activa las
procaspasas requieren de una serie de cortes que resultan en la remocion del prodominio y
de la region linker entre la subunidad grande y la pequefia, a continuacion la molécula se
homodimeriza. Como resultado la caspasa activa es un heterotetrdimero de dos unidades,
cada una de las cuales consiste de una subunidad grande y una pequefia (Revisado en

Vazquez-Nin 2011; Cade, 2015).

Las caspasas se clasifican de acuerdo con su funcidén en tres categorias: caspasas pro-
inflamatorias, caspasas iniciadoras de la apoptosis y caspasas ejecutoras de la misma. Las
caspasas iniciadoras, tal como su nombre lo indica, son necesarias para el inicio de la
apoptosis por diferentes vias y su papel es la activacion de las caspasas ejecutoras. Las
caspasas 2, 9, 8 y 10 son caspasas iniciadoras. Las caspasas ejecutoras incluyen a caspasa-3,
6 y 7, éstas son las encargadas de hidrolizar diferentes sustratos celulares como laminas y
otras proteinas encargadas de mantener la integridad estructural de la célula. El corte de
estos sustratos tiene como resultado las caracteristicas morfologicas de la apoptosis

(Philchenkov, 2003; Revisado en Vazquez-Nin, 2011).

Las caspasas son reguladas directamente por un grupo de proteinas que reciben el nombre de
proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs), definidas por contener por lo menos un dominio
conservado BIR (Repeticiones Baculoviricas Inhibidoras de la Apoptosis). Muchas de las
proteinas pertenecientes a este grupo tienen funciones independientes de la apoptosis, pero
su capacidad de secuestrar caspasas las vuelve de especial importancia para la regulacion de
ésta. XIAP (X-linked, IAP), por ejemplo, puede unirse e inactivar a las caspasas 3y 7 en la
fase de ejecucion y a la caspasa-9 durante el inicio de la via intrinseca. Las IAPs son a la vez
reguladas por un grupo adicional de proteinas pro-apotdticas mitocondriales que incluye a

Smac/DIABLO (Garrison et. al., 2011; Maycotte et. al., 2008).
Existen dos vias de activacion principales para la apoptosis (Figura 4). La via extrinseca es

iniciada por sefales tipo receptor-ligando, en las que participan receptores de muerte

pertenecientes a la superfamilia de receptores de factor de necrosis tumoral (TNF).
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Figura 4. Rutas de activacion de la apoptosis (Modificado de Wu et al., 2017).

Los receptores de esta familia contienen un dominio de muerte (DD) intracelular, el cual al
darse la union entre el receptor y el ligando permite que el receptor interactie con otras
proteinas sefalizadoras intermediarias que también tienen un DD. Entre estos receptores de
muerte se incluyen TNF-R1, FAS y TRAIL-R (Receptor de Ligando Inductor de Apoptosis
relacionado a TNF), cuyas respectivas proteinas senalizadoras intermediarias son TRADD

(Proteina de DD Asociada a Receptor TNF tipo 1) para el primero y FADD (Proteina de DD
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Asociada a FAS) para los ultimos dos (Walczak & Kantari, 2011). Las proteinas
sefializadoras intermediarias funcionan como andamiaje para la formacién del complejo
DISC (Complejo de Sefializacién Inductor de Muerte), desde donde el dominio efector de
muerte (DED) libre de los intermediarios recluta y activa a las caspasas iniciadoras de la via
extrinseca caspasa-8 y caspasa-10, las cuales a su vez cortan y activan a las caspasas

ejecutoras de la apoptosis (Singh & Bose, 2015).

La via intrinseca, también conocida como via mitocondrial, puede ser inducida por una
variedad de sefales que incluyen dafio al DNA, radiaciéon UV, potencial redox alterado,
cambios en el metabolismo y dafio intracelular. Esta via involucra a la familia de proteinas
BCL-2, caracterizadas por contener uno o mds dominios de homologia BCL-2 (BH). Las
distintas proteinas de la familia se categorizan en anti-apoptdticas (BCL-2, BCL-2xl, BCL-
W), pro-apoptoticas (BAX, BAK, BOK) y pro-apoptoticas de un s6lo dominio BH3 (BID,
HRK, BIM, PUMA y Noxa entre otras) (Singh & Bose, 2015; Vazquez-Nin 2011). El
evento principal que induce a la muerte celular en esta via es la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial y la liberacion de distintas proteinas para formar al
apoptosoma, lo que lleva a la activacion de las caspasas ejecutoras. En condiciones no
apoptoticas la proteina BAX se encuentra en una conformacién monomérica en el citosol. Al
recibir sefiales de muerte celular se da un incremento en su nivel citosolico, asi como su
translocacion hacia la mitocondria, seguida de un cambio conformacional que permite a la
proteina insertarse en la membrana externa de la mitocondria y oligomerizarse para formar
poros. BAK, en cambio, se encuentra ya en la mitocondria por lo que sélo el cambio
conformacional y la oligomerizacion son necesarios para la formacion de poros. La
oligomerizacion de estas proteinas requiere a otras proteinas pro-apoptoticas de dominio
BH3, especificamente a BID, BIM y PUMA (Letai, 2011). Al permeabilizarse la membrana
se libera al citocromo-c, componente central del apoptosoma. El citocromo-c entonces se
une a los dominios repetidos WD-40 de la proteina citoplasmatica Apaf-1, lo que produce
cambios conformacionales en ésta e induce la formacion del complejo heptamérico que es el
apoptosoma. La formacion del apoptosoma tiene como consecuencia mas cambios en la

estructura de Apaf-1 que posibilitan la interaccion del complejo con procaspasa-9, su
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activacion y por lo tanto la induccién de la cascada de caspasas que culminan en muerte

celular (McStay & Green, 2011).

Los pasos requeridos para la formacion del apoptosoma son regulados negativamente por las
proteinas anti-apoptdticas BCL-2. Estas proteinas funcionan al secuestrar a los factores pro-
apoptoticos e inhibir su funcién. Todas las proteinas anti-apoptdticas pueden secuestrar a
BID, BIM y a PUMA para evitar la activacion de BAX y BAK. Adicionalmente, también
pueden unirse a las formas oligomerizadas de BAX y BAK para evitar la formacion de poros
en la membrana mitocondrial (Letai, 2011).

Existe aun otro tipo de proteinas pertenecientes al grupo de un so6lo dominio BH3 cuya
funcién es inhibir a las proteinas anti-apoptéticas y por lo tanto inducir muerte celular.
Dentro de este grupo estan, por ejemplo, BAD y Noxa que pueden secuestrar a BCL-2

(Rubinstein & Kimchi, 2012; Singh & Bose, 2015).

Ambas vias estan vinculadas en diferentes puntos dentro de las cascadas de sefializacion
antes de culminar en la activacion de caspasas ejecutoras. La caspasa-8, perteneciente a la
via extrinseca, tiene la capacidad de activar a BID y consecuentemente inducir apoptosis
mitocondrial, asimismo, caspasa-3 puede activar a caspasa-8 creando un asa de
retroalimentacion positiva (Harrington et al., 2008). Smac/DIABLO también tiene un papel
importante al promover la actividad de caspasas pertenecientes a la via extrinseca y a la via
intrinseca. Durante la ejecucion de la apoptosis las caspasas 3, 6 y 7 cortan diferentes
sustratos como Desoxirribonucleasa Activada por Caspasas (CAD), la cual pasa de su forma
inactiva (ICAD) a la forma cataliticamente activa que corta al DNA de la célula. Las
caspasas ejecutoras también inactivan a proteinas anti-apoptoticas, como BCL-2, y a
proteinas reguladoras del citoesqueleto, como gelsolina, Cinasa de Adhesion Focal (FAK) y

Cinasa 2 Activada por p21 (PAK) (Thornberry, 1998).
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Muerte Celular Programada Tipo II: Autofagia

La autofagia es una via de degradacion lisosomal evolutivamente conservada que se
encuentra en todos los organismos eucariontes. Su funcion es la de mantener la homeostasis
celular a través de la degradacion y reciclaje de componentes celulares como organelos
dafiados y proteinas mal plegadas (Meijer & Codogno, 2004). La autofagia también es un
mecanismo necesario para la supervivencia celular en ausencia de nutrientes y otras
situaciones de estrés, como infecciones y estrés oxidante. A pesar de esto, la autofagia
excesiva o desregulada puede llevar a muerte celular (Mizushima et al., 2008). Existen tres
formas diferentes por las que se lleva a cabo la autofagia (Figura 5), reguladas por
mecanismos independientes: macroautofagia, en la cual se degradan organelos y volumenes
enteros de citoplasma; microautofagia, en la que se degradan volumenes menores a través de
invaginacion de la membrana lisosomal, y autofagia mediada por chaperonas, en la cual
proteinas especificas son introducidas directamente al lumen lisosomal por medio de
proteinas chaperonas para su degradacion (Revisado en Vazquez-Nin et al.,, 2011). La

macro y microautofagia pueden llevar a cabo degradacion de manera selectiva y no

selectiva.
Microautofagia
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Figura S. Tipos de autofagia. (Modificado de Mizushima et al., 2008).
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El proceso de macroautofagia comienza con la formacion de una doble membrana lipidica
en forma de copa llamada fagoéforo en la region del citoplasma a degradar (Figura 6). El
fagoforo se expande hasta envolver la region o a los elementos blanco y forma una vesicula
denominada autofagosoma. El autofagosoma después es transportado y se fusiona con un
lisosoma, la vesicula de membrana simple resultante recibe el nombre de autofagolisosoma
y es en donde los materiales secuestrados son degradados para poder reutilizar sus

componentes (Meijer & Codogno, 2004).
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O Atg9 D Complejo Beclinal-PI3KC3
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L3 OB complejo Atg12-5-16

Figura 6. Formacion del autofagosoma por distintos complejos moleculares
(Modificado de Yang & Klionsky, 2009).

La autofagia es regulada por un grupo de genes denominado ATG (Genes Relacionados con
Autofagia) descritos originalmente en levaduras, pero con homologias en los mamiferos.
Dentro de las proteinas Atg existe un conjunto necesario para la formacion del autofagosoma
al que se le ha denominado como el “nticleo” de la maquinaria molecular de la autofagia. El
“nucleo” se subdivide a su vez en cuatro componentes: 1) El complejo ULK1 (Atgl en

levaduras), 2) El complejo clase III fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3KC3), relacionado con
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Beclina 1, 3) Dos sistemas de conjugacion: Atgl2-Atg5-Atgl6 y LC3/Atg8, similares a
ubiquitina y 4) Proteinas transmembranales Atg9 y VMP1 (Wirth et al., 2013; Yang &
Klionsky, 2010).

En mamiferos, ULK1 (Cinasa activadora de autofagia Similar a Unc-51) es una molécula
esencial para la formacion del fagéforo en condiciones bajas en nutrientes. ULK1 forma un
complejo con FIP200 y con Atg-13. mTOR (Blanco de Rapamicina), por otra parte, es una
proteina importante en diversos procesos celulares (como el crecimiento y la traduccion de
proteinas) debido a su capacidad de censar los niveles energéticos en la célula
(especialmente niveles de aminoacidos), factores de crecimiento y sefales de nutrientes.
mTOR se considera como un regulador maestro de la autofagia debido a que en mamiferos
el complejo mTORCI (que incluye a mTOR vy a otras proteinas) interactiia directamente con
el complejo ULK1 y lo regula. Cuando los niveles energéticos en la célula se encuentran
elevados, mTOR en su forma no fosforilada, se une con el complejo ULK1 (fosforilado) e
inhibe su actividad. Al bajar los niveles de energia, mTOR pasa a su forma fosforilada,
liberando al complejo ULK1, el cual atraviesa varios eventos de fosforilacion directa entre
las proteinas que lo forman y termina por localizarse en las membranas pre-
autofagosomales. (Ganley et al., 2009; Mizushima et al., 2009; Wirth et al., 2013). ULK1
regula la formacion del fagoforo controlando el flujo de proteinas Atg, como Atg9 (Young,
Chan, Hu, & Kochl, 2006), asimismo fosforila y activa al complejo Beclinal-PI3KC3
(Park et al., 2018). Otro sensor energético en la célula, AMPK (Prtoteina Cinasa activada
por AMP), también esta involucrado en la regulacion tanto de mTOR como de ULKI1. A
diferencia de mTOR que principalmente puede censar los niveles de aminoacidos en la
célula, AMPK es sensible a los niveles de ATP. Al disminuir la proporcion ATP/AMP,
AMPK puede arrestar el ciclo celular e inhibir mTOR induciendo autofagia a través de

ULK1 (Lee et al., 2010).

El complejo de Beclina 1-PI3KC3, compuesto por Beclina 1, Vps34 y p150 es también
crucial para lo formacion del autofagosoma. Existen dos complejos Beclina 1-PI3KC3 que
se forman por la interaccion directa y mutuamente excluyente de Beclina 1 con Atgl4L y

con UVRAG, ambos complejos cumplen papeles distintos dentro de la autofagia (Wirth et
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al., 2013; Yang & Klionsky, 2010). El primero, el complejo Atgl4L-Beclina 1-PI3KC3, se
ha relacionado con la sintesis temprana de los autofagosomas y la regulacion positiva de la
autofagia (Funderburk et al.,, 2010). Mientras tanto, el complejo UVRAG-Beclina 1-
PI3KC3 regula la expansion y curvatura de la membrana autofagosomal a través de la
interaccion con Bif-1 (una proteina de la familia BCL-2 de dominio BH3) y del trafico de

Atg9 (Takahashi et al., 2007, 2011).

Beclina 1 es una proteina de 450 aminodcidos, ortdéloga de la proteina Atg6 en levaduras,
que en el citosol se encuentra en forma de homodimero. Ademds de ser crucial para la
formacion del autofagosoma Beclina 1 tiene la capacidad de unirse a la proteina anti-
apoptodtica BCL-2. Beclina 1 sufre de una delecion monoalélica en ciertos tipos de cancer y
se expresa de manera reducida en tumores (Yue et al., 2003). Beclina 1 estd compuesta por
una region intrinsecamente desordenada (IDR) que contiene un motivo BH3 en los residuos
105-130, el cual le permite interactuar con proteinas de la familia BCL-2; un dominio de
hélice flexible; un dominio tipo coiled-coil (CC) y un dominio repetido /o de uniéon a

membrana (BARA) (Ranaghan et al., 2017).

Los sistemas de conjugacion Atgl2-Atg5-Atgl6 y LC3 son necesarios para la expansion de
la membrana autofagosomal. Ambos complejos se localizan en el fagéforo durante la
formacion del autofagosoma, manteniéndose en ¢l durante la elongacion de la membrana
lipidica. El complejo Atg-12-5-16 se localiza principalmente al exterior de la membrana y es
liberado al citosol cuando se completa el autofagosoma (Yang & Klionsky, 2009). Por otra
parte, LC3 antes de localizarse en la membrana autofagosomal se encuentra en su forma
soluble LC3-I en el citoplasma. Al haber escasez de nutrientes en la célula LC3 pasa a su
forma lipidada LC3-II (LC3-fosfatiletanolamina) ligada a la membrana del autofagosoma
(Tanida, et al., 2004). LC3 también funciona como una proteina adaptadora durante la
autofagia selectiva y se ha relacionado con la formacion del complejo ULK1 (Lee & Lee,

2016).

La proteina transmembranal Atg9 ha sido propuesta como la encargada de trasladar

fragmentos de membrana lipidica hacia el autofagosoma en formacion para la expansion del
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mismo. En condiciones ricas en nutrientes Atg9 se localiza en el complejo trans-Golgi y en
endosomas tardios. Durante la induccion de autofagia Atg9 es redistribuida a membranas de
endosomas periféricos y co-localiza con LC3 en autofagosomas (Yang & Klionsky, 2010;

Young et al., 2006).

A pesar de que la autofagia funciona principalmente como mecanismo de preservacion
celular existe un proceso de muerte celular programada dependiente de la autofagia. Este
tipo de muerte celular parece ser prevalente en células donde la apoptosis se encuentra
inhibida. Ademas de esto se ha propuesto que la muerte celular autofagica podria suceder en
situaciones donde se requiere eliminacién masiva de células, por ejemplo, durante el

desarrollo embrionario (Levine & Yuan, 2005; Tsujimoto & Shimizu, 2005).

Se debe distinguir entre la muerte celular por autofagia y la muerte celular con
caracteristicas autofagicas. La primera es dependiente de los mecanismos moleculares
autofagicos y se evita al inhibir dichos mecanismos. Este tipo de muerte fue caracterizado
primero en organismos modelo como Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans
(Revisado en Anding & Baehrecke, 2015; Berry & Baehrecke, 2007) mientras que la
presencia de ésta en diferentes contextos en mamiferos ya habia sido descrita, pero se
mantuvo controversial hasta tiempos mas recientes (Galluzzi et al., 2018; Shimizu et al.,
2004). La muerte celular con caracteristicas autofagicas no depende por completo de
proteinas ATG, ya que es resultado de la compleja red de interaccion que existe entre la

autofagia y otros tipos de MCP, principalmente con la apoptosis.
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Interaccion entre autofagia y apoptosis

La comunicacion que existe entre la via autofagica y la via apoptdtica es extremadamente
compleja y dependiente del contexto celular en el que suceda. Independientemente del
contexto la relacion parece estar regulada principalmente por la familia de proteinas BCL-2
de dominio BH3 tnico y la interaccion de éstas con la proteina autofagica Beclina 1.
Ademas, cuando la autofagia y la apoptosis suceden en una misma cé€lula la autofagia suele
suceder antes de que inicie el proceso apoptotico, ya que los estimulos de estrés que llegan a
inducir apoptosis al superar un umbral critico inducen primero autofagia como una respuesta
de supervivencia en la célula (Mariiio et al., 2014). Beclina 1 contiene un dominio BH3 que
le permite interactuar con otras proteinas de la misma familia. La interaccion mas
caracteristica de este tipo se da con la proteina anti-apoptdtica BCL-2, que inhibe a Beclina
1 consecuentemente inhibiendo autofagia (Pattingre et al., 2005). De manera similar a lo
que sucede en la apoptosis, las proteinas de dominio unico BH3 (como BAD) interfieren con

esta interaccion e inducen autofagia (Salminen et al., 2013).

Sin embargo, la comunicaciéon entre las dos vias no se limita a interacciones proteina-
proteina ni a situaciones que son inhibitorias o inductoras de las dos vias simultdneamente.

La induccién de la autofagia en la célula puede tanto inhibir como inducir apoptosis. La
inhibicién puede ocurrir de diferentes maneras, tales como la eliminacion selectiva de
mitocondrias dafiadas para evitar la liberacion del citocromo C, y la degradacion de
proteinas especificas pro-apoptoticas como caspsasa-8 (Hou et al., 2010; Suzukiet et al.,
2011). Por el contrario, la eliminaciéon autofagica de proteinas anti-apoptoticas como la
misma BCL-2 y proteinas IAP funciona como un mecanismo inductor de apoptosis. Aunado
a esto, se ha reportado que el sitio de formacion de autofagosomas sirve como una
plataforma de activacion para caspasas (particularmente caspasa-8), entonces de igual

manera la induccidn de autofagia ayuda a la induccion de apoptosis (Huang et al., 2013).

Cuando la induccidén de apoptosis regula a la via autofdgica lo hace generalmente de una
manera inhibitoria. Esto se debe a que algunos de los sustratos de las caspasas ejecutoras son

proteinas fundamentales para la formacion de autofagosomas, como Beclina 1 y las
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proteinas ATG. Se ha observado que fragmentos de estas proteinas autofagicas degradadas
tienen funciones pro-apoptoéticas, por lo que su degradacion no sélo evita autofagia, sino que
también crea un asa de retroalimentacion positiva para la apoptosis (Rubinstein & Kimchi,

2012; Shalini et. al., 2015).
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Antecedentes

La presencia de apoptosis durante la atresia folicular en mamiferos se conoce desde hace
tiempo. Estudios como el de Tilly (1991), demostraron que el principal mecanismo de
eliminacion de ovocitos en este grupo de animales es la apoptosis. El papel de diferentes
proteinas apoptoticas durante la atresia folicular ha sido demostrado también, entre ellas
BAX y BCL-2 (De Felici et al., 1999) asi como caspasa-3 (Matikainen et al., 2001). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios en los que la apoptosis se define como el proceso
definitivo en la eliminacién de ovocitos atrésicos se realizaron en condiciones in vitro. En
estudios in vivo en peces se demostrd la implicacion de la ruta autofagica durante la atresia
folicular (Morais et. al., 2016; Santos et al., 2008). En la actualidad, se han disefiado
modelos experimentales que han permitido proponer la existencia de una posible interaccion
entre la via autofagica y la apoptotica (Hou et al., 2010; Pattingre et al., 2005).

En nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado la presencia de ambas rutas de muerte en
células germinales de ratas pre-puberes (hasta 28 dias de edad) (Escobar et al., 2008; Ortiz
et al., 2006) y en ratas adultas (hasta 90 dias de edad) (Escobar et al., 2012). La muerte
autofagica parece ser mas prevalente en la etapa pre-puber, antes de que ocurra la primera
ovulacién, a diferencia de la etapa adulta, en donde los marcadores predominantes en los
ovocitos son los apoptoticos, lo que establece un cambio en las vias de eliminacion
dependiente de la edad del individuo. Lo anterior, permite proponer que, en la etapa
intermedia, es decir en organismos juveniles en los que apenas ha ocurrido un periodo de
ovulacién, el proceso de eliminacion de las células germinales puede ser diferente a las

etapas ya conocidas.
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Objetivos

Objetivo General
Estudiar el tipo de muerte celular presente durante la eliminacion de ovocitos atrésicos en

ovarios de ratas juveniles de 40 dias de edad.

Objetivos Particulares
* (aracterizar la morfologia general de ovarios de rata de 40 dias de edad.
* Estudiar la presencia del proceso apoptdtico en ovocitos de rata de 40 dias de edad.
* Identificar la posible participacion de la via de eliminacion autofagica en ovocitos de
la misma edad.
* Analizar la presencia simultanea de las dos vias, detectando a la proteina autofagica

Beclina 1 y a las proteinas apoptdticas caspasa-3 activa, BAX y BAK.

Hipotesis

La muerte de ovocitos de organismos pre-puberes y adultos es conducida por apoptosis y
autofagia, siendo la autofagia predominante en la etapa pre-puber y la apoptosis en la etapa
adulta. Por lo que se espera que en organismos juveniles de 40 dias de edad pueda llevarse

una eliminacion de las células germinales que implique ambas rutas, de manera simultanea o

por separado, y se presente una tendencia diferente a las etapas pre-puber y adulta.
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Material y métodos

1. Obtencion y procesamiento del material biologico

Se utilizaron ambos ovarios de 18 ratas Wistar de 40 dias de edad. Se siguieron los
lineamientos de ética de la Norma Oficial Mexicana (NOM 062-ZO0-1999).

El material fue extraido y fijado en paraformaldehido al 4% en PBS durante 24 horas, con
un posterior lavado en agua por 24 horas. El material fijado se deshidrat6 en una serie de
alcoholes en concentraciones graduales, desde etanol al 30% en agua hasta etanol 100%, con
un posterior aclarado en xilol (10 minutos), finalmente se incluyo6 en parafina.

A partir del material incluido se obtuvieron varios conjuntos de cortes seriados en un
microtomo Leica modelo RM3125 con un espesor de 5 um. Los cortes se colocaron en

portaobjetos recubiertos de poli-L-lisina de la marca Sigma.

2. Tincion general hematoxilina-eosina

El material se desparafind y rehidraté para ser tefiido. Una vez rehidratado, el material se
tratd con hematoxilina de Harris durante diez minutos, se hizo el viraje del colorante con
etanol acido (etanol 70% en HCL 1%) y agua amoniacal (NH3OH 1%); posteriormente se
deshidratd hasta etanol 50%, después de lo cual se tind con eosina alcohdlica durante tres
minutos y se continu6 con la deshidratacion hasta xilol. Por ultimo, las preparaciones tefiidas

se montaron utilizando resina sintética.

3. Inmunohistoquimica
3.1 Anticuerpos

Primarios: Anti-Beclina 1, desarrollado en oveja (Abcam) diluciéon 1:50 en PBS, anti-BAK,
desarrollado en conejo (Abcam) dilucidon 1:50 en PBS, anti-BAX, desarrollado en conejo
(Abcam) dilucion 1:50 en PBS, anti-BCL-2x1, desarrollado en raton (Abcam) dilucion 1:50
en PBS, anti-caspasa-3 activa, policlonal desarrollado en conejo (Sigma Aldrich) dilucion

1:50 en PBS, anti-LC3, desarrollado en conejo (Thermo Fisher) dilucion 1:50 en PBS.
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Secundarios: Anti-raton desarrollado en cabra acoplado al fluorocromo verde Alexa Fluor
488 (Invitrogen), dilucion 1:200 en PBS, anti-conejo desarrollado en cabra acoplado al
fluorocromo verde Alexa Fluor 488 (Sigma Aldrich), dilucion 1:200 en PBS, anti-oveja
desarrollado en burro acoplado a fluorocromo rojo Alexa Fluor 594 (Jackson

Immunoresearch), dilucion 1:200 en PBS.
3.2 Inmunodetecciones

Se hicieron inmunolocalizaciones sencillas y dobles en cortes seriados, ademas de tincion de
material genético con el colorante fluorescente DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol). DAPI es
un colorante fluorescente que se une fuertemente a las regiones ricas en timina y adenina en
el DNA, por lo que permite una visualizacion clara del nticleo celular. Se inmunodetect6 de
forma individual a las proteinas pro-apoptoticas: caspasa-3 activa, BAX y BAK, asi como a
la proteina anti-apoptotica BCL-2xl. Por otra parte, se realizaron inmunodetecciones
sencillas para las proteinas relacionadas con autofagia Beclina 1 y LC3. Una vez
inmunodetectadas individualmente todas las proteinas, se detectdé en inmunolocalizaciones
dobles a Beclina 1 de forma simultanea con las proteinas apoptoticas caspasa-3 activa, BAX,
BAK; asimismo, se identificé la presencia simultdnea de Beclina 1 y BCL-2x1 en la misma

célula (Figura 7). Por tltimo, se detectd simultineamente a Beclina 1 con LC3.

Los cortes se desparafinaron y rehidrataron para su procesamiento. Se realizo la
recuperacion antigénica de las muestras con buffer de citratos 0.1M en un horno de
microondas marca Panasonic a 1300W durante tres minutos y a 780W durante seis minutos.
Se enfriaron las muestras, se lavaron tres veces con PBS y se colocaron en glicina 100 mM
durante una hora. Posteriormente se colocé la mezcla de anticuerpos primarios en cada corte
segun lo indicado en la figura 7 y se incub6 a 4 °C durante una noche. A continuacion, se
lavaron las muestras con PBS y se afadieron los anticuerpos secundarios, los cuales se
incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Después de un lavado con PBS se
agregd DAPI durante un minuto, se lavd de nuevo y se montaron las preparaciones

utilizando el medio de montaje para microscopia de fluorescencia Vecta-Shield.
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BCL-2xl BAX BAK CASP3A
+ + + +

Beclina 1 Beclina 1 Beclina 1 Beclina 1

Figura 7. Esquema de las inmunolocalizaciones dobles realizadas en cortes
seriados para las proteinas apoptdticas y Beclina 1.

4. Observacion y fotografia de las muestras

Todas las muestras se observaron y fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse E600 utilizando una cdmara Nikon modelo DXM1200F. Se fotografiaron
todos los ovocitos dentro de cada corte en contraste de fases y con los filtros necesarios para

la observacion de los marcadores de fluorescencia.

5. Cuantificacion de fluorescencia y edicion de imdgenes

Se cuantificd el promedio de fluorescencia en cada ovocito utilizando el software ImagelJ
v1.58] y los datos se procesaron utilizando Microsoft Excel 2013, Statistica v10 y GraphPad
V5. Las imagenes se editaron utilizando Microsoft PhotoDraw2000 y el software libre

paint.net v4.0.13.
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Resultados

1. Morfologia general del ovario (Hematoxilina y eosina).

La tincién con hematoxilina y eosina permitié visualizar de manera general la morfologia
del ovario de rata a los 40 dias de edad. Se identificaron foliculos en diversas etapas de
crecimiento (Figura 8). También se observaron cuerpos luteos, lo que indica que a esta edad
ya ha sucedido por lo menos una ovulacién (Figura 8) y el individuo ha alcanzado la

madurez gonadal. Las caracteristicas observadas permitieron definir a los foliculos sanos en

Figura 8. Corte histoldgico de ovario de rata de 40 dias tefiido con hematoxilina
y eosina. En el corte se puede observar la corteza ovérica (Co) con varios foliculos
en diferentes etapas de desarrollo, la médula (Me) se observa vascularizada (cabezas

de flecha). En esta imagen se pueden identificar algunos foliculos antrales (flechas) y
dos cuerpos luteos (flechas cruzadas).
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varios estados de desarrollo (Figuras 9 y 10), asi como algunos con marcadas alteraciones
indicando atresia avanzada (Figura 11). Los foliculos sanos se identifican por poseer una
forma redondeada, las células de la granulosa conservan su relacion entre si, el ovocito
posee una estructura redondeada y homogénea (Figuras 9 y 10). Los foliculos atrésicos

muestran una deformacion del ovocito y de las células somaticas que lo rodean (Figura 11).

Figura 9. Foliculos sanos. Se observa un foliculo pre-antral, en el cual el ovocito
(Ov) tiene una forma esférica, ademas la capa de células de la granulosa (CG)
mantiene su estructura y su union con el ovocito. Adicionalmente, se pueden ver dos
foliculos primordiales (cabezas de flecha) y un foliculo secundario atrésico (flecha).
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Figura 10. @) Foliculo antral sano, el foliculo conserva su estructura y el ovocito
mantiene una forma esférica. Se observa el antro folicular (A) bien desarrollado b)
Aumento del mismo foliculo. Dentro del ovocito se aprecia claramente el nucléolo
(cabeza de flecha), de mayor densidad que el nucleo. También se puede ver la zona
peltcida (flecha) entre el ovocito y las células de la corona radiata (CR).

Figura 11. Foliculos atrésicos. En ambos casos la forma esférica del foliculo y del
ovocito se ha perdido. Las células de la granulosa y el ovocito se encuentran
apoptdticos, con una notable condensacion del material nuclear (cabeza de flecha) y
fragmentacion celular.
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I1. Deteccion de proteinas apoptoticas en ovocitos.

Para identificar a los ovocitos apoptoticos se inmunodetecto a las proteinas BAX, BAK y a
caspasa-3 en su forma activa. Para definir la presencia de BAX y BAK en los ovocitos se
cuantifico la intensidad de la fluorescencia promedio asociada a ellas, considerando como
negativos a los ovocitos que presentaron un nivel de fluorescencia basal. De la misma
manera, se cuantifico la intensidad de la fluorescencia asociada a la proteina anti-
apoptdtica BCL-2x1 para determinar su presencia en los ovocitos. Se grafico el promedio
de fluorescencia de todos los ovocitos considerados como positivos y negativos (Figura
12), utilizando a los ovocitos totales sin considerar el ovario del que provenian. En el caso
de caspasa-3 activa, la presencia de la proteina fue suficiente para considerar al ovocito
como apoptotico, independientemente de la intensidad de la fluorescencia.

Los resultados mostraron que en el ovario de rata de 40 dias existe un nimero de ovocitos
en los que es posible detectar a las proteinas pro-apoptoticas BAX, BAK y a la capsasa-3
activa. Estas observaciones sugieren que estos ovocitos son eliminados por apoptosis

(Figura 13).
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Figura 12. Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia asociada a las
proteinas BAX, BAK y BCL-2xl mediante inmunodeteccion. Se muestra la
intensidad de fluorescencia promedio de los ovocitos considerados como positivos y
de aquellos considerados como negativos (+desviacion estandar).
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BAK BAX

CASP3A

Figura 13. Deteccion de las proteinas apoptoticas BAX, BAK y caspasa-3 activa
en ovarios de ratas de 40 dias de edad. @) Ovocito con marca positiva a la proteina
apoptotica BAX, perteneciente a un foliculo atrésico pre-antral. El ovocito ha
perdido su forma esférica, aunque mantiene el contacto con las células de la
granulosa, que conservan su integridad y no presentan fluorescencia. Lo anterior
indica un proceso de atresia relativamente temprano iniciado por el ovocito. b)
Foliculo antral con morfologia sana. El ovocito y las células de la granulosa tienen
un promedio de fluorescencia que se considera negativa. ¢) Ovocito positivo a la
proteina apoptotica BAK. El foliculo en etapa antral se encuentra en un estado de
atresia mas avanzado que el de la imagen a. Se ha perdido la integridad de la capa de
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cé¢lulas de la granulosa, que también son positivas a BAK. d) Foliculo antral, el
ovocito no tiene marca positiva a BAK. e) Ovocito positivo a la caspasa ejecutora de
apoptosis caspasa-3 en su forma activa. A pesar de que el ovocito no ha perdido del
todo su forma la célula presenta una marca positiva evidente. El foliculo se encuentra
en ectapa antral, las células de la granulosa también se encuentran apoptodticas y
dispersas en el foliculo. f) Ovocito negativo a caspasa-3 activa (flecha cruzada), se
observan también dos ovocitos positivos a la misma proteina (flechas).

Se encontraron ovocitos con marca positiva a alguna de las tres proteinas pro-apoptoticas
en foliculos primarios, secundarios y antrales, estando la mayoria en ésta ultima. De igual
manera los ovocitos con marca positiva para apoptosis se observaron en diferentes estados
de progreso del proceso apoptotico. La figura 13 e) muestra un ovocito con una morfologia
que indica apoptosis temprana, la figura 13 ¢) presenta una morfologia de apoptosis y
atresia folicular intermedia. La figura 14 muestra una morfologia de apoptosis en un estado

avanzado.

Figura 14. Deteccion de la caspasa-3 activa en un foliculo en estado avanzado de
apoptosis. El ovocito ha perdido por completo su integridad estructural y se
encuentra dividido en dos cuerpos apoptoticos. No hay contacto con las células de la
granulosa, también apoptdticas. a) Contraste de fases. b) Inmunodeteccion de la
caspasa-3 activa.
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Por otra parte, también realizamos experimentos de inmunolocalizacidon para detectar a la
proteina anti-apoptdtica BCL-2x1 (Figura 15). Se encontraron pocas células con marca
positiva de esta proteina, en comparacion con los ovocitos positivos a las proteinas pro-
apoptdticas. Mdas atn, todos los ovocitos en los que fue posible detectar a BCL-2xl

presentaron una morfologia que indica apoptosis.

BCL-2xl1

Figura 15. @) Ovocito con marca positiva a la proteina anti-apoptdtica BCL-2x1 en un
foliculo antral. A pesar de la marca de BCL-2xl la célula parece apoptotica,
sugiriendo que la sefial anti-apoptética no fue suficiente para contrarrestar a la sefal
pro-apoptdtica. b) Ovocito apoptotico negativo para BCL-2xl.
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1. Deteccion de proteinas autofagicas en ovocitos.
De manera similar a lo que se hizo para las proteinas apoptdticas, se cuantifico la
intensidad promedio de la fluorescencia asociada a las proteinas autofagicas Beclina 1 y

LC3 en inmunodetecciones sencillas; los ovocitos se dividieron en dos grupos: positivos y

negativos.
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Figura 16. Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia asociada a las
proteinas Beclina 1 y LC3 mediante inmunodeteccion. Se muestra la intensidad de
fluorescencia promedio de los ovocitos considerados como positivos y de aquellos
considerados como negativos (£desviacion estandar).

Se encontré una muy clara distincién entre células con marca basal de Beclina 1
(negativas), en las que la autofagia probablemente ocurre a un nivel fisiologico, y c€lulas
con un nivel de fluorescencia asociado a las proteinas autofagicas elevado, en las que el
incremento de estas proteinas podria estar asociado a un incremento en el nivel de
autofagia (Figura 16). A diferencia de las inmunodetecciones para proteinas apoptdticas,
los marcadores autofagicos se observaron con una distribucion citosplasmatica y en puntos
discretos dentro de la célula. Los puntos discretos de LC3 pueden interpretarse como
autofagosomas ya formados, debido a que LC3 forma parte del complejo proteico de la
membrana de estos organelos. Beclina 1 forma parte del complejo de ensamblaje del
fagoforo, asi que sefiala la formacion de los autofagosomas. Ovocitos con una intensidad
fluorescente elevada asociada tanto a Beclina 1 o a LC3 presentaron morfologias tanto de
ovocito sano como de ovocito apoptotico. Sin embargo, la mayoria de ellos carecieron de

marcas claras de apoptosis (Figura 17).
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Bec 1

LC3

Figura 17. Inmunodeteccion de Beclina 1 y LC3. El ovocito en a) tiene una
intensidad de fluorescencia elevada en comparacion con la fluorescencia de fondo
observada para ovocitos negativos b), lo que es consistente con un acumulacion de
Beclina en estos ovocitos. a) Foliculo antral. El ovocito tiene autofagia incrementada
respecto al nivel basal. Notese que la intensidad de la fluorescencia para Beclina 1 en
el ovocito es también mayor que la de las células de la granulosa que lo rodean, y
¢sta también se observa en puntos discretos. En b) notese que el foliculo antral no se
encuentra atrésico. c¢) Foliculo secundario positivo para LC3, comparese la
intensidad de su fluorescencia con la de un foliculo negativo en d). Se puede
observar que el resto de las células del foliculo también presenta una intensidad de
fluorescencia superior a la observada en los foliculos negativos. d) Foliculo antral
con marca basal de LC3.

Las inmunolocalizaciones simultaneas de Beclina 1 y LC3 cumplieron con dos funciones:
por un lado, permitieron corroborar la diferencia entre un nivel de autofagia basal y uno
incrementado y, por otro lado, permitieron confirmar la presencia de los autofagosomas. La

figura 18 muestra un ovocito aparentemente sano, con una morfologia no apoptotica en un
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foliculo pre-antral no atrésico. Se puede ver una intensidad de fluorescencia de ambas
proteinas elevada. De igual manera, se observan puntos discretos donde localizan las dos
proteinas. Al sobreponer las imagenes (Figura 19), se evidencia la coincidencia casi total en
los puntos discretos de ambas proteinas. Lo anterior nos indica que en estas células Beclina
I no so6lo sirve de marcador para fagdforos, si no que también permite identificar

autofagosomas.

100

Figura 18. Ovocito con marca positiva a las proteinas autofagicas Beclina 1 y
LC3. El foliculo se encuentra en etapa antral. El ovocito y las células de la granulosa
presentan morfologia no apoptotica. La presencia de ambas proteinas se evidencia en
puntos discretos dentro de la célula.

42



DAPI
LC3
Beclina 1

Figura 19. Sobreposicion de las inmunodetecciones de Beclina 1 y LC3 del
ovocito de la figura 18. Se observan algunos puntos amarillos que indican sitios de
co-localizacion de ambas proteinas, lo que corrobora el proceso autofagico en esta
célula.
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IV. Inmunodeteccién simultdnea de proteinas apoptdticas y autofdgicas en ovocitos.

Para analizar la presencia simultanea de apoptosis y autofagia en una misma célula se
realizaron inmunodetecciones dobles de Beclina 1 y alguna de las siguientes proteinas:
BAX, BAK, caspasa-3 activa y BCL-2xl, en cortes seriados. Se encontraron ovocitos con
diversas combinaciones de marcas positivas en casi todas las etapas de desarrollo folicular.
La figura 20 muestra un foliculo en etapa secundaria, el que presenta marca positiva s6lo

para las tres proteinas pro-apoptoticas y negativa para Beclina 1 y BCL-2xl. Esto indica un
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Figura 20. Ovocito con marca positiva a las proteinas pro-apoptéticas BAX, BAK y
caspasa-3 activa, indicando un proceso de apoptosis simple. El ovocito comienza a perder
su forma esférica y la capa de células de la granulosa pierde su integridad. CF: Contraste
de fases.
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Figura 21. Sobreposicion de las fotografias correspondientes a Beclina 1, BAX y
DAPI del ovocito de la figura 20. La sefial de fluorescencia se observa
principalmente de un color verde, indicando presencia de BAX y ausencia de Beclina 1.

proceso de muerte Uinicamente por apoptosis. Al sobreponer las inmunolocalizaciones de
Beclina 1 y BAX (Figura 21) se puede visualizar con mayor claridad una disminucion en la
relacion Beclina 1/BAX al compararla, por ejemplo, con la figura 23. En las figuras 22 y
23 se muestra un ovocito que presentd marca positiva tanto a las proteinas pro-apoptoticas
como a Beclina 1. La morfologia del ovocito parece indicar un proceso de apoptosis
temprana, a pesar de que la morfologia de las células de la granulosa indican un proceso de
atresia folicular ya avanzado. Al sobreponer las fotografias de cada proteina pro-apoptdtica
con las de Beclina 1 se pueden observar puntos discretos en donde coinciden BAX y BAK
con Beclina 1 (Figura 23 a y b). La coincidencia observada es diferente a la de la figura 19,
en donde la coincidencia entre LC3 y Beclina 1 es total y no parece que la distribucion de
alguna de las proteinas esté envolviendo a la otra. En los puntos de coincidencia de BAX y
BAK con Beclina 1 se observa un mayor desfase y los puntos de coincidencia parecen
estar rodeados por un halo correspondiente a Beclina 1, lo que podria sugerir que BAX y

BAK se encuentran en el interior de los autofagosomas (Figura 24).
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Figura 22. Ovocito con marca positiva a Beclina 1 y a las proteinas pro-apoptoticas
BAX, BAK y caspasa-3 activa. El foliculo en etapa antral se encuentra atrésico. El
estado de apoptosis avanzada de las células de la granulosa respecto al del ovocito,
aunado a la etapa folicular parece indicar que el proceso de atresia fue iniciado por las
c€lulas de la granulosa y no por el ovocito.
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Figura 23. Sobreposicion de
gﬁ\‘;/ las inmunodetecciones para
B | BAX, BAK Yy caspasa-3
i activa con Beclina 1 en el
mismo ovocito.

a) Sobreposicion de BAX,
Beclina 1 y DAPI. La célula
presenta  puntos  discretos
donde coinciden las marcas de
BAX y Beclina 1.

b) Sobreposicion de BAK,
Beclina 1 y DAPI. Al igual
que en la figura a) se
observan puntos discretos
donde coincide la marca de
las dos proteinas.

- ¢) Sobreposicion de caspasa-3
BAK activa y Beclina 1. En este
Beclina 1 caso a pesar de que ambas
marcas son positivas sélo se
observan puntos discretos de
Beclina 1, en los que no hay
coincidencia en la sefial de la
misma manera que con BAX
y BAK.

DAPI
CASP3A
Beclina 1
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Figura 24. Magnificacion de las sobreposiciones de a¢) BAX con Beclina 1 y b)
LC3 con Beclina 1. La co-localizacion de fluorescencia de BAX y Beclina 1 presenta
un mayor desfase que la de LC3 y Beclina 1.

Las inmunodetecciones en las que se identifica de forma simultdnea a la proteina pro-
autofagica Beclina 1 con BAX, BAK o la caspasa-3 activa, permitieron demostrar que
existen ovocitos en los cuales estan presentes simultineamente Beclina 1 y la caspasa-3
activa de forma simultanea. La cuantificacion de la fluorescencia promedio de Beclina 1,
BAX, BAK y caspasa-3 activa en dos ovocitos representativos se muestra en la figura 25.
El primero present6 un nivel basal de Beclina 1, mientras que, de acuerdo con los datos
cuantitativos, en el segundo éste nivel fue elevado. La intensidad fluorescente de caspasa-3
activa fue elevada en el ovocito con altos niveles de Beclina 1 respecto al ovocito con un

nivel basal. Este fendmeno fue consistente en la mayoria de los ovocitos en los que se
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realizaron inmunodetecciones dobles; sdlo un ovocito con autofagia incrementada presentd

menor fluorescencia de caspasa-3 activa que los ovocitos con autofagia basal.

Ovocito positivo a proteinas apoptoticas Ovocito positivo a Beclina 1
y proteinas apoptéticas

N w B a
o o o o

Promedio de fluorescencia
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Figura 25. Promedio de fluorescencia de Beclina 1 y de las proteinas pro-
apoptoticas en dos ovocitos representativos. El ovocito de la grafica izquierda
tiene un nivel de autofagia basal, mientras que el de la derecha presentd un nivel de
autofagia incrementado. En ovocitos con autofagia incrementada el promedio de
fluorescencia de caspasa-3 activa es mayor al de los ovocitos con autofagia basal.

V. Analisis de la frecuencia de tipo de muerte por etapa folicular.

Se determind la etapa de desarrollo folicular en la que se encontraban los foliculos con
ovocitos positivos a marcadores de autofagia, apoptosis, a ambos o a ninguno (Figura 26).
Los ovocitos con antro en formacion y los antrales se consideraron como una misma
categoria. Algunos foliculos se encontraron en estados de atresia tan avanzados que no fue
posible determinar la etapa de desarrollo en la que se encontraban, por lo que la etapa se
denota como “indeterminada”. La mayor incidencia de muerte por apoptosis con autofagia
incrementada simultanea se present6 en foliculo antrales, lo que corresponde al 30% del
total de ovocitos estudiados. Por otro lado, el 35% de los ovocitos mostraron marcadores
apoptoticos y se encontraron en foliculos antrales; indicando que a los 40 dias de edad la
muerte por apoptosis es mas comun que la muerte combinada. La mayoria de los ovocitos
atrésicos en foliculos secundarios se encontraron en un proceso de apoptosis sin autofagia.
Se identificé a un numero similar de ovocitos apoptoticos y con muerte combinada en

foliculos primarios y foliculos indeterminados.
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Etapa folicular de ovocitos atrésicos
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Figura 26. Porcentaje de ovocitos con muerte apoptotica o combinada segin su
etapa folicular.
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Discusion

En el presente trabajo pudimos describir las caracteristicas morfoldgicas y citologicas del
proceso de eliminacion de ovocitos en ratas juveniles. La apoptosis fue considerada durante
un tiempo como el proceso principal por el que se eliminan los ovocitos durante la atresia
folicular, sin embargo, estudios anteriores de nuestro equipo de trabajo han demostrado la
presencia de apoptosis, autofagia y una combinaciéon de ambas durante la eliminacion de
ovocitos atrésicos en ratas prepuberes y en ratas adultas (Escobar et al., 2012; Escobar et

al., 2010; Escobar et al., 2008; Ortiz et al., 2006).

Entre las alteraciones morfologicas que observamos en este trabajo destacan principalmente
la pérdida de la forma esférica de la célula y la separacion entre el ovocito y las células de la
corona radiata. Asimismo, se observaron foliculos atrésicos en todas las etapas del
desarrollo folicular excepto en la etapa primordial. Adicionalmente, se pudieron observar
cuerpos luteos que indican que a los 40 dias ya ha ocurrido por lo menos un evento de
ovulacion. Lo anterior es consistente con la edad de la primera ovulacion descrita por Mcgee
y Hsueh (2000) de 34 dias. El tamafio de los cuerpos luteos parece ser menor a los descritos

en ratas adultas (Escobar et al., 2012).

Es conocido que la apoptosis es regulada por los miembros de la familia BCL-2 y ejecutada
por las proteinas denominadas caspasas (Revisado en Galluzzi et al., 2018). Durante el
presente estudio, demostramos la presencia de las proteinas BAX y BAK, ambos miembros
pro-apoptoticos de la familia BCL-2, en ovocitos de ratas juveniles. Asimismo, la caspasa-3
activa también fue inmunodetectada. Nuestros resultados mostraron la participacion del
proceso apoptotico durante la eliminacion de ovocitos en foliculos atrésicos en ratas de 40
dias de edad. Estos ovocitos apoptdticos se encontraron en foliculos primarios, secundarios y
en etapa antral, la mayoria en ésta ultima. Para determinar el proceso apoptdtico, fue
necesario evaluar la intensidad de marcado para las proteinas BAX y BAK; ambas se
encuentran en fase soluble, y bajo condiciones de inicio de apoptosis la presencia de estas
proteinas se incrementa (Letai, 2011). La medicion de la fluorescencia de dichas proteinas

permiti6 distinguir cuantitativamente a los ovocitos positivos y negativos para cada proteina.
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Con estos datos, identificamos ovocitos con diferentes combinaciones de marcadores
fluorescentes, aunque en la mayoria de los casos se encontr6 marca positiva a las tres
proteinas pro-apoptoticas de manera simultanea. Los marcadores apoptoticos se encontraron
en ovocitos con morfologias indicativas de diferentes etapas de la apoptosis. En células en
etapas mas avanzadas del proceso fue mas comun encontrar sefial positiva s6lo de caspasa-3
activa, lo que podria deberse a que BAX y BAK son degradadas una vez que la apoptosis
alcanza la fase de ejecucion, similar a lo descrito por Kugu et al. en ovarios de primates
(1998). En lo que respecta a la proteina anti-apoptotica BCL-2x1, de todos los ovocitos
estudiados solo una fraccidon minima mostré marca positiva a la proteina, y en estos casos la
morfologia indico que el ovocito se encontraba apoptotico. Los niveles de expresion de
BCL-2 y de BCL-2xl1 se han relacionado de una manera directamente proporcional con los
niveles de progesterona en el organismo (Liszewska et al., 2005; Morrissy et al., 2016),
esta hormona es producida en el cuerpo luteo (Revisado en Niswender et al., 2000). Lo
anterior podria sefialar que los bajos niveles de BCL-2x1 observados a los 40 dias de edad se
deben a una baja produccién de progesterona consecuencia del nimero y tamafio

disminuidos de los cuerpos luteos, respecto a los de ratas adultas.

Las proteinas Beclina 1 y LC3 son parte fundamental del proceso de formacion y
maduracion de los autofagosomas. Beclina 1 durante el ensamblaje del fagoforo y LC3
durante su posterior elongacion (Yang & Klionsky, 2010). LC3-II, la forma lipidada
asociada a membranas se mantiene asociada a la membrana hasta que sucede la fusion
autofagosoma-lisosoma y la posterior degradacion de los componentes del autofagosoma
(Tanida et al., 2004). Ambas proteinas se encuentran en niveles basales en células sanas, su
aumento sirve como un indicador del incremento de autofagia en la célula, lo que puede
derivar en muerte celular autofagica (Mizushima et al., 2008). Al detectar a Beclina 1 y a
LC3 identificamos células con niveles basales y elevados de estas proteina, sugiriendo un
aumento en los procesos de autofagia de las segundas. Estas ultimas generalmente
presentaron morfologias sanas o de apoptosis temprana. En las inmunodetecciones se
observaron puntos discretos de localizacion de ambas proteinas. Al inmunodetectar a Beclina

1 y a LC3 en una misma célula identificamos puntos de co-localizacion completa en la sefial
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de ambas proteinas, lo que nos sugiere que en ovocitos de 40 dias Beclina 1 funciona como

marcador de autofagosomas ya formados.

El proceso de eliminacion celular combinado por apoptosis y muerte autofagica en ovocitos
se ha descrito en diferentes modelos, tales como peces (Morais et al., 2016), ratas adultas y
pre-puberes (Escobar et al., 2008; Escobar et al., 2012). En ratas juveniles de 40 dias de
edad identificamos, por medio de inmunodetecciones dobles, la presencia de un proceso en
el que ocurren de manera simultdnea la muerte celular apoptotica y un incremento en el
proceso autofagico. Identificamos ovocitos con marca positiva a Beclina 1 y a BAX, BAK y
caspasa-3 activa, asi como ovocitos positivos a las proteinas pro-apoptoticas pero con

autofagia basal.

Identificamos ovocitos en los que se encontrd consistentemente a los tres marcadores pro-
apoptoticos y un nivel elevado de Beclina 1. Los ovocitos con marca apoptotica y autofagica
en su mayoria se encontraron en foliculos antrales, sin morfologia de apoptosis avanzada.
Dentro de estas células se observaron puntos de localizacion para BAX y BAK, al
sobreponer las detecciones con las de Beclina 1 existe co-localizacion entre la sefal de las
proteinas apoptoticas con la de Beclina 1. Sin embargo, la coincidencia de BAX/BAK con
Beclina 1 parece ser diferente a la observada para LC3 y Beclina 1. En el primer caso se
observa un desfase en la co-localizacién de las proteinas, en donde la sefial de Beclina 1
pareceria rodear a la sefial de BAX/BAK, mientras que con LC3 y Beclina 1 la coincidencia
en la senal es total. Lo anterior podria ser interpretado como una posible degradacion de las

proteinas pro-apoptoticas BAX y BAK en el interior de autofagosomas.

Las detecciones de caspasa-3 activa en ovocitos positivos a Beclina 1 no nos llevan a pensar
que esta proteina sea degradada por autofagia. A pesar de esto, al estar siendo degradadas
BAX y BAK se esperaria un decremento en la intensidad de la sefal para todas las proteinas
apoptdticas. Sin embargo, al comparar la intensidad de fluorescencia de las proteinas
estudiadas en ovocitos con autofagia basal y con autofagia incrementada se observa una

sefial mayor de caspasa-3 activa en el ovocito con autofagia incrementada.
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Las evidencias discutidas hasta el momento permiten proponer un mecanismo de
eliminacion de ovocitos en foliculos antrales de ratas juveniles en el que participan la
autofagia y la apoptosis en conjunto. En foliculos antrales la atresia es iniciada por las
células de la granulosa y, en respuesta a la muerte de estas células, la apoptosis inicia en el
ovocito (Matikainen et al., 2001). A los 40 dias de edad, la autofagia en ovocitos podria
sufrir un incremento drastico como respuesta de supervivencia anti-apoptotica por parte de la
célula; al incrementar la autofagia son degradadas proteinas, como BAX y BAK, que forman
parte de las primeras etapas en la cascada de activacion de la apoptosis. Esto retrasa la
ejecucion de la apoptosis en la célula, lo que se puede ver como una morfologia poco
apoptotica en comparacion con la de las células de la granulosa, intensamente marcadas con
BAX, BAK y caspasa-3 activa. A pesar de ello, debido a la relativa inmadurez de los cuerpos
lateos la sefial anti-apoptdtica al interior del ovocito, representada por BCL-2xl, no es
suficiente para detener la activacion de las caspasas ejecutoras, lo que aunado a posibles
mecanismos de compensacion activados por la via apoptotica en respuesta a la degradacion
de BAX y BAK, tales como asas de retro-alimentacion entre caspasas (Thornberry &
Lazebnik, 1998), la activacion de estas proteinas en en sitios de formacion de
autofagosomas (Huang et al., 2013), o una posible interaccion entre proteinas con dominio
BH3, podrian dar como resultado una presencia ain mayor de caspasas ejecutoras en

ovocitos con autofagia incrementada.

Al comparar los resultados obtenidos a esta edad con los observados en ratas prepuberes y
ratas adultas, la incidencia de muerte celular combinada parece ser la mitad de la presente en
ratas prepuberes (Escobar et al., 2008). En foliculos secundarios el mecanismo prevalente
de eliminacion parece ser la apoptosis sin autofagia. Considerando la presencia de los
marcadores autofigicos en etapas tempranas de apoptosis y el papel anti-apoptdtico que
parecen estar jugando, la disminucion en la autofagia podria deberse al incremento en la
presencia de proteinas BCL-2 anti-apoptoticas ligada a la madurez gonadal. Adicionalmente,
en los estudios realizados en ratas prepuberes se menciona la ausencia completa de cuerpos
apoptodticos, mientras que a los 40 dias de edad los ovocitos atrésicos si parecen formar estas
estructuras. El proceso de eliminacion de ovocitos atrésicos a los 40 dias de edad asemeja lo

descrito durante el estro en ratas adultas (Escobar et al., 2012), mas que lo observado en las
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otras etapas del ciclo estral. En ratas adultas, la incidencia de muerte por apoptosis se
relaciond con los niveles de FSH; durante el estro disminuyen los niveles de FSH y como
consecuencia aumenta la incidencia de apoptosis. La similitud entre lo observado en ratas
juveniles y ratas en estro podria deberse a niveles similares de FSH en ambos, ligado a la

relativa inmadurez hormonal de las ratas juveniles.

Los resultados obtenidos permitieron observar con mayor detalle el mecanismo por el que
son eliminados los ovocitos atrésicos durante una edad transitoria entre la etapa juvenil y
adulta, en el que participan la apoptosis y la autofagia. Alin asi, se requieren mas estudios
para obtener un mejor entendimiento acerca de la manera en la que se relacionan ambos
procesos de muerte durante esta edad. Inmunodetecciones ultraestructurales utilizando
microscopia electronica de transmision podrian ayudar a confirmar la posible degradacion de
BAX y BAK por autofagia, mientras que co-inmunoprecipitaciones podrian destacar

interacciones directas entre las proteinas estudiadas.
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Conclusiones

56

A los 40 dias de edad existen poblaciones de ovocitos con autofagia basal y con
autofagia incrementada.

Durante esta edad los ovocitos pueden ser eliminados por apoptosis 0 por un proceso
de autofagia y apoptosis simultaneas.

Los niveles de BCL-2x1 son practicamente nulos probablemente debido a la relativa
inmadurez gonadal de las ratas juveniles.

Los ovocitos en foliculos secundarios tienden a ser eliminados por apoptosis,
mientras que en foliculos antrales se encuentran ambos tipos de muerte.

La autofagia podria incrementarse como una respuesta de supervivencia celular a las
senales de muerte producidas en el foliculo atrésico. Como consecuencia las
proteinas pro-apoptdticas BAX y BAK podrian ser degradadas por autofagia.

En ovocitos que presentan marcadores de apoptosis y de autofagia incrementada se
observa un aumento en los niveles de caspasa-3 activa, lo que podria indicar un

efecto sinérgico entre estos dos procesos.
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