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. RESUMEN.

Los ovarios de los mamiferos son estructuras organizadas cuyas funciones
principales son la produccién de hormonas y de células germinales (ovocitos).
Estos Organos estan constituidos por estructuras denominadas foliculos
ovaricos que proporcionan un microambiente estable para el ovocito en
desarrollo. Se sabe que los foliculos atraviesan diversas etapas de maduracion
hasta alcanzar la etapa pre-ovulatoria. No obstante, no todos los foliculos
terminan el proceso de maduracion, y suelen ser eliminados mediante un
proceso llamado atresia folicular el cual puede llevarse a cabo mediante vias
apoptoticas y no apoptéticas.

La autofagia es un proceso de supervivencia bajo condiciones estresantes
como la inanicion, hipoxia, disminucion de factores de crecimiento, organelos
dafiados, patdgenos, proteinas agregadas y especies reactivas de oxigeno
(ROS). Sin embargo, este proceso de degradacion es una via de muerte celular
gue participa durante el desarrollo folicular y la atresia folicular.

En el presente trabajo, se observo que hay foliculos atrésicos en ovarios de
ratas en diferentes fases del ciclo estral. Los foliculos atrésicos se pueden
identificar morfolégicamente porque presentan un estructura colapsada, el
ovocito se degenera y manifiesta una forma ovoide, hay desprendimiento de la
zona pellcida, y las células de la granulosa empiezan a separase y a sufrir
apoptosis.

Adicionalmente, también se observaron regiones claras en el citoplasma de
ovocitos atrésicos de diferentes organismos. Lo que sugiri6 que estas
estructuras pudieran ser vesiculas y que por lo tanto, se esté llevando acabo
actividad autofagica dentro de esos ovocitos.

Para definir si las vesiculas claras observadas en los ovocitos atrésicos
correspondian al proceso autofagico, se inmunodetectaron las proteinas
relacionadas con la autofagia LAMP-1, LC3, mTOR, mTORp y p62. En primer
lugar, se identificaron lisosomas ya que estos organelos estan estrechamente
relacionados con la degradacién de material citosdlico, lo que ocasioné un alto
marcaje de la proteina LAMP-1. Ademas, se identific6 una marca incrementada
de la proteina LC3 en ovocitos atrésicos indicando presencia directa de
autofagosomas.

Una vez definido que los ovocitos atrésicos con vesiculas claras estan en
proceso autofagico, se identifico a la participacion de la proteina mTOR en su
forma fosforilada y una reduccion en su forma no fosforilada en ovocitos
atrésicos. Finalmente, se identifico el flujo autofagico por medio de la
inmunodeteccion de p62. Las observaciones realizadas en el presente trabajo
permitieron definir que hay una disminucion en la marca de p62 en aquellos
ovocitos atrésicos cuyo citoplasma contiene muchas vesiculas claras, en
comparacién con los ovocitos de foliculos sanos. Nuestros resultados nos
permitieron definir que no solo hay secuestramiento del material citoplasmatico
en autofagosomas, sino también se esta llevando a cabo en los ovocitos una
completa degradacion, conduciéndolos a la eliminacion celular.



ABSTRACT

The mammalian ovaries are organized structures which main functions are the
production of hormones and germ cells (oocytes). These organs are constituted
by structures denominated ovarian follicles that provide an stable
microenvironment to the oocyte undergoing in development. It is known that
follicles go through various stages of maduration until these reach the pre-
ovulatory stage. However, not all the follicles finish the maduration process, and
they are usually eliminated by a process called follicular atresia which can be
carried out by apoptotic and non-apoptotic pathways.

The autophagy is a survival process under stress conditions like starvation,
hipoxia, decrease of growth factors, damaged organelles, pathogens,
aggregated proteins and also reactive oxygen species. Nevertheless, this
degradation process is a cell death pathway which takes part during folicular
development and folicular atresia.

In the present work, it was observed that there are atresic follicles in the ovaries
from rats in different phases of the estrous cycle. The atretic follicles are
morphologically identified because they have a collapsed structure, one altered
oocyte with ovoid shape, detachment of the zona pellucida, and the granulosa
cells separate and undergoing apoptosis.

Aditionally, clear regions were also observed in the cytoplasm of altered oocytes
of differents organisms. Which suggested that these structures could be vesicles
and therefore, an autophagic activity is taking place within these oocytes.

To define if the clear vesicles observed in atresic oocytes were corresponding to
autophagic process, the LAMP-1, LC3, mTOR, mTORp and p62 proteins related
to autophagy were inmunodetected. Firstly, lysosomes were identified, these
organelles are closely related to the degradation of cytosolic material which led
to a high labeling of the LAMP-1 protein. Furthermore, an increased labeling
corresponding to LC3 protein was identified in atresic oocytes indicating direct
presence of autophagosomes.

Once defined that atresic oocytes with clear vesicles are in autophagic process,
the participation of the protein mTOR was identified in its phosphorylated form
and a decreased brand in its non-phosphorylated form in atresic oocytes.
Finally, the autophagic flux was identified by the immunodetection of p62. The
observations made in the present work allowed to define that there is a
decreased brand of p62 in those atresic oocytes whose cytoplasm contains
many clear vesicles in comparison to the healthy oocytes. Our results allow us
to define that oocytes undergoing an increased process of autophagy, there is
not only sequestration of cytosolic material in autophagosomes but also a
complete degradation is carring out in oocytes, conducting them to the cell
elimination.



ABREVIATURAS.
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1. INTRODUCCION.

1. Ovario.

La palabra “ovario” se deriva de la palabra latina “ovum”, que significa huevo
(Edson et al., 2009). El ovario es un compuesto altamente organizado de
células germinales (ovocitos) y células somaticas (células de la granulosa,
células tecales y células del estroma), cuyas interacciones dictan la formacion
de foliculos, el desarrollo de los ovocitos, y las células sométicas como
foliculos, ovulacién, y la formacion del cuerpo lateo (Fig. 1). Este dltimo,
constituye la estructura endocrina que se forma después de la ovulacién y es
necesario para establecer y mantener el embarazo (Richards & Pangas, 2010).

Cuerpo
Cuerpo albicans

amarillo inicial Cuerpo
amarillo

Ovulacion

Liquido
folicular

Hilio del
ovario

Foliculo .
atrésico T — . L
; 47 N Foliculo primario
4
.‘7{ Foliculos secundarios
v“"
\: iA"
S
R
4 z
Foliculo en Epitelio germinativo
etapafinal de P g
maduracion Albuginea
Estroma
Foliculo en
maduracion

Fig. 1 Estructura ovérica. En este esquema se muestra que el ovario estd compuesto por vasos
sanguineos, una zona medular, seguida de una corteza y que la superficie estd cubierta por el epitelio
germinativo el cual esta sobre la tlnica albuginea. Ademas, se presentan las etapas del desarrollo de los
foliculos desde el foliculo primordial hasta el foliculo de Graaf. Después de la ovulacion, los foliculos se
convierten en cuerpos liteos y finalmente se degeneraran conformando el cuerpo albicans (Modificado de
Valentich et al., 2008).
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1.1 Foliculogénesis.

La foliculogénesis se refiere a un largo proceso de desarrollo por el que pasa un
foliculo, desde el momento en que abandona el grupo de reserva y comienza a
crecer por proliferacion celular y formacion de antro hasta la ovulacion o atresia
(Fig. 2) (Saumande, 1991, Saumande, 1981; Paulini et al., 2014). Peters et al.
(1980) y Merchant-Larios y Chimal-Monroy (1989), mencionan que la
foliculogénesis comienza antes del nacimiento en algunas especies de
mamiferos (vaca, oveja y bufalo) o poco después del nacimiento en otras (raton,
rata y hamster) (Paulini et al.,, 2014). Los foliculos ovaricos son estructuras
generadas en los ovarios y tienen dos funciones principales, la produccién de
hormonas y de ovocitos (Zhou et al., 2019).

Los foliculos se desarrollan a través de las etapas primordial, primaria y
secundaria antes de adquirir una cavidad antral (Fig. 2). De acuerdo con
Gougeon (1996) y Hirshfield (1991), en la etapa antral, la mayoria de los
foliculos experimentan degeneracion atrésica, mientras que algunos de ellos,
bajo estimulacion ciclica de la gonadotropina que ocurre después de la
pubertad, alcanzan la etapa pre-ovulatoria. Estos foliculos de Graaf son la
principal fuente de secrecion ciclica de estrégenos ovaricos en mujeres en edad
reproductiva. Fauser & Heusden (1997) mencionan que en respuesta a las
oleadas preovulatorias de gonadotropina durante cada ciclo reproductivo, el
foliculo de Graaf dominante ovula para liberar el ovocito maduro para la
fertilizacion, mientras que las células restantes de teca y granulosa se
transforman para convertirse en cuerpo lateo (McGee & Hsueh, 2000).

Previo al periodo de pubertad, la corteza de un ovario esta ocupada sélo por
foliculos primordiales. Estos contienen un solo ovocito primario que esta
detenido en la primera profase meiética y esta rodeado por una sola capa de
células foliculares planas (Ross & Pawlina, 2015). Los ovocitos que no se
asocian con células somaticas para formar foliculos primordiales, degeneran y
mueren por apoptosis (muerte celular programada) (Vantman & Vega, 2010).

La comunicacion entre los ovocitos y sus células somaticas asociadas se
establece con la formacién de foliculos primordiales. Las células de la granulosa
proliferan durante las etapas posteriores de la foliculogénesis y la comunicacion
ovocito-célula de la granulosa mediada por factores paracrinos secretados y
uniones tipo gap, es esencial para la progresion del desarrollo de los foliculos
(Matzuk et al., 2002).

La transicion de un foliculo primordial a uno primario se caracteriza por un
cambio morfologico en las células de la granulosa que pasan de aplanadas a
cuboidales (Rimon-Dahari, 2016). En los foliculos secundarios las células
epiteliales foliculares proliferan (Welsch & Sobotta, 2008). La continuacion de la

14



proliferacion de las células granulosas del foliculo secundario depende la FSH
(hormona foliculoestimulante) liberada por células basotfilas de la hipofisis
anterior. Bajo la influencia de la FSH el nimero de capas de las células
granulosas aumenta, igual que la cantidad de liquido folicular (Gartner & Hiatt,
2002).

Los ovocitos en los foliculos secundarios estan en la etapa de crecimiento
medio y son incapaces de reanudar la meiosis 0 someterse a la fertilizacién y la
embriogénesis. Por otro lado, los ovocitos de los foliculos antrales grandes son
competentes para reanudar la meiosis, avanzar a la metafase Il y luego
someterse a fertilizacion y desarrollo embrionario (Eppig et al., 2002).
Posteriormente, hacia el final de esta etapa las células del estroma se alargan y
la teca interna es invadida por capilares que las nutren lo mismo que a las
células granulosas vasculares (Gartner & Hiatt, 2002). En la etapa antral, los
foliculos ya han adquirido una cavidad antral pero la mayoria de estos sufren
atresia.

El foliculo maduro (foliculo de Graaf) (Ross & Pawlina, 2015), al principio se
caracteriza porque el antro folicular contiene, entre otras cosas, hialuronato,
esteroides, factores de crecimiento y gonadotropinas (Welsch & Sobotta, 2008).
Mas aun contiene las hormonas progesterona, estradiol, inhibina, folistatina y
activina, las cuales regulan la liberacién de LH (hormona luteinizante) y FSH
(Gartner & Hiatt, 2002).

El ovocito primario se ubica en la periferia en un engrosamiento del epitelio, el
disco proligero o cumulo ooforo. Las células foliculares del entorno inmediato
del ovocito forman la llamada corona radiata (Welsch & Sobotta, 2008).

Durante la ovulacién, un ovocito secundario es liberado por la ruptura del
foliculo de Graaf. El ovocito liberado queda detenido en la metafase de la
segunda division meidtica. En la ovulacion, la pared folicular, compuesta por las
células de la granulosa y de la teca remanentes, es transformada en el cuerpo
lGteo. Por la accién de la LH en el proceso de luteinizacion, se forman las
células luteinicas de la granulosa (producen estrégeno) y las células luteinicas
de la teca (producen progesterona) (Ross & Pawlina, 2015). La progesterona
sustenta el estado secretor del endometrio e inhibe la contraccion del masculo
liso del miometrio y las trompas uterinas (Hill et al., 2006).
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Historia de vida de los Foliculos Ovaricos
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Fig. 2 Desarrollo Folicular. Al inicio hay un gran nimero de foliculos en etapa primordial, los cuales en
Ssu mayoria, permanecen en estado de reposo. El reclutamiento inicial ocurre antes y durante la vida
reproductiva y consiste en el crecimiento de algunos de estos foliculos inactivos, que atraviesan las
siguientes etapas del desarrollo folicular: primaria, secundaria y antral. La mayoria de los foliculos que
alcanzan la etapa antral sufren atresia. Sin embargo, puede ocurrir un reclutamiento ciclico, es decir,
algunos foliculos antrales pueden ser rescatados bajo la estimulacion de la gonadotropina (que ocurre
después de la pubertad) y asi alcanzar la etapa preovulatoria. Finalmente, ocurre un agotamiento del
grupo de foliculos que no lograron esta etapa provocando senescencia del foliculo ovérico (Modificado
de McGee & Hsueh, 2000).

1.2 Funcidén del ovario.

Las dos principales funciones del ovario de los mamiferos son la produccion de
las células germinales (ovocitos) que permiten la continuacién de la especie, y
la generacion de moléculas bioactivas como esteroideos (principalmente
estrogenos y progestinas) y factores de crecimiento de péptidos que son criticos
para la funcién ovarica, la regulacién del eje hipotalamico-pituitario-ovarico y del
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias (Edson et al., 2009).

Las hormonas secretadas por el hipotdlamo y la hipofisis anterior son
necesarias para el desarrollo del foliculo. Ademas, las hormonas secretadas por
el foliculo ejercen un efecto de retroalimentacion sobre el hipotalamo y la
hipofisis anterior y también controlan las modificaciones del utero. Las
secreciones de la LH y la FSH por parte de la hipofisis anterior alcanzan un
nivel maximo en el momento de la ovulacién y persisten en niveles reducidos
durante el resto del ciclo de la ovulacion. Estas hormonas se secretan en
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respuesta a la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) secretada por
células neuroendocrinas del hipotalamo (Hill et al., 2006).

El ovario produce otras hormonas, entre ellas relaxina, oxitocina, vasopresina,
proteina reguladora folicular (FRP), inhibidor de la maduracion ovocitica (OMI),
sustancia inductora de la meiosis (MIS) y factor de crecimiento similar a la
insulina una parte de las supuestas funciones de estas hormonas se deduce de
los nombres y otra parte se conoce muy poco (Welsch & Sobotta, 2008).

1.3 Ovario de rata.

Una corta duracion del ciclo convierte a los roedores en un modelo animal ideal
para investigar los cambios que ocurren durante el ciclo reproductivo e
histéricamente las ratas han sido el modelo elegido. Las ratas muestran, la
mayoria de las veces, ciclos regulares; son organismos faciles de manipular, y
el ciclo no se interrumpe facilmente incluso con el estrés rutinario en la
instalacion animal (Caligioni, 2009).

En ratas, durante la etapa neonatal (dia postnatal [DPN] 0-7), el desarrollo del
foliculo ovérico es independiente de las gonadotropinas hipofisarias (LH o FSH),
y los foliculos permanecen preantrales. El desarrollo antral de los foliculos
“atipicos” ocurre en el periodo infantil temprano (DPN 8-14) cuando el ovario se
vuelve sensible a las gonadotropinas hipofisarias. En el periodo tardio (DPN 15-
20), aparece la zona pelucida, se forma el hilio y los foliculos antrales maduran
al perder su apariencia “atipica”. La etapa juvenil (DPN 21-32) es la etapa en la
gue ocurre la atresia de los foliculos medulares que corresponde a niveles bajos
de FSH. En el periodo peripubertal (DPN 33-37), la atresia disminuye a medida
que los niveles de FSH incrementan y la LH comienza su patron de aumento lo
gue conduce a la ovulacion (Picut et al., 2014).

El periodo peripubertal se define como los 3 a 5 dias previos a la primera
ovulacion cuando la LH presenta diferencias en los aumentos repentinos de la
mafiana y la tarde y cuando aparece el liquido intrauterino por primera vez. Si
bien la DPN 33 es tipica para el inicio del periodo peripuberal, puede haber una
considerable variacion individual en el inicio y la duracion de los animales. La
pubertad se define como el periodo en que se produce la apertura vaginal y la
primera ovulacion (Picut et al., 2014).

Everett & Sawyer (1950), Turek et al. (1984), Barbacka-Surowiak et al. (2003),
discuten que el ciclo reproductivo femenino esta controlado por un circuito de
retroalimentacion de multiples 6rganos finamente sintonizado, que implica el
control hipotalamico de la secrecibn de la hormona pituitaria y la
correspondiente liberacibn de esteroides desde los ovarios. En roedores
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hembras, la ovulacién ocurre espontaneamente en ciclos regulares de 4 a 5

dias y es controlada por el sistema circadiano (Loh et al., 2014).

Legan & Karsch (1975); Christian & Moenter (2010); Williams & Krigsfeld

(2012), aseguran gue la ovulacion implica la coincidencia entre altos niveles de

estrogenos que sensibilizan los gonadotrofos con una sefial de activacion del

SCN que controla la hora del dia de la ovulacion (Loh et al., 2014).

En estudios que involucran el sistema reproductivo y la influencia del ciclo estral

sobre las funciones no reproductivas, segun Long & Evans (1922), se utiliza la

citologia de frotis vaginal para determinar las fases del ciclo estral. Este método
predice el ciclo estral de acuerdo con la proporcion de tres tipos de células

observadas en el frotis vaginal: células epiteliales, células cornificadas y

leucocitos (Caligioni, 2009). La identificacion precisa de una fase es

dependiente en que el frotis sea recolectado a una hora fija durante el dia, ya
gue la poblacion celular varia en todo un periodo de 24 horas. El ciclo estral de
la rata es tipicamente de 4 a 5 dias de duracion y se define por 4 etapas

separadas: proestro, estro, metaestro y diestro (Frasier et al., 2013).

e Proestro: Las células epiteliales nucleadas son caracteristicas de proestro,
segun Sharp & LaRegina (1998), el cual dura aproximadamente 12 horas.
También debe tenerse en cuenta que durante el proestro, particularmente en
la rata prepubertal, el Utero puede parecer estar lleno de fluido (Suckow et
al., 2005). Walmer et al. (1992); Parkening et al. (1982) argumentan que en
esta etapa corresponde al dia preovulatorio cuando aumenta estrogeno, y
en consecuencia, durante la noche, se produce un aumento y ovulacion de
LH y FSH (Caligioni, 2009).

e Estro: Por definicion, el término “estro” se refiere al periodo de calor o
receptividad sexual (Goldman et al., 2007). Durante la fase de estro, Fox &
Laird (1970), Maeda et al. (2000), mencionan que inicialmente consiste
citologicamente de aproximadamente 75% de células nucleadas y un 25%
de células cornificadas, que luego progresan a una mayoria de células
cornificadas hinchadas sin nucleo. En las horas posteriores de estro, las
células cornifcadas parecen degenerarse y puede aparentar que forman un
revestimiento epitelial (Suckow et al., 2005). Segun Walmer et al. (1992) el
estrogeno permanece elevado durante toda la mafiana y vuelve a caer a
niveles basales por la tarde (Caligioni, 2009).

e Metaestro: En esta etapa, segun Fox & Laird (1970), Maeda et al. (2000),
hay una mezcla de tipos de células con predominio de leucocitos y algunas
células epiteliales escamosas epiteliales y/o cornificadas nucleadas
(Suckhow et al., 2005). Walrmer et al. (1992), dicen que la concentracion de
plasma estrégeno es baja (Caligioni, 2009).
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e Diestro: Es la fase mas larga, durando aproximadamente 57 horas, y el frotis
vaginal consiste principalmente de leucocitos (Suckow et al., 2005). Durante
esta etapa, Walmer et al. (1992), indican que los niveles de estrogeno
comienzan a aumentar (Caligioni, 2009).

2. Atresia folicular.

De acuerdo con Tilly (2001), s6lo una pequefia fraccion del conjunto de ovocitos
postnatales sobrevive para ser ovulada en algin momento de la vida
reproductiva, ya que el destino de la gran mayoria de ellos ovocitos es la
degeneracion por atresia. Por ejemplo, en humanos, se ha estimado que menos
de 300,000 del grupo original de aproximadamente 1,000,000 de ovocitos
presentes al nacer sobreviven en la pubertad. Este nimero, segun Richardson
et al. (1988), continla disminuyendo durante la edad adulta hasta el punto de
agotamiento alrededor de los 50 afios, o que impulsa la menopausia (Johnson
et al., 2005).

Durante la foliculogénesis, una gran cantidad de foliculos sufren degradacion
masiva en diferentes etapas de desarrollo en un proceso denominado atresia
folicular (Gao et al., 2019). La atresia folicular es uno de los principales eventos
gue eliminan las células germinales del ovario mediante la participacion de vias
apoptoticas y no apoptéticas de muerte celular no programada (Fig. 3) (Yadav
et al., 2018).

Como tal, la apoptosis de las células de la granulosa ahora se considera como
un mecanismo subyacente de atresia folicular. La atresia folicular también es
estrictamente inhibida por la FSH la cual estimula el desarrollo de los foliculos
(Zhou et al., 2019). Segun Manabe et al. (2004), una vez que el foliculo se ha
desarrollado, secreta estrégeno, que en niveles altos disminuyen las
secreciones de FSH. Por lo tanto, la regulacion hormonal del desarrollo folicular
y la atresia es un mecanismo que depende del umbral hormonal. Jerrell (2005),
Matsuda et al. (2008) y Manabe et al. (2004) han asociado a la atresia folicular
con varios sistemas de receptor de ligando involucrados en la muerte celular,
incluyendo TNF-q, ligando Fas, TRAIL, ligando APO-3, ligando PFG-5 y sus
respectivos receptores (Zhou et al., 2019).

Diversos estudios han demostrado que durante la apoptosis de las células de la
granulosa en ovarios de ratas y los humanos, puede estar involucrada la
autofagia. Los ovocitos detenidos en la primera fase meiotica dentro del ovario
inmaduro de rata, presentan de manera simultanea la proteina de la
sefalizacion apoptotica caspasa-3 y la proteina de sefalizacion autofagica
LAMP-1 (Gao et al., 2019). Ademas, se ha observado que en ovarios de ratas
aumenta la sefal de la proteina LC3B (cadena ligera 3 de la proteina asociada
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a microtubulos B), y el nivel de caspasa-3 en células luteas degeneradas. Y en
tratamiento con 3-metiladenina (3-MA) hay aumento en la regresion lutea y en
la apoptosis de las células Iuteas (Gao et al., 2019).
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Fig. 3 La autofagia esta presente durante el desarrollo folicular y la atresia. El desarrollo de los
foliculos de los mamiferos implican las etapas: primordial, primaria, secundaria y antral. Los genes y
las proteinas relacionadas a la autofagia desempefian un papel significativo durante el desarrollo
folicular. Cuando las células de la granulosa sufren autofagia se induce a la atresia folicular. Por lo que
hay un equilibrio entre el ovocito y la atresia folicular manteniéndose mediante la autofagia (Modificado
de Zhou et al., 2019).

Segun Ross y Pawlina (2015), los cambios foliculares comprenden los

siguientes procesos celulares secuenciales:

e Iniciacion de la apoptosis dentro de las células de la granulosa, lo cual
estd indicado por el cese de las mitosis y la expresion de las
endonucleasas y otras enzimas hidroliticas dentro de estas células.

¢ Invasion de la capa granulosa por neutréfilos y macrofagos.

e Invasion de la capa granulosa por franjas de tejido conjuntivo
vascularizado.

e Exfoliacion de las células de granulosa dentro del antro folicular.

e Hipertrofia de las células de la teca interna.

e Colapso del foliculo conforme la degeneracion continua.

¢ Invasion de la cavidad del foliculo por tejido conjuntivo.

En los mamiferos, los foliculos que completan la foliculogénesis y permiten la
liberacion de ovocitos competentes son pocos. La mayoria de los foliculos
sufren atresia durante la foliculogénesis. La muerte celular programada que
afecta a las células de la granulosa, asi como a los ovocitos, puede provocar el
colapso de todo el foliculo (Yadav et al., 2018).
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3. Muerte celular.

Durante el desarrollo de los organismos, se van eliminan diversos tipos
celulares, debido a que se producen en exceso o0 porque forman parte de
estructuras transitorias durante la formacion del organismo adulto. Dicha
eliminacién ocurre por un proceso que involucra muerte celular, donde la
eliminaciéon de los restos celulares se realiza por fagocitosis (Castro &
Cobarrubias, 2003).

La muerte celular también actia como un sistema de control de calidad en el
desarrollo, eliminando las células anormales, inapropiadas, no funcionales, o
peligrosas en potencia para el organismo (Alberts et al., 2008). Lodish et al.
(2005), mencionan que los genes involucrados en el control de la muerte celular
codifican tres tipos de proteinas: proteinas “asesinas” necesarias para que una
célula comience el proceso apoptético; proteinas “destructivas” o de
“destruccién” que digieren componentes citoplasmicos y proteinas
“devoradoras” las cuales son necesarias para que una célula sea fagocitada por
otra.

La muerte celular puede clasificarse segun su aspecto morfologico (que puede
ser apoptético, necrotico, autofagico o asociado con mitosis), criterios
enzimaticos (con y sin la participacion de nucleasas o de distintas clases de
proteasas, como caspasas, calpainas, catepsinas y transglutaminasas),
aspectos funcionales (programados o accidentales, fisiolégicos o patologicos) o
caracteristicas inmunoldgicas (inmunogénicas o no inmunogénicas) (Kroemer et
al., 2009).

Los hallazgos de Kroemer et al. (2009) mencionan que hay tres formas clasicas
de muerte celular: apoptosis, autofagia y necrosis, las que muestran
caracteristicas morfologicas distintas al activar rutas de sefalizacién
especificas. En resumen, la apoptosis es una muerte celular programada
mediada por las caspasasy que se caracteriza por la condensacion
cromosoémica, la fragmentacién nuclear, asi como por la formacion de ampollas
en la membrana (Ellis & Horvitz, 1986; Kerr et al.,, 1972). A diferencia de la
apoptosis, Trump et al., (1965), Kono y Rock (2008) aseguran que la necrosis
se considera una muerte celular accidental no regulada causada por inductores
de estrés inespecificos o0 no fisiol6gicos y se caracteriza por la hinchazén de los
organelos celulares, la ruptura de la membrana plasmatica y las posteriores
respuestas inflamatorias causadas por la liberacion del contenido intracelular.
La tercera forma de muerte celular, la autofagia, de acuerdo con He & Klionsky
(2009), se acompafa de la formacion del autofagosoma, que es una vesicula de
dos capas que contiene organelos dafiados, proteinas y otros componentes
citoplasmicos. Los autofagosomas se fusionan con los lisosomas, degradando
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las macromoléculas y los organelos celulares y produciendo metabolitos para
las células (Chen et al., 2018).

Los trabajos de He & Klionsky (2009), Alers et al. (2012), Luo & Rubinsztein
(2009), Declercq et al. (2009), Wang et al. (2008) acerca de los tipos de muerte
celular, se sabe que la autofagia tiene la superioridad de supervivencia mas
alta, seguida de la apoptosis cuando las células son estimuladas por el estrés
del ambiente celular y se induce la apoptosis en lugar de la necrosis si la
autofagia se inhibe o es ineficaz (Fig. 4). Por lo tanto, dos o tres tipos de muerte
celular pueden ser inducidos simultdneamente o sucesivamente cuando las
células estan expuestas a ciertos estimulos. Si los tres tipos de muerte celular
se colocan en un eje de acuerdo con su superioridad de supervivencia, la
autofagia y la necrosis se colocarian en extremos opuestos, mientras que la
apoptosis se colocaria en el medio; ademas la necrosis programada se
colocaria entre necrosis y apoptosis (Chen et al., 2018).

Necrosis
Programada

» Apoptosis

Alta Superioridad de Baja
supervivencia

Fig. 4 Superioridad de supervivencia. La autofagia suele describirse como un mecanismo
instantdneo de alta de supervivencia durante situaciones de estrés como la disminucion de
factores de crecimiento, nutrientes y oxigeno, etc. Sin embargo, cuando la autofagia se inhibe o
es ineficaz durante el estrés, se inducen los siguientes tipos de muerte celular de forma
simultdnea o sucesiva: apoptosis, necrosis programada y la necrosis; esta Ultima presenta la
superioridad de supervivencia celular méas baja (Modificado de Chen et al., 2018).

3.1 Apoptosis.

El término apoptosis es de origen griego que significa “caida” y se refiere a la
caida de las hojas de los arboles en otofio (Wong, 2011). La apoptosis fue
descrita por primera vez por Kerr, Wyllie y Currie a principios de la década de
1970 y se define por la apariencia morfolégica de la célula moribunda, que
incluye ampollas, condensacion de cromatina, fragmentacién nuclear, pérdida
de adhesion y redondeo (en ceélulas adherentes) y contraccion celular
(Zimmerman et al, 2001).

La apoptosis es una via de muerte celular evolutivamente conservada que es
responsable del sacrificio programado de las células eucariotas dafadas,
disfuncionales o potencialemnte peligrosas, durante el desarrollo normal y
durante el mantenimiento de la homeostasis. Esta via esta controlada por la
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familia de proteinas Bcl-2, que contiene miembros pro-apoptéticos y pro-
supervivencia que equilibran la decision entre la vida y la muerte celular (Singh
et al., 2019).

Segun con Johnsen & Horvitz (2016), enviar senales de “encuéntrame” y
“‘comeme” a los macréfagos indica que la apoptosis es un evento suicida.
Ademas, estos rasgos también significan que la apoptosis ha evolucionado
completamente soélo en aquellos animales equipados con sistemas de
circulacion sanguinea y linfatica, que permiten que los macréfagos migren de
sitios distantes a las células suicidas (Liu et al., 2018).

Pallepati & Averill-Bates (2012) y Fulda et al. (2010), mencionan que la
apoptosis puede ser provocada por una variedad de sefiales extrinsecas e
intrinsecas. Estas incluyen diferentes estresores como ROS (especies reactivas
de oxigeno), RNS (especies reactivas de nitrogeno), agentes que dafian el DNA
(p. €j., radiacion), choque térmico, privacién de suero, infeccion viral e hipoxia.
Orrenius et al. (2011) muestran que la exposicion a agentes xenobiéticos como
pesticidas, contaminantes ambientales y medicamentos quimioterapéuticos
puede también desencadenar la apoptosis, la cual a menudo estd mediada por
ROS (Redza-Dutordoir & Averill-Bates, 2016).

Existen dos vias principales que conducen a la apoptosis en el sistema de los
mamiferos: una via extrinseca iniciada por receptores de muerte y una via
intrinseca que ocurre a través de las mitocondrias. La via extrinseca depende
de la union de mediadores exdgenos apropiados a los receptores de muerte en
la superficie celular (Xu & Shi, 2007). La via intrinseca mitocondrial se activa
mediante una variedad de estimulos exdgenos y enddgenos que incluyen dafio
en el DNA, isquemia y estrés oxidativo. Ademas, desempefia una funcion
importante en el desarrollo y en la eliminacién de las células dafiadas (Loreto et
al., 2014).

23



Via Extrinseca Via Intrinseca

(Via mediada por receptores) (Via mediada por la mitocondria)
- - - - - Seiial apoptotica/ Estrés
25 - - -~ -~ -
Receptores de muerte P “a
(TRAIL, Fas) Y
7’ ~
P 7 QAW N
p ¢~~~ Dafioen el DNA
4 P ps3 i »
/ P32 ~<. sl Familia \
Bcl-2 \
Y, \
5 l. Bcl2 @ \\
ax
BelxL @
Bak @ \
\
\
B \
----- \
L 4 J \
y . g |
2
tBid SMAC 8¢ Cit cliberado I
l I
I

sl
LAPS —f QvApoptosoma p
b-vA 4

/

4 /

/
. Procaspasa-9 /

/
4 /
Caspasa-9activa ’
= k 7/
~ Caspasa-3/6/7 7 ¢
~ 7’
~ -~
~ -
~ -
~ - = - - -
Sustratos de muerte =) Apoptosis

Fig. 5 Vias apoptéticas. La apoptosis consiste en dos vias principales de ejecucion. La via extrinseca
se desencadena por estimulos externos o por la molécula de ligando, y se caracteriza por la
participacion de los receptores de muerte (DR). Por otra parte, la via intrinseca estd mediada por la
insercion Bax/Bak en la membrana mitocondrial externa (Jan & Chaudhry, 2019). Al liberarse el
citocromo ¢, se combina con Apaf-1y la pro-caspasa-9 para construir el apoptosoma. Posteriormente, se
activa la cascada de sefializacion de la caspasa-3. Por ultimo, ambas vias convergen en la fase de
ejecucion. Esta via comienza cuando las caspasas ejecutoras (la caspasa-3, -6 y -7) se activan y
provocan la ruptura definitiva de los componentes celulares (Modificado de Jan & Chaudhry, 2019).

3.1.1.Via extrinseca de la apoptosis.

La union de proteinas de sefalizacion extracelulares a receptores de muerte de
la superficie celular activa la via extrinseca de la apoptosis. Los receptores de
muerte son proteinas transmembrana que tienen un dominio de unién al
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ligando, un Unico dominio transmembrana y un dominio de muerte intracelular,
necesario para que los receptores activen el programa apoptético (Alberts et al.,
2008).

La via de apoptosis mediada por el receptor de muerte, de acuerdo con Lavrik
et al. (2005), Duprez et al. (2009), se activa al unirse el ligando Fas, TNF-a
(factor de necrosis tumoral alfa) o TRAIL a los receptores de muerte
correspondientes (Chen et al.,, 2018). Cuando Fas se activa por la union del
ligando Fas, los dominios de muerte de las colas citosolicas de los receptores
de muerte de Fas reclutan proteinas adaptadoras intracelulares, las cuales a su
vez, reclutan pro-caspasas iniciadoras (pro-caspasa-8, pro-caspasa-10 o
ambas), formando el complejo de sefalizacién inductor de muerte (DISC,
Death-inducing signaling complex). Las caspasas iniciadoras, una vez activadas
en el DISC, activan las siguientes procaspasas ejecutoras de la cascada
induciendo la apoptosis (Alberts et al., 2008).

En el trabajo de Thornberry & Laxebnik (1998), los autores consideran que las
caspasas son fundamentales para el mecanismo de apoptosis, ya que son los
iniciadoras (caspasa-2, -8. -9 y -10, los principales responsables del comienzo
de la via apoptotica) y los ejecutoras (caspasa-3, -6 y -7, responsable de la
division definitiva de los componentes celulares) de la muerte celular (Pistritto et
al., 2016). Su funcion estd muy relacionada con su estructura, la cual muestra
diferentes preferencias de sustrato. Algunas caspasas tienen predominios
largos que involucran motivos particulares como el dominio efector de la muerte
(DED) y los dominios de reclutamiento de caspasas (CARD), que permiten
interactuar con otras proteinas y conectarse con vias de sefalizacion (Jan &
Chaudhry, 2019).

Las caspasas se expresan ampliamente en forma de pro-enzima inactiva o pro-
caspasas en la mayoria de las células, una vez activadas, pueden activar otras
pro-caspasas, lo que permite el inicio de una cascada de proteasas. Algunas
pro-caspasas también pueden agregarse y auto-activarse. Esta cascada
proteolitica, en la que una caspasa puede activar otras caspasas, amplifica la
via de sefializacién apoptotica y conduce a la muerte celular rapida (Elmore,
2007).

3.1.2.Via intrinseca de la apoptosis.

La via mitocondrial de la apoptosis, se desencadena cuando se pierde la
integridad de la membrana externa mitocondrial, lo que permite la liberacion de
factores pro-apoptéticos (p. €j., citocromo c) desde la mitocondria al citosol.
Este proceso esta controlado por la familia de proteinas Bcl-2. Una vez en el
citosol, el citocromo induce el ensamblaje de un complejo de activacion de las
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proteasas de caspasa Yy la escision de las proteinas intracelulares, lo que
finalmente conduce al desmantelamiento de la célula (Green & Llambi, 2015).
Las proteinas que generalmente estan involucradas en la via intrinseca, segun
Elmore (2007), incluyen Smac/DIABLO (segundo activador mitocondrial de
caspasas/proteina de unién directa a IAP con bajo IP), Caspasa-9, Bcl-2
(proteina de linfoma de células B), Bcl-w (proteina similar a Bcl-2), Noxa
(proteina 1 inducida por forbol-12-miristato-13-acetato), Aven (regulador de
muerte celular Aven) y Myc (oncogen Myc) (Jan & Chaudhry, 2019).

Las proteinas pro-apoptéticas BH3-only (Bad, Bid, Noxa, PUMA) compiten por
la interaccion con Bcl2 o Bcl-xL, lo que resulta en la liberacion de Bax o Bak.
Estos miembros de la familia Bcl2 pro-apoptéticos “liberados” se oligomerizan
en la membrana mitocondrial externa y provocan la liberacién de citocromo c.
Alternativamente, los miembros pro-apoptéticos solo BH3-only interactian vy
activan Bax y Bak con la posterior permeabilizacion de la membrana
mitocondrial y la liberacion de citocromo ¢ (Jain et al., 2013).

La liberacién citoplasmatica del citocromo c, de acuerdo a Kroemer et al.
(2007), activa la caspasa-3 mediante la formacion de un complejo conocido
como apoptosoma, que esta compuesto por el citocromo ¢, Apaf-1 y la caspasa
9 (Wong, 2011). Zou et al. (1997, 1999), mencionan que Apaf-1 es una proteina
contenida en el citosol y el citocromo ¢ se une y lo induce a oligomerizarse. Esto
recluta a la caspasa iniciadora, pro-caspasa-9. Estas proteinas interactian
mediante interacciones CARD-CARD. ElI apoptosoma ahora recluta
procaspasa-3, que es escindida y activada por la caspasa-9 activa y liberada
para mediar la apoptosis (Zimmerman & Green, 2001).

Finalmente, segun Kroemer et al. (2007) y LaCasse et al. (2008), Smac/DIABLO
u Omi/HtrA2 promueven la activacion de la caspasa al unirse al inhibidor de las
proteinas de apoptosis (IAP), lo que posteriormente conduce a la interrupcién
de la interaccion de IAP con la caspasa-3 o -9 (Wong, 2011).

3.2 Necrosis.

En 1988 el grupo de Walker, menciona que el término necrosis deriva del griego
“necros”, que significa “muerto” y se refiere a la muerte accidental de células
expuestas a dafios por ambientes extremos o genéticamente codificados
(Syntichaki & Tavernarakis, 2003). Morfolégicamente “muerte celular necrética”
o “necrosis” se refiere a una ganancia en el volumen celular, hinchazon de los
organelos, ruptura de la membrana y la consiguiente pérdida de contenido
intracelular (Chaabane et al., 2012). La necrosis es un proceso no controlado y
pasivo, mientras que la apoptosis es controlada y depende de la energia. La
lesion necrotica estd mediada por dos mecanismos principales; interferencia
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con el suministro de energia de la célula y dafio directo a la membranas
celulares (Elmore, 2007).

Walker et al. (1988) y Nicotera et al. (1999), argumentan que en humanos, la
necrosis ocurre generalmente en respuesta a cambios severos en condiciones
fisiolégicas, incluyendo hipoxia, isquemia, hipoglucemia, exposicion a toxinas,
exposicion a metabolitos de oxigeno, cambios extremos de temperatura y
privacion de nutrientes. Segun Price et al. (1998) varios sindromes y
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Huntington, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral
amiotrofica y la epilepsia, también implican necrosis (Syntichaki & Tavernarakis,
2002).

La muerte celular necrdtica programada, segun Holler et al. (2000), es el
resultado de la interaccion entre varias cascadas de sefalizacion. Los términos
“necrosis programada” o “necroptosis” se refieren colectivamente a la necrosis y
enfatizan un grado de regulacion y mecanismo molecular de este proceso de
muerte. Los principales actores en la propagacion de la necrosis son las
proteinas de interaccion con el receptor de serina/treonina quinasa 3 (RIPK)
(Chaabane et al., 2012).

De acuerdo con Degterev et al. (2005) y Sun et al. (2012), la necrosis regulada
depende de la formacién del necrosoma, denominado “necroptosis”, que
requiere de la proteina serina/treonina cinasa (RIPK)-1/3 que interactia con el
receptor y un dominio de tipo cinasa de linaje mixto (MLKL). Fuchs & Steller
(2015) y Holler et al. (2000) indican que la necroptosis puede desencadenarse
mediante la ligadura de varios receptores de muerte, como el receptor TNF, el
receptor de ligando inductor de apoptosis (TRAIL) relacionado con TNF, FAS
(CD95) y receptores de tipo Toll. En la sefalizacion de la necroptosis, Berghe et
al. (2014) y Li et al. (2012), afirman que RIP1 forma el complejo de sefalizacion
inductor de muerte citosdlica (DISC), que contiene el dominio asociado a Fas
(FADD), RIP3 y caspasa-8. Cuando la caspasa-8 se activa en DISC, segun Li et
al. (2012) y Wang et al. (2008), puede desencadenar la apoptosis; cuando se
inhibe la actividad de la caspasa-8, RIP1 interactia con RIP3, se fosforila y
ensambla el necrosoma. Wang et al. (2017) aseguran que RIP3 fosforilado
induce la fosforilacibn de MLKL y la formacién de oligdmeros. MLKL
oligomerizado se transloca a la membrana plasmatica y forma poros en la
membrana (Fig. 6). Al igual que con la necrosis, Kaczmarek et al. (2013) y
Wang et al. (2017), afirman que las células necroptéticas liberan contenidos
intracelulares que afectan a las células circundantes y el medio ambiente (Ando
et al., 2020).
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Fig. 6 La necroptosis se activa al inhibirse la apoptosis. RIPK1 se caracteriza por ser un receptor de
muerte. Su actividad cinasa regula el ensamblaje de dos complejos que controlan la apoptosis y la
necroptosis. Al activarse la caspasa-8 se induce la apoptosis pero al inhibirse conduce a la necroptosis.
En el proceso de la necroptosis, la interaccion entre RIPK1 y RIPK3 da como resultado la formacion de
un complejo heterodimérico capaz de promover la oligomerizacion de MLKL mediante su fosforilacion.
Una vez oligomerizado MLK, se trasloca en la membrana plasmatica participando en el reclutamiento de
canales de iones y en la formacion poros. (Tomado de Dhuriya & Sharma, 2018).

Otro mediador de la necrosis regulada mencionada por Schreiber et al. (2006)
es la poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1), que se activa en respuesta al
dafio moderado del DNA vy facilita su reparacion. PARP-1 cataliza la conversion
de NAD+ en nicotinamida y polimeros de poli (ADP-RIBOSA) (PAR). La poli
(ADP-ribosila-) acién de proteinas nucleares permite la reparacion del DNA vy el
resultado es la supervivencia celular. Sin embargo, el dafio extenso en el DNA
conduce a la sobre activacion de PARP-1. La activacion excesiva de PARP-1
provoca el agotamiento de NAD+. El posterior agotamiento de ATP produce un
fallo bioenergético irreversible y necrosis (Jog & Caricchio, 2014).

Varios mediadores han sido implicados en la fase de ejecucion de la necrosis.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas, segun Tsujimoto &
Shimizu (2007), durante la inflamacién causan dafio a las macromoléculas
celulares, incluido el DNA. El estrés oxidativo, por lo tanto, conducira a la
necrosis a través de una via dependiente de PARP-1. Las ROS también
modifican proteinas, inducida la oxidacion de los fosfolipidos de membrana. La

peroxidacion lipidica conduce a la fuga de Ca2+y proteasas al desestabilizar las
membranas reticulares mitocondriales, lisosomicas y endoplasmaticas. El

aumento de Ca®* intercelular conduce la apertura del poro de transicion de
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permeabilidad mitocondrial (MPT) (MPTP), lo que resulta en la pérdida de la
membrana mitocondrial, hinchazén y ruptura de la membrana externa
mitocondrial (Jog & Caricchio, 2014).

3.3 Autofagia.

La autofagia (del griego, “auto” uno mismo, “phagy” para comer) se refiere a
cualquier via de degradacion celular que impligue la entrega de carga
citoplasmatica al lisosoma (Levine & Kroemer, 2008). La autofagia es un
proceso degenerativo en respuesta a diversos tipos de estrés, que incluyen la
deficiencia de nutrientes, el dafio a los organelos, la hipoxia, las especies
reactivas de oxigeno (ROS), estrés en el reticulo endoplasmico y el tratamiento
farmacoldégico (Chen et al., 2018).

La autofagia, de acuerdo a Levine & Klionsky (2004) y Rogov et al. (2014), es
un proceso de degradacion intracelular conservado evolutivamente, en el que
las macromoléculas citoplasmicas, proteinas agregadas, organelos dafiados o
patébgenos son llevados a los lisosomas y se digieren mediante hidrolasas
lisosémicas para generar nucleétidos, aminoacidos, &cidos grasos, azucares y
ATP, y finalmente se reciclan en el citosol (Li et al., 2020). Es tipicamente una
respuesta protectora, pro-supervivencia al principio; sin embargo, si se
hiperactiva, finalmente matara la célula (Jain et al., 2013).

Jing & Lim (2012) indican que la autofagia no solo es responsable de la
eliminacién de proteinas y organelos anormales, sino que también participa en
la eliminacién de agentes infecciosos, incluidas bacterias y virus de las células
huésped. Ademas, mencionan que datos recientes de estudios de modelos
celulares muestran que la regulacion automatica de la autofagia podria ser
valiosa para eliminar Mycobacterium tuberculosis (Gutiérrez et al., 2004),
Streptococcus (Nakagawa et al., 2004), micobacterias (Sight et al., 2006; Shin
et al., 2010), y el virus del herpes simple (Talléczy et al., 2006).

De acuerdo con Abada & Elazar (2014); Lamb et al. (2013); Mizushima &
Komatsu (2011), la induccién de la autofagia da como resultado el reclutamiento
de las proteinas Atg en una ubicacion subcelular especifica denominada sitio de
ensamblaje del fag6foro (PAS) y nucleacion de una membrana de asilamiento
que forma una estructura en forma de copa denominada fagdéforo. El
alargamiento gradual de la membrana de asilamiento curva da como resultado
la expansion del fagéforo en una esfera alrededor de una porcion del citosol. La
membrana de aislamiento finalmente se sella en una vesicula de doble
membrana, denominada autofagosoma, atrapando asi el material citosélico
envuelto como carga autofagica. Después de la eliminacién de la mayoria de
las Atg y el suministro al lisosoma lo largo de los microtdbulos, la membrana
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externa del autofagosoma se fusiona con la membrana lisosémica para formar
el autolisosoma. Esta fusiéon da como resultado la formacion de un cuerpo
denominado autofagolisosoma (Dikic & Elazar, 2018).

4. Mecanismos moleculares de la autofagia.

4.1. Ceélulas somaticas.

Los trabajos de Klionsky (2007) Maiuri et al. (2007) Mizushima & Klionsky
(2007) y Rubinsztein et al. (2007), afirman que la autofagia ocurre a niveles
basales bajos en practicamente todas las células para realizar funciones
homeostéaticas como durante el recambio de proteinas y organelos. Se regula
rapidamente cuando las células necesitan nutrientes y energia intracelular
durante la inanicién, por ejemplo, durante la inanicién, la abstinencia del factor
de crecimiento o de las altas demandas bioenergéticas. La autofagia también se
regula cuando las células se preparan para someterse a una remodelacion
estructural, como durante las transiciones del desarrollo o para deshacerse de
los componentes citoplasmicos dafiinos o, por ejemplo, durante el estrés
oxidativo, la infeccién o la acumulacion de agregados de proteinas. El estado
nutricional, los factores hormonales y otras sefiales como la temperatura, las
concentraciones de oxigeno y la densidad celular son importantes en el control
de la autofagia (Levine & Kroemer, 2008).

Existen tres tipos definidos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y
autofagia mediada por chaperonas (Fig. 7), las cuales promueven la
degradacion proteolitica de los componentes citosélicos en el lisosoma (Glick et
al., 2010).

De acuerdo con Xie et al. (2008), la macroautofagia (denominada autofagia), es
un proceso genéticamente regulado y dinamico asociado con la formacion de
autofagosoma, una vesicula citoplasmatica de doble membrana que engloba los
componentes celulares. La formacién del autofagosoma comienza en el
fagéforo (también conocido como membrana de aislamiento o membrana
secuestrante) y requiere la conjugacién de la proteina 1 asociada a los
microtUbulos de la cadena ligera 3 (LC3), que regula la expansién del fagéforo y
la terminacion de la vesicula. ElI autofagosoma completo se fusiona con el
lisosoma y se convierte en autolisosoma. Los componentes secuestrados son
degradados por las hidrolasas lisosomales y liberados en el citosol por las
permeasas del flujo de salida lisosomal (Jing & Lim, 2012).

El término de microautofagia, segun Galluzi et al. (2017), se ha reservado para
la degradacion de proteinas y organelos intracelulares directamente engullidos
por los lisosomas o la vacuola (en levaduras) (Tekirdagy & Cuervo, 2018). La
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microautofagia endosémica se basa en los complejos de clasificaciéon
endosomales necesarios para el transporte (ESCRT) | y Ill, necesarios para la
formacion de las vesiculas en las cuales la carga citosoélica se internaliza y
depende de la entrega de carga de proteinas por Hsc70 a través de
interacciones electrostaticas de esta chaperona con la membrana limitante
endosOmica (Sahu et al., 2011).

Saftig et al., (2008) mencionan que en la autofagia mediada por chaperonas
(CMA), las proteinas especificas son translocadas a través de la membrana
lisosomal en un complejo con proteinas chaperonas (Glick et al., 2010). La
proteina chaperona Hsc70 (cognotada 70 de choque térmico) y las
cochaperonas reconocen especificamente proteinas citosolicas que contienen
una combinacion especifica de cinco aminoacidos denominada “KFERQ-motif”
(Orenstein & Cuervo, 2010; Kirchner et al., 2019). La proteina transmembrana
LAMP-2A que es una isoforma de LAMP-2, actia como un receptor en el
lisosoma, y las proteinas desplegadas se entregan a la luz lisosomal a través de
un complejo de translocacion multimérico (Mizushima & Komatsu, 2011).
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Fig. 7 En los mamiferos existen tres tipos de autofagia. La autofagia mediada por chaperonas (CMA)
involucra la degradacién de proteinas especificas dentro de lisosomas en un complejo con proteinas
chaperonas. La macroautofagia involucra la formacion de un autofagosoma que se fusionara con un
lisosoma para formar un autolisosoma. Y la microautofagia en la cual el lisosoma se encarga de degradar
el material citosdlico. (Modificado de Gonzalez-Polo et al., 2016).
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4.2. Patologias asociadas a la autofagia.

La autofagia controla los patdégenos intracelulares al secuestrarlos dentro del
autofagosoma para su degradacion mediante los lisosomas. Esta eliminacion
selectiva de patdgenos invasores se conoce como Xxenofagia. Esta via
especifica puede estar vinculada a varios aspectos de la inmunidad innata y
adaptativa, incluida la presentacion de antigenos (Fig. 8), la produccion de
citosinas e interferones y el desarrollo de linfocitos (Saha et al., 2018). Por otro
lado, Zhou et al. (2011) y Nakahira et al. (2011), consideran que la capacidad
gue tiene la autofagia de eliminar las mitocondrias dafiadas o irreversiblemente
despolarizadas, la hace necesaria para evitar la acumulacion de mitocondrias
despolarizadas que liberan agonistas al inflamasoma (proteinas citosélicas que
se activan en respuesta a la presencia de patdgenos invasores) como ROS y
DNA mitocondrial oxidado. Por lo tanto, la autofagia es un mecanismo
antiinflamatorio de proteccion contra el dafio endomembrana provocado por
diversos agentes de origen enddgeno o infecciosos y previene la inflamacion
innecesaria 0 excesiva, ademas del dafo tisular (Deretic & Levine, 2018)
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Fig. 8 La autofagia restringe la replicacion viral mediante diferentes mecanismos. Puede
transferir acidos nucleicos virales a los endosomas para estimular las respuestas innatas mediante
los TLRs. Digiere de forma selectiva los componentes virales dentro de lisosomas. Y contribuye en la
respuesta inmune adaptativa al permitir la presentacion de antigenos virales al entregarlos a los
complejos MHC-I y MHC-II (Modificado de Chiramel et al., 2013).
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De acuerdo con Barnard et al. (2016) y White (2012), durante la tumorogénesis,
la autofagia actla como un mecanismo supresor tumoral mediante su funcion
de control de calidad de proteinas y organelos, al proveer estabilidad en el
genoma, prevenir dafo tisular crénico, lesion celular e inflamacién e inhibir la
acumulacion de agregados de proteinas p62, ademas de prevenir el inicio del
tumor, la proliferacion, la invasion y metastasis (Li et al., 2020). Ademas, se ha
demostrado que la autofagia apunta y degrada directamente la proteina
transformadora activa RHOA, asi como el factor de intercambio de nucleétidos
RHOA-guanina (GEF) H1, que son reguladores cruciales de la dindmica de la
actina y la migracioén celular (Dikic & Elazar, 2018).

La diabetes tipo dos y la obesidad se encuentran entre los problemas de salud
mas emergentes a nivel mundial. Los factores responsables del progreso de la
diabetes son la disminucion de la produccién de insulina, el aumento de la
adiposidad y el aumento de la resistencia a la insulina en los musculos
esqueléticos. Estos dos ultimos defectos son atribuidos principalmente a
mitocondrias defectuosas caracterizadas por una alteraciobn en la beta-
oxidacion, acumulacion de lipidos, estrés oxidativo y dafio mitocondrial. De
acuerdo con Yang et al. (2010) y Kaniuk et al. (2007), se ha demostrado que la
mitofagia, en esta etapa, elimina el estrés oxidativo y a las mitocondrias
dafadas, desempefiando una funcién protectora contra el desarrollo de la
resistencia a la insulina y al aumento de la adiposidad (Saha et al., 2018).

Se conoce como sarcopenia a la pérdida de masa y fuerza del musculo
esquelético en adultos mayores. Debido a que la autofagia promueve la atrofia
de miofibras en jovenes, se creia que la inhibicién de la autofagia prevendria la
sarcopenia. Sin embargo, estudios recientes han revelado que la autofagia en
realidad mantiene la masa muscular y que su funcién disminuye durante el
envejecimiento muscular. Consistentemente, aumentar la autofagia basal
protege de la disfuncion muscular relacionada con la edad al promover la
degradacion selectiva de proteinas mal plegadas y organelos disfuncionales.
Por el contrario, la inhibicion de la autofagia conduce a la pérdida de la fuerza
muscular e induce a una respuesta de estrés desadaptativo responsable de la
atrofia de miofibras en adultos mayores (Jiao & Demontis, 2017).

La autofagia también se ha convertido en un importante regulador de las
funciones cardiacas. Preserva la estructura y la funcion cardiaca en condiciones
basales y se activa durante el estrés, lo que limita el dafio en la mayoria de las
condiciones. Reduce las lesiones y preserva la funcion cardiaca durante la
isquemia. También reduce la remodelacion isquémica crénica y media la
adaptacion cardiaca a la sobrecarga de presion al restringir la acumulacién de
proteinas mal plegadas, la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo
(Sciarretta et al., 2018).
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5. Flujo autofagico.

El término de flujo autofagico es utilizado para representar el proceso dindmico
de la autofagia. Se refiere a todo el proceso de autofagia, incluida la formacién
de autofagosomas, la maduracion, la fusion con los lisosomas, la
descomposicion posterior y la liberacion de macromoléculas de regreso al
citosol (Zhang et al., 2013).

Las llamadas proteinas Atg centrales esenciales para la formacion de
autofagosomas y el suministro lisosémico de carga autofagica se agrupan por
sus interacciones funcionales y fisicas en cinco complejos de acuerdo con
Klionsky et al. (2011): (i) el complejo ULK1 (cinasa 1 similar a Unc-51): la
proteina cinasa serina/treonina ULK1, proteina 1 en espiral inducible por RB1
(FIP200; también conocida como RB1CC1), Atgl3 y Atg101; (ii) Atg9: la Gnica
Atg integral de membrana nuclear; (iii) el complejo de clase 11l PI3K (PI3KC3): la
subunidad catalitica que clasifica la proteina vacuolar 34 (VPS34) que convierte
Pl en PI-3-fosfato (PI3P), Beclina-1 y factor de transporte vesicular general
pl15, unido por Atgl4 en el complejo PI3KC3 | (PI3KC3-C1) o proteina génica
asociada a la resistencia a la radiacion UV (UVRAG) en el complejo Il (PI3KC3-
C2); (iv) las proteinas WIPI (WP dominio de repeticion que interactian con
fosfoinositido) y su compafiero de interaccion funcional, opcionalmente fisico
Atg2; y (v) dos proteinas similares a ubiquitina (Ub) y objetivos de conjugacion
covalente (Zhang et al., 2013). El proceso de autofagia comienza a partir de la
formacion de una membrana aislante y de un fagoforo (Saha et al., 2018).

La proteina conocida como mTOR es una serina/treonina cinasa que forma dos
complejos grandes, fisica y funcionalmente diferentes: mMTORC1 y mTORC2
(Hung et al., 2012; Yip et al., 2010). mTORC2 es insensible a la rapamicina y se
compone de subunidades como mLST8, Rictor, MSIN 1 y PROTOR. Y el
complejo mTORC1 que constituye subunidades como ULK1, Atgl3, Atgl01,
FIP200 y Raptor, es mas sensible a las sefiales de nutrientes y a la rapamicina
(Ravanan et al.,, 2017; Gao, 2019). mTORC1 media principalmente en la
regulacion del crecimiento celular, la apoptosis y la autofagia, mientras que
MTORC2 esta involucrado principalmente en la supervivencia celular (Gao,
2019).

En la mayoria de los casos, segun Jung et al. (2010) y Zhang (2015), la
autofagia se realiza de manera dependiente de mTORC1 a través del cual
todas las sefales de estrés se integran en la via de la autofagia. Bajo
condiciones de inanicibn mTORC1 se inhibe para activar la autofagia (Ravanan
et al., 2017). La fosforilacion de Rheb y Raptor en el complejo mTORC1,
permite la activacion de ULK1, quien a su vez fosforila Atgl3 y FIP20. Toda
esta sefalizacion, permite el inicio del proceso autofagico (Ravanan et al., 2017,
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Dikic & Elazar, 2018). EIl paso de la nucleacion se lleva a cabo principalmente
por Vps34 y el complejo Beclina-1. Vps34, segun Glick et al. (2010), es la Gnica
enzima asignada como fosfoinositol quinasa de clase Ill en mamiferos, cuyo
sustrato solitario es PIl, genera un componente vital llamado PI3P para la
nucleacion y el crecimiento del fagéforo. Vps34 genera este PI3P al fosforilar Pl
(fosfatidilinositol) en posicion D3 (Ravanan et al., 2017).

Induccion Fagdforo Formacion del Autofagosoma ~~ Fusion Degradacion y reciclaje

GO g g1 2ATG1OL Lisosoma

Atg1l

Inanicion  ULK1 / ﬁ
Hipoxi / :
Ipoxia TOR_ O & 0 \ ) .

ROS | O ‘
Infeccion AMPK% °°”_) . f_) ’ﬁ « .
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Fig. 9 Mecanismo molecular de la autofagia. La autofagia es un proceso que puede inducirse mediante
las vias de sefializacion de mTOR y AMPK. Primero, se lleva acabo el ensamblaje y la activacion de dos
complejos macromoleculares: Atg1l/ULK1 (compuesto por ULK1, FIP200, Atgl3 y Atgl01) y el complejo
PI3K clase Il (compuesto por BECN1, ATG14, Ambra 1, Vps34, Vpsl5 y UVRAG) (Boya et al., 2018).
Posteriormente, para la formaciéon del autofagosoma se llevan a cabo las siguientes reacciones: en la
primera se conjuga Atg7 y Atg10, Atg5 y Atgl2 y se unen a ATG16L. Y en la segunda, LC3 en su forma
citosdlica se conjuga con la fosfatidiletanolamina (PE) para generar LC3-Il, lo que permite su anclaje en las
membranas autofagosomales. Por Ultimo, el autofagosoma ya formado se fusiona con un lisosoma, dando
origen a un autolisosoma listo para degradar material citosélico (Tomado de Boya et al., 2018).

El homdélogo de mamiferos de Atg6 se llama Beclina-1 la cual tiene un papel
central en la regulacion de la autofagia. La Beclina-1, segun Kihara et al. (2001)
y Tassa et al. (2003), forma un complejo con la clase Il fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3 quinasa) Vps34. Panaretou et al. (1997) dicen que Vps34 se asocia
con la serina/treonina cinasa Vps15. Ademas, UVRAG (gen asociado con la
resistencia a la radiacibn UV) se asocia con el complejo Beclina 1-Vps34 vy
mejora la autofagia. Ademas, Fimia et al. (2007), mencionan que una proteina
llamada Ambral se une a Beclina-1 y mejora la actividad de la quinasa Vps34 y
la formacion de autofagosomas (Eskelinen & Saftig, 2009).
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Después de la nucleacion, otras proteinas Atg son reclutadas a la membrana de
los pre-autofagosomas para promover el alargamiento y la expansion, y
finalmente, la finalizacion de la formacién de autofagosomas (He & Klionsky,
2009; Simonsen & Tooze, 2009). Durante los pasos de alargamiento y
expansion, Atg7 y AtglO0 facilitan la formacion del complejo Atg5-Atgl2 unido
covalentemente (Mizushima et al., 1998; Mizushima et al., 2003), que también
interactta con Atg16L1 (Wong et al., 2011).

En 2015, Yang y colaboradores mencionan que el LC3 se sintetiza en primer
lugar como una proteina precursora (pro-LC3), posteriormente, el péptido C-
terminal del precursor pro-LC3 se escinde por los homélogos de Atg4B de
mamiferos para formar LC3-1 con una glicina C-terminal expuesta (Kabeya et
al., 2004; Kabeya et al., 2000; Tanida et al., 2004). LC3-I citosdlica se activa
luego por la enzima E1 Atg7 y se transfiere a la enzima E2 Atg3 (Tanida et al.,
2002; Tanida et al., 2001; Kabeya et al., 2000), y finalmente se modifica a una
proteina unida de membrana, LC3-Il, al conjugarse con el grupo amino de
fosfatidiletanolamina (PE) (LC3-1/PE) (Li et al., 2020). ElI LC3 conjugado se
integra en el fagéforo en crecimiento mediante el sistema de conjugacion de
Atg5-Atgl2, lo que facilita el crecimiento y el alargamiento del autofagosoma
(Fig. 9). El sistema de conjugacion Atg5-Atgl2 se disocia después del cierre y
maduracion del autofagosoma (Shrestha et al., 2020).

Un lisosoma degradativo maduro se define como: (A) un organulo de
almacenamiento para formas activas de enzimas degradativas con pH &cido
optimo (hidrolasas), que permiten la degradacion del sustrato; (B) membranas
limitantes con proteinas especificas asociadas a la membrana glicosiladas tales
como LAMP-1 y LAMP-2; y (C) carece de proteinas no lisosomales tales como
IGF2R/CI-M6PR (receptor del factor de crecimiento 2 similar a la insulina)
(Cheng et al., 2018). Las proteinas de membrana asociadas a los lisosomas
(LAMP-1 y LAMP-2), segun Hunziker et al. (1996), son los principales
componentes proteicos de la membrana lisosomal. Son proteinas
transmembranales de tipo | con un gran dominio luminal, un dominio
transmembranal y una cola citoplasmatica C-terminal. Las colas citosdlicas
conservadas de LAMP-1 y LAMP-2 tienen 11 residuos de largo y contienen
informacion necesaria para su direccionamiento intracelular después de la
biosintesis (Eskelinen et al., 2004).

Después del cierre del fagoforo, el autofagosoma de doble membrana maduro
se fusiona para degradar su contenido. Los autofagosomas y los lisosomas
primero deben acercarse y luego unirse antes de que se produzca la fusion
mediada por SNARE. El primer paso de la fusion del autofagosoma-lisosoma, la
membrana externa autofagosomica se fusiona con la membrana lisosomica
tnica (Fig. 9). La fusién se completa mediante la degradacion de la membrana
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interna autofagosdémica por hidrolasas lisosomicas y la exposicion de los
contenidos del autofagosoma la luz del lisosoma (Yu et al., 2017).

Para lograr una fusion eficiente de autofagosomas y lisosomas, ambos
organelos deben estar fisicamente cerca. Heuser (1989) menciona que la
inanicion causa la agrupacion perinuclear de los lisosomas, impulsaba por
cambios en el pH intracelular, mientras que los autofagosomas, segun Jahreiss
et al. (2008), se forman al azar en la regién periférica de la célula. Fass et al.
(2006) dicen que, una vez cerrados, los autofagosomas se unen y transportan a
lo largo de los microtubulos y finamente se concentran en la region perinuclear
donde se encuentran los lisosomas. La dineina, un motor, de microtubulos
dirigido por el extremo negativo, media el movimiento centripeto de los
autofagosomas (Yu et al., 2017).

Los determinantes de la selectividad en diferentes vias autofagicas son tan
variados como los sustratos mismos y van desde motivos peptidicos,
modificaciones covalentes (como ubiquitina), modificaciones postraduccionales
(como acetilacién, fosforilacion) y reconocimiento mediante proteinas
receptoras especificas (tales como p62 o NBR1) (Kaushik & Cuervo, 2012). Uno
de los sustratos mejor caracterizados de la autofagia selectiva es p62, que
también se conoce como secuestrosoma 1/SQSTM1 (Mizushima & Komatsu,
2011).

El receptor de carga humano p62/SQSTM1 media la degradacion del material
de carga ubiquitinado, como proteinas agregadas o bacterias citosélicas
(Zaffagnini & Martens, 2016). De acuerdo con Shin (1998) y Myeku y
Figueiredo-Pereira (2011), p62 interactia de manera no covalente con cadenas
de ubiquitina o poliubiquitina a través del dominio LIR (que también se conoce
como el motivo de interaccion Atg8), y al proteosoma a través del dominio PB1
(Liu et al., 2016). Posteriormente, p62 se incorpora al autofagosoma y luego se
degrada (Mizushima & Komatsu, 2011) junto con el contenido citoplasmico.
Abounit et al. (2012), mencionan que, ALFY, otra proteina de union a la
ubiquitina se une a PI3P, p62 y Atg5 para asegurar a las proteinas presentes en
el autofagosoma (Ravenna et al., 2017).

El nivel intracelular de p62, segun Puissant et al. (2012), depende de la
regulacion transcipcional y la degradacién autofagica postraduccional. La
transcripcion de p62 estd modulada por el estrés oxidativo (Nrf2), la ruta
Ras/MAPK, la ruta JNK/c-Jun y algunos compuestos quimicos (p. ej.
resveratrol, inductor de la autofagia). Aunque Thompson et al. (2003) aseguran
que la inhibicion del proteosoma y la inanicion también pueden inducir la
sintesis de p62 (Liu et al., 2016). La oligomerizacion de p62 confiere gran
avidez a la interaccion con la ubiquitina agrupada y, por lo tanto, estabiliza la
unién al material de carga en el que se encuentra la ubiquitina (Zaffagnini &
Martens, 2016).
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V. ANTECEDENTES

En los mamiferos ha sido documentado que los foliculos ovéaricos que sufren
atresia pueden ser eliminados por diversos procesos de muerte celular
programada. Aungue la apoptosis ha sido ampliamente aceptada como la ruta
convencional de eliminacion en varios roedores, aportes recientes de Ortiz et al.
(2006); Morais et al., (2012); Escobar et al. (2013); Yadav et al. (2018), indican
que la autofagia puede ser un mecanismo alternativo involucrado en el
agotamiento del foliculo a través de acciones independientes o en tAndem con
apoptosis (Gioia et al., 2019).

Algunos estudios in vitro como el de Choi et al. (2010), arrojan evidencias que
indican que los niveles de expresion de la proteina LC3-Il y la proteina asociada
a la apoptosis caspasa-3 activa, dependen de los niveles de gonadotropinas.
Ademas, sefalan que en las células de la granulosa, la inanicion sérica induce
la acumulacion de autofagosomas para activar la apoptosis mediante la
disminucién de la expresion de Bcl-2, o que sugiere que la autofagia puede
promover la apoptosis en las células de la granulosa.

En otro estudio, se observé que en hembras recién nacidas de ratbn espinoso
(Acomys cahirinus) experimentan una mayor tasa de atresia folicular mediada
por la autofagia, mientras que la forma dominante de la atresia ovérica en dias
postnatales consecutivos es la apoptosis (Hutas-Stasiak & Gawron, 2011).

En foliculos de cerdos adultos, también se confirmd que la apoptosis y la
autofagia son procesos que ocurren en las células de la granulosa que sufren la
muerte celular programada, dando como consecuencia, el agotamiento de los
foliculos antrales. Adicionalmente, se observd que hay mayor abundancia de la
proteina autofagica LC3B-Il en células del cumulus y en ovocitos atrésicos, al
mismo tiempo que no hay deteccién de actividad apoptotica (Gioia et al., 2019).
Con respecto a las células germinales, se han realizado tratamientos in vitro
con el activador de autofagia, la rapamicina, lo que aumenta significativamente
la expresion de las proteinas pro-autofagicas Beclina-1 y LC3, lo que promueve
la maduracion en ovocitos al inducir la autofagia (Lee et al., 2015). Sin
embargo, diversas evidencias obtenidas en nuestro grupo de trabajo, indican
que la presencia de autofagia en niveles mas alla de los fisiologicos, puede
conducir a la eliminaciéon de los ovocitos, contribuyendo asi, a la atresia folicular
en ovarios de rata Wistar.

Un aspecto importante, es que en los estudios que se han realizado
previamente, se ha detonado la presencia incrementada de proteinas pro-
autofagicas en ovocitos claramente alterados. Sin embargo, no se ha definido si
el proceso autofagico concluye con la degradacion del contenido en los
autofagosomas.

38



V. JUSTIFICACION

Se conoce la presencia de proteinas autofdgicas en el ovario y se ha
identificado un incremento significativo de LAMP-1 y LC3 en ovocitos en
proceso de muerte, implicando a la autofagia como un mecanismo de
eliminacién celular de estas células germinales. Sin embargo, no se conoce si el
proceso de degradacion autofagico se lleva a cabo hasta la fase final del
mismo. Por lo tanto, en el presente trabajo se busca identificar a nivel
inmunohistoquimico el flujo autofdgico en ovocitos de rata adulta en las
diferentes etapas del ciclo estral.

VI. HIPOTESIS

Se ha descrito un incremento de las proteinas que participan en el proceso
autofagico durante la eliminacién de ovocitos, por lo que se espera que los
marcadores relacionados con el inicio de la autofagia como mTOR, asi como
del flujo autofagico p62, muestren cambios significativos de acuerdo con la
progresion de eliminacion celular.

Vil. OBJETIVOS

Objetivo general.

e Analizar a nivel inmunohistoquimico el flujo autofagico en ovocitos atrésicos
de ovario de rata adulta.

Objetivos particulares.

1. Determinar las caracteristicas morfolégicas del ovario de rata adulta en las
diferentes etapas del ciclo estral.

2. Describir las caracteristicas estructurales de ovocitos de foliculos atrésicos y
no atrésicos.

3. ldentificar la ausencia-abundancia de las proteinas mTOR, LC3 y LAMP-1
en ovocitos.

4. Definir el flujo autofagico por medio de la presencia-abundancia de la
proteina p62 en ovocitos autofagicos.
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VIll. MATERIAL Y METODOS

I Procesamiento del material bioldégico.

1. Extraer ovarios derecho e izquierdo de ratas Wistar en diferente fase del
ciclo estral (3 ratas distintas en cada fase).

2. Fijar las muestras en paraformaldehido al 4% preparado en PBS durante 24

horas.

Lavar 3 veces con PBS durante 1 hora.

4. Deshidratar las muestras con las siguientes soluciones graduales de alcohol
durante 60 minutos en cada una:

w

30%
50%
60%
70%
80%
90%
100% (2 cambios)

5. Depositar 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.

7. Retirar la solucion y afiadir parafina-xilol y dejar reposar durante una hora a
58°C.

8. Depositar las muestras en parafina pura (Parafina 1), y dejar reposar 60
minutos a 58°C.

9. Depositar las muestras en parafina pura (Parafina 2), y dejar reposar 60
minutos a 58°C.

10. Antes de iniciar el proceso de inclusion, calentar las pinzas con las que se
manipularan las muestras.

11.En moldes plasticos, agregar parafina pura a 58°C y acomodar las
muestras en el centro del molde.

12.Por ultimo, dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente para que
solidifique la parafina.

»

i. Tincidon Hematoxilina-Eosina.

1. Elaborar cortes histologicos de 7 pum de grosor de ovario derecho e
izquierdo, seriados por cada fase estral de diferentes ratas Wistar adultas
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(Fig. 10). Colocar los cortes en portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina y
dejar dentro de la estufa a 37°C durante al menos 24 horas.

1 2 3 4 5 Fig. 10 Representacién del orden de los
® ® ® ® ® cortes histolégicos de ovario de rata
adulta seriados.

6® 7@ 8@ 9@ 10@®

Dejar los cortes histolégicos dentro de la estufa durante 5 minutos a una
temperatura de 60°C.

Desparafinar los cortes colocandolos en Xilol durante 10 minutos y
posteriormente, en cada uno de los siguientes alcoholes graduales, durante
10 minutos:
Etanol absoluto

Etanol 90%

Etanol 70%

Etanol 50%

Etanol 30%

Enjuagar durante 5 minutos en agua destilada.

. Sumergir los cortes desparafinados en hematoxilina durante 10 minutos.
Retirar el colorante y posteriormente, enjuagarlos durante 10 minutos al
chorro del agua de la llave.

. Enjuagar las muestras en agua destilada, posteriormente en etanol &cido
(HCI 10% en Etanol al 70%) y en agua amoniacal (NaOH 1%).

Realizar una inmersion de los cortes en etanol al 50% durante unos
segundos.
Depositar en eosina alcohélica durante 3 minutos.
Enjuagar los cortes histolégicos en las siguientes soluciones graduales de
alcohol hasta llegar al xilol:

Etanol 80%

Etanol 90%

Etanol absoluto
Etanol-Xilol
Xilol

10. Realizar el montaje de las muestras con resina sintética y dejar secar dentro

de la estufa a 40°C.
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11.Por dultimo, observar en el microscopio Nikon Eclipse E600 y tomar

N

9.

fotografias utilizando una camara digital Nikon DXM1200, de las secciones
de ovarios. Identificar a los ovocitos de foliculos sanos y foliculos atrésicos
en las 4 fases del ciclo estral.

Inmunolocalizaciones de LAMP-1, LC3, mTOR, mTORp v
p62.

Desparafinar e hidratar los cortes histolégicos.

Enjuagar en PBS 1X durante 10 minutos.

Para la recuperacion antigénica, colocar los cortes histolégicos dentro de un
vaso de Coplin, al que se agrega un amortiguador de citratos. Utilizando un
bafio Maria, introducir al microondas en potencia 10 con una duracion de 3
minutos y posteriormente con una potencia de 3 durante 6 minutos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Mientras tanto, pesar 1.125 g de Glicina y diluir en 150 ml de PBS 1X
(glicina 100 mM).

Ya finalizados los 30 minutos, lavar los cortes histologicos tres veces en
PBS 1X con una duracion de 10 minutos en cada lavado.

Extraer el PBS 1X y agregar la glicina 100 mM, en la cual se incuban las
muestras durante 1 hora.

Preparar las disoluciones de los anticuerpos primarios (Tabla 1.).

Anticuerpo Concentracion
pL /100 pL de PBS
1x

a LAMP-1 1/100
aLC3 1/100
a mTOR 2/100
a mTORp 2/100
a p62 2/100

Tabla 1. Anticuerpos y diluciones utilizados.

Preparar una camara humeda.

10.Incubar cada anticuerpo en sus correspondientes muestras (Tabla 2) y

mantener dentro de la camara himeda a 4°C durante toda la noche.
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a-LAMP-1 a-LC3 a-mTOR | a-mTORp | a-p62

Estro P1 Ss3 P2 Ss3 P3 S3 P4 S3 Ps S3
Metaestro P1 S2 P2 S2 P3 S2 P4 S2 Ps S2
Diestro P1S2 P2 S2 P3 S2 P4 S2 Ps S2
Proestro P1 Ss P2 Ss P3 S5 P4 S5 Ps Ss

Tabla 2. Organizacion de las series de cortes histologicos de ovario de rata adulta en diferentes
estadios del ciclo estral con sus respetivos anticuerpos primarios (P= portaobjetos, S= serie).

11.Lavar 3 veces en PBS 1X (cada lavado de 3 minutos).

12.Preparar una disolucién de 1 pL del anticuerpo secundario Goat Anti-Rabbit
Alexa 488 nm en 200 pL de PBS 1X.

13.Incubar el anticuerpo secundario en todas las muestras durante 2 horas,
protegidas de la luz.

14.Lavar 3 veces en PBS 1X (3 minutos cada lavado).

15. A cada muestra agregar DAPI (10 puM) durante 1 minuto.

16.Lavar 3 veces en PBS 1X (de 3 minutos cada lavado).

17.Por ultimo, realizar el montaje de las muestras utilizando medio de montaje
Fluoroshield (abcam).

Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia.

1. Para cada proteina (LAMP-1, LC3, mTOR, mTORp y p62) dividir dos grupos:
ovocitos e foliculos atrésicos y ovocitos de foliculos sanos.

2. Fotografiar imagenes de los ovocitos atrésicos y sanos mediante una
camara digital Nikon DXM1200F de alta resolucién, en Contraste de Fases,
FITC y DAPI.

3. Procesar y analizar las imagenes en el programa Image J (Programa de
Java de procesamiento y analisis de imagenes).

4. Analizar los datos de intensidad de fluorescencia (pixeles/cm2) realizando
una prueba de t-Student con un valor de significancia de P<0.05 para
determinar si hay diferencias entre la expresion de las proteinas autofagicas
en ovocitos atrésicos y los ovocitos sanos.
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IX. RESULTADOS.

1. Morfologia en el ovario de rata durante el ciclo estral.

Para observar la estructura del ovario durante las diferentes fases del ciclo
estral, se llevd a cabo una tincion hematoxilina-eosina en muestras de ovarios
de ratas adultas; lo que permitio identificar diferentes tipos de foliculos,
alteraciones que indican si el foliculo se mantiene sano durante su desarrollo o
Si se encuentra en estado atrésico.

1.1 Foliculos Sanos.

Los foliculos sanos se distinguieron al presentar una forma circular muy regular.
Se lograron identificar los diferentes tipos celulares que conforman a la
estructura: células de la teca, células de la granulosa y la célula germinal u
ovocito. Las células de la teca tienen una forma alargada, se encuentran
estrechamente relacionadas con la lamina basal la cual establece un limite
entre las células de la teca y las células de la granulosa. Estas células se
encuentran unidas entre si, rasgo importante para definir la normalidad o salud
de los foliculos. Por otro lado, el ovocito es una célula con forma redonda la
cual esta rodeada por la zona pellcida, cuando el foliculo ha alcanzado la etapa
de desarrollo hacia foliculo secundario y mantiene una estrecha relacion con las
células sométicas que lo rodean.

En todas las fases del ciclo estral, se lograron identificar foliculos sanos en
diferente etapa de maduracion. La Fig. 11 muestra foliculos sanos que fueron
observados en diferentes organismos. En A, se muestra un foliculo de Graaf en
cuyo interior se ha formado un cumulus ooforo que rodea al ovocito y también
se observa una enorme cavidad antral; este foliculo es de un ovario de rata en
estro. En la imagen B se muestra un foliculo antral cuyo ovocito se encuentra
rodeado por las células de granulosa; este foliculo es de un ovario de rata en
metaestro. En C se muestra un foliculo secundario en el cual las células de la
granulosa estan proliferando. Al lado del foliculo, se puede observar un foliculo
primordial en cuyo interior hay un ovocito rodeado de células foliculares; estos
foliculos son de un ovario de rata en diestro. En la imagen D se muestra un
foliculo en etapa antral, las células de la granulosa mantienen una estrecha
relacion con el ovocito y se puede apreciar el crecimiento de la cavidad antral;
este foliculo es de un ovario de rata en proestro.

1.2 Foliculos atrésicos.

Los foliculos atrésicos se identificaron como aquellos que presentan una forma
retraida, dado un colapso provocado por la invasion del tejido conjuntivo
conforme avanza la degeneraciéon. Como se ha mencionado previamente, la
mayoria de los ovocitos no alcanzan la madurez y seran eliminados ya sea
mediante vias apoptéticas y no apoptéticas. Asimismo, se identificaron los
siguientes cambios celulares dentro de los foliculos que mostraron atresia: el
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ovocito se degenera y manifiesta una forma ovoide, las células de la granulosa
se empiezan a compactar, separar y pueden sufrir cambios morfolégicos que
podrian corresponder a la apoptosis, ya que se observa fragmentacion celular.
Se identificaron foliculos atrésicos en las etapas secundaria y antral en
diferentes fases del ciclo estral de diferentes organismos, como se muestra en
la Fig. 12. En la imagen A, se muestra un foliculo antral; correspondiente a un
ovario de rata en estro. En la imagen B, se muestra un foliculo antral de un
ovario de rata en metaestro. En la imagen C, se muestra también un foliculo
antral en cuyo interior se puede observar que hay una evidente disminucién en
el nimero de capas de células de la granulosa que rodean al ovocito; este
foliculo es de ovario de rata en diestro. Y en la imagen D, se muestra un foliculo
secundario el cual inici6 el proceso de atresia antes de que comenzara a
formarse su cavidad antral; este foliculo es de un ovario de una rata en
proestro. En las cuatro imagenes A-D se puede apreciar que en efecto, durante
la atresia los ovocitos sufren compactacion y es por ello que adaptan una forma
ovoide. Las células de la granulosa comienzan a separarse y se ven
fuertemente tefiidas dado a que también sufren compactacién y posiblemente,
apoptosis.

1.3 Foliculos con morfologia apoptotica.

Se identificaron foliculos cuya atresia folicular se encuentra muy avanzada, de
hecho se pueden identificar caracteristicas morfoldgicas tanto en las células
somaticas como en las germinales, que podrian corresponder a la apoptosis, ya
que se distinguieron las siguientes caracteristicas: ovocitos fuertemente
compactados que presentan cromatina fragmentada, una zona pellacida
desprendida que indica una desintegracion lenta, incursion del tejido conjuntivo
al interior del foliculo, e invasidén a las capas de células de la granulosa por
macroéfagos.

Se identificaron foliculos con morfologia apoptética en todas las fases del ciclo
estral. En la Fig. 13 se muestran foliculos observados en diferentes organismos,
cuyos ovocitos presentan morfologia apoptética. En la imagen A, se muestra un
foliculo colapsado cuya cavidad antral ha sido invadida por un macréfago, este
foliculo corresponde a un ovario de una rata en estro. En la imagen B, se
muestra un foliculo atrésico de un ovario de una rata en metaestro. En la
imagen C, se observa otro de un ovario de rata en diestro. Y en la imagen D se
muestra un también un foliculo atrésico de un ovario de rata en proestro.

En las cuatro imagenes A-D, la zona pellcida que rodea a los ovocitos, se
observa como una banda homogénea tefiida que se esta desintegrando. En las
imagenes C y D se puede apreciar que la incursién del tejido conjuntivo al
interior de foliculo es mas evidente. Y en las imagenes A y D se muestra una
fuerte compactacién en los ovocitos y cromatina fragmentada.
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1.4 Foliculos con caracteristicas autofagicas.

En todas las fases del ciclo estral se identificaron foliculos en proceso de
atresia, evidenciada por la separacion de las células de la granulosa entre si y
del ovocito. En algunos casos se logré identificar que el citoplasma del ovocito
presentaba irregularidades en el citoplasma, indicando la presencia de
vesiculas claras que podrian corresponder a vesiculas autoféagicas, lo anterior
indica una eliminacion del ovocito mediada por un mecanismo diferente a la
apoptosis.

En la Fig. 14, se muestran foliculos atrésicos con ovocitos con vesiculas claras
en el citoplasma, observados en diferentes organismos. En la imagen A, se
muestra un foliculo antral en el que se observa a un ovocito con regiones claras
en el citoplasma alrededor de su nucleo; este foliculo pertenece a un ovario de
rata en estro. En la imagen B, se muestra un foliculo antral en el cual es muy
evidente la separacion que existe entre las células de la granulosa y el ovocito.
En la region periférica del citoplasma del ovocito se observan vesiculas claras
grandes; este foliculo es de un ovario de rata en metaestro. En la imagen C, se
muestra un foliculo secundario. Este foliculo parece no estar alterado, sin
embargo, las células de la granulosa practicamente se han separado del
ovocito, asi mismo, en la region citoplasmatica del ovocito se observan
pequefias vesiculas claras. También se puede observar la presencia de un
foliculo primario a lado de éste el cual tiene una morfologia aparentemente
normal. Estos foliculos son de un ovario de rata en diestro. En la imagen D, se
muestra otro foliculo antral el cual ha perdido su morfologia redondeada lo
mismo que el ovocito que se localiza en su interior. Dentro del ovocito se
aprecian vesiculas claras alrededor del nucleo; este foliculo pertenece a un
ovario de una rata en proestro.
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Fig. 11 Foliculos sanos. A) Se observa un foliculo de Graaf de un ovario de rata
en estro. El ovocito (Ov) se encuentra rodeado por el cimulo ovéforo (CO) y por
una enorme cavidad antral (CA). B) Foliculo antral de rata en metaestro, se
observa un ovocito (Ov) rodeado de las células de la granulosa (CG) y la cavidad
antral (CA). C) Permite observar un foliculo secundario con ovocito rodeado por
células de la granulosa en proliferacion, asi mismo, se puede observar la
presencia de otro foliculo primordial cuyo ovocito estad rodeado por células
foliculares. Estos foliculos pertenecen a un individuo en diestro. D) Ovocito de rata
en proestro en etapa antro en formacion, las células de la granulosa guardan
estrecha relacién con el ovocito y se aprecia el inicio de la formacién de la cavidad
antral. Se observa la zona pellcida (*) que rodea al ovocito (Ov), y las células de
la teca (+) alrededor del foliculo. Tincion H-E.
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Fig. 12 Foliculos atrésicos de ovarios de rata en diferentes fases del ciclo
estral. A) Foliculo antral de rata en estro, B) Foliculo antral de rata en metaestro,
C) Foliculo antral de rata en diestro, en el cual se aprecia la disminucién en el
namero de capas celulares que rodean al ovocito. El foliculo empieza a colapsar
debido a la invasion del tejido conjuntivo (TC). D) Foliculo secundario de rata en
proestro. Durante la atresia, los ovocitos sufren compactacion y es por ello que
adaptan una forma ovoide. Y las células de la granulosa (CG) empiezan a
separarse y a sufrir apoptosis (—).Tincién H-E.
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Fig. 13 Foliculos con morfologia apoptética. (A) Estro, (B) Metaestro, (C)
Diestro y (D) Proestro. En los foliculos de (A) y (B) las células germinales
muestran una fuerte compactacion, cromatina fragmentada (—) y la zona peldcida
(*) estad desprendida completamente del ovocito como una banda homogénea
tefiida. En los foliculos atrésicos (C) y (D), es mas evidente su retraccion dado que
se observa la incursion del tejido conjuntivo (TC) del estroma, donde antes habia
capas de células de la granulosa alrededor del ovocito. Asimismo también ocurre
la invasion por macréfagos (M) como se observa en el interior de la cavidad antral
(CA) del foliculo de la fase estro (A). Tincion H-E.

Fig. 14 Foliculos con caracteristicas autofagicas. A) Foliculo antral de rata en
estro en el que se observa a un ovocito con regiones claras (—) en el citoplasma
alrededor del nicleo. B) Foliculo antral de ovario de rata en metaestro, en el cual
se observa la separacién existente entre las células de granulosa y el ovocito.
Ademas, se observan vesiculas claras (—) en la region periférica del citoplasma
del ovocito. C) Foliculo secundario de rata en diestro, en el cual se aprecia que las
células de la granulosa se han separado del ovocito, y en el interior de éste se
observan vesiculas claras (—). D) Foliculo antral de rata en proestro, en el cual se
observa al ovocito con forma ovoide y dentro de éste se parecian vesiculas claras
(—) alrededor del nucleo. Tincién H-E.
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2. Analisis inmunohistoquimico de proteinas relacionadas a la
autofagia.

Para definir si las vesiculas claras observadas con la tincion general de
hematoxilina-eosina en los ovocitos, corresponden a elementos del proceso
autofagico, se realizdé la inmunodeteccion de proteinas involucradas en el
evento, asi como una posterior cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
de las marcas. En primer lugar, se identifico la presencia de lisosomas, ya que
éstos organelos se encuentran estrechamente relacionados con el proceso
autofagico debido a que son los organelos encargados de degradar el contenido
de los autofagosomas. Lo anterior se realizd por medio de la inmunolocalizacién
de la proteina LAMP-1, la cual se encuentra en la membrana de los lisosomas.
Se logré identificar que los ovocitos con un citoplasma irregular dentro de
foliculos atrésicos, poseian una incrementada marca positiva a la proteina
LAMP-1, en comparacion a aquellos dentro de los foliculos no atrésicos
(normales) (Fig. 15).

Adicionalmente, se identificé la presencia-abundancia de la proteina LC3, la
cual indica la presencia directa de autofagosomas. Estas observaciones
permitieron definir que en los ovocitos de foliculos atrésicos con vesiculas
claras, existe una marca incrementada de LC3 en comparacion a aquellos de
foliculos sanos o con citoplasma regular (Fig. 16).

Una vez definido que los ovocitos con presencia de vesiculas claras estan en
un proceso autofagico, para definir la participacion de esta proteina para iniciar
a la autofagia en ovocitos atrésicos. Los resultados indicaron que la proteina
MTORp se ve incrementada en los ovocitos de foliculos atrésicos (Fig.18), en
los que se ha observado un citoplasma con vesiculas claras. Asi mismo, se vio
una reduccion en la marca de la proteina mTOR no fosforilada en los ovocitos
de foliculos atrésicos (Fig. 17). Estos resultados evidencian que la autofagia en
ovocitos atrésicos de ovario de rata incluye la participacion de la proteina
MTOR en su forma fosforilada.

Finalmente, se identificé el flujo autofagico, por medio de la inmunodeteccion de
la proteina p62. Estas observaciones permitieron definir que existe una
disminucién de la marca correspondiente a la proteina p62 en aquellos ovocitos
de foliculos atrésicos cuyo citoplasma contiene una gran cantidad de vesiculas
claras, en comparacion con los ovocitos de foliculos sanos (Fig. 19), lo que
indica que en los ovocitos que sufren un proceso de autofagia incrementada, no
s6lo hay secuestramiento del material citoplasmatico en autofagosomas, sino
que se estd llevando a cabo la degradacion del material autofagocitado y
conducido a los lisosomas.

Una vez que se definié que los ovocitos con vesiculas citoplasmicas claras de
foliculos atrésicos, estan llevando a cabo el proceso de autofagia, se
identificaron todas las proteinas que participan en el evento autofagico, desde el
inicio hasta la degradacion del contenido de los autofagosomas. Lo anterior se
logré haciendo cortes seriados de un mismo ovocito. Se evalué en ovocitos
sanos y alterados la presencia-abundancia de las proteinas mTOR, mTORp,
LC3, LAMP-1 y p62. Los resultados observados indican que en los ovocitos
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atrésicos existe una marca incrementada de las proteinas mTORp, LC3 y
LAMP-1, lo que evidencia que en efecto se esta llevando a cabo una
incrementada actividad autofagica, en comparacién con los ovocitos sanos (Fig.
20). Adicionalmente, se identificé que los ovocitos en degeneracion, poseen una
marca disminuida en comparaciéon con los ovocitos sanos, de las proteinas
MTOR y p62 (Fig. 20).
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Fig. 15 Inmunodeteccién de LAMP-1 en ovocitos atrésicos y ovocitos sanos en diferentes
fases del ciclo estral: proestro (P), estro (E), metaestro (M) y diestro (D). A) Ovocitos
atrésicos con marca fluorescente indicando la presencia de la proteina LAMP-1 en niveles
incrementados, comparados con B) los ovocitos sanos. C) Cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia de ovocitos atrésicos y ovocitos sanos. El promedio mas alto de intensidad de
fluorescencia corresponde a los ovocitos atrésicos (n=67), siendo este de 27.5713 pixeles/cm?;
mientras que los ovocitos sanos (n= 39) presentan el promedio méas bajo de intensidad, el cual es
de 20.9931 pixeles/cmz. Las barras de error representan el error estandar. Se realizd una prueba
t-Student para comparar la intensidad de fluorescencia de ambos grupos de celular, y se
observaron diferencias significativas entre los ovacitos atrésicos y sanos P<0.05.
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Fig. 16 Inmunolocalizacion de LC3 en ovocitos atrésicos y ovocitos sanos en diferentes
fases del ciclo estral: proestro (P), estro (E), metaestro (M) y diestro (D). A) Micrografia de
fluorescencia que muestra una marca positiva de la proteina relacionada a la autofagia LC3, en
ovocitos atrésicos en distintas fases del ciclo estral. B) Micrografia de fluorescencia de ovocitos
sanos en las cuatro fases del ciclo estral que presentan una marca baja de LC3 comparada con
los ovocitos de foliculos atrésicos. C) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. Los
ovocitos atrésicos (n= 70) tienen un mayor promedio de intensidad siendo este de 25.8768
pixeles/cmz, a diferencia del promedio de intensidad de los ovocitos sanos (n=56), siendo este
de 18.4853 pixeles/cm?2. Las barras de error representan el error estandar. Se llevé a cabo una
prueba de t-Student y se determiné que hay diferencias significativas de intensidad de
fluorescencia entre ovocitos atrésicos v sanos P<0.05.
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Fig. 17 Deteccion de la proteina mTOR en ovocitos atrésicos y ovocitos sanos en
diferentes fases del ciclo estral: proestro (P), estro (E), metaestro (M) y diestro (D). A)
Micrografia de fluorescencia que muestra una marca disminuida de mTOR en ovocitos
atrésicos en comparacion con los ovocitos de foliculos no atrésicos. B) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de mTOR, en la cual se observa un promedio mayor de intensidad
fluorescencia en los ovocitos sanos (n= 74) de 23.5639 pixeles/cm?, a diferencia de los
ovocitos atrésicos (n=53), los cuales presentan un promedio de intensidad de 15.5672
pixeles/cm2. Las barras de error representan el error estandar. Mediante una prueba de t-
Student se determiné una diferencia significativa de la intensidad del marcaje de mTOR entre
los ovocitos sanos y atrésicos P<0.05.
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Fig. 18 Inmunodeteccion de la proteina mTORp en ovocitos atrésicos y en ovocitos sanos
en diferentes fases del ciclo estral: proestro (P), estro (E), metaestro (M) y diestro (D). A)
Micrografia de fluorescencia que muestra una marca positiva de mMTORp en ovocitos atrésicos. B)
Micrografia de fluorescencia en la que se observa una marca tenue de la proteina mTORp en
ovocitos sanos de las cuatro fases del ciclo estral. C) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de mTORp, Los ovocitos atrésicos (n = 60) presentan un promedio de intensidad de
22.7683 pixeles/cm?, es decir mas alto que el de los ovocitos sanos (n=46) cuyo promedio es
15.4719 pixeles/cm2. Las barras de error representan el error estdndar. Mediante un prueba de t-
Student se observé que hay diferencias significativas de la intensidad de la marca de mTORp
entre los ovocitos sanos vy atrésicos P<0.05.
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Fig. 19 Deteccién de la proteina p62 en ovocitos atrésicos y ovocitos sanos en diferentes
fases del ciclo estral: proestro (P), estro (E), metaestro (M) y diestro (D). A) Micrografia de
fluorescencia de ovocitos atrésicos en distintas fases del ciclo estral que muestran una baja
marca de la proteina relacionada a la autofagia p62 en relacién con los foliculos no atrésicos. B)
Cuantificacion de la intensidad de p62. Se observa que los ovocitos sanos (n=74) tienen un
promedio mas alto de intensidad de fluorescencia de 20.6046 pixeles/cm?; a diferencia de los
ovocitos atrésicos (n= 66) los cuales tienen un promedio de 15.9193 pixeles/cmz2. Las barras de
error representan el error estandar. Para determinar si hay diferencias significativas entre los
ovocitos sanos y atrésicos, se llevé a cabo una prueba t-student en la cual P= 0.0011, lo que
indica que si hay diferencias significativas ya que P<0.005.
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Fig. 20 Micrografias comparativas del marcaje de las proteinas mTOR, mTORp, LC3, LAMP-1y
p62 en un ovocito atrésico (A) y un ovocito sano (B). A) El contraste de fases (C FASES), permite
apreciar la morfologia del foliculo, que muestra una forma irregular y vesiculas claras en el citoplasma.
Las micrografias de fluorescencia evidencian las marcas positivas para las proteinas mTORp, LC3 y
LAMP-1., asi mismo, la sefial para mTOR y p62 son bajas. Se observa una marca basal para la
proteina LAMP-1. Con el contraste de fases, se observa que el ovocito mantiene su forma redonda y
las células de la granulosa siguen unidas entre si.
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X. DISCUSION.

La constante eliminacion de foliculos ovaricos implica un amplio
remodelamiento tisular. En el presente estudio se analizaron a nivel histolégico
los ovarios de ratas en diferentes fases del ciclo estral. Logramos observar que
hay un aumento considerable de foliculos secundarios y de Graaf durante las
fases proestro y estro, o que esta relacionado con la cercania de la ovulacion
hacia el final del proestro (Sato et al., 2016). En la fase metaestro aumenta el
namero de cuerpos luteos y decrece el numero de foliculos en cualquier etapa.
Y en la fase diestro comienza un leve incremento de foliculos en desarrollo.
Todos estos cambios, estan relacionados con el evento de ovulacion, ya que los
ovocitos son liberados en el estro y por lo tanto, se logran ver cuerpos luteos
después de esta etapa del ciclo estral.

Las tinciones histologicas con hematoxilina-eosina, permitieron identificar
foliculos sanos y atrésico, en todas las etapas del ciclo estral; los cuales en su
mayoria corresponden a las etapas secundaria y antral. Esto debido a que los
foliculos secundarios o antrales tienen una alta probabilidad de convertirse en
foliculos atrésicos tempranos (Zhou et al., 2019). Por esta razon resulto dificil
observar morfologicamente foliculos primordiales y primarios atrésicos.

Los foliculos atrésicos observados de ratas adultas en diferentes fases del ciclo
estral presentaban un colapso en proceso dada la invasion de tejido conjuntivo
gue compone al estroma. Los ovocitos sufren una compactacion inicial la cual
provoca que estas células adapten una forma ovoide, mientras que las células
de la granulosa comienzan a separarse y a sufrir apoptosis.

En este estudio se observé estructuralmente que cuando la atresia es mediada
por la apoptosis, los foliculos se caracterizan principalmente por una fuerte
compactacion en los ovocitos y fragmentacion de los mismos. Hay
desprendimiento de la zona pelicida lo que indica una compactacion
citoplasmatica, ademas, se aprecia la invasion por macrofagos en la cavidad del
foliculo. La presencia de regiones con vesiculas claras en los citoplasmas de
ovocitos en foliculos atrésicos, fue un importante indicativo de que estas células
estdn siendo eliminadas por una ruta diferente a la apoptosis, lo cual fue
corroborado con las inmunodetecciones de las proteinas que participan en la
ejecucion de la autofagia. En este tipo de foliculos, se observa la separacion de
las células de la granulosa y los ovocitos, lo cual puede afectar la comunicacion
entre la célula germinal y las células de la granulosa. La interaccion que existe
entre el ovocito y las células somaticas es importante porque gracias a ésta se
puede determinar el destino del foliculo mismo y la calidad de la célula
germinal. Por lo que es necesario observar a nivel estructural, la pérdida
progresiva de las uniones de tipo gap entre las células de la granulosa y el
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ovocito durante la atresia folicular. Pudiéndose realizar, ademas, una
comparacion de estas pérdidas de comunicacion bidireccional durante la
apoptosis y la autofagia. Sin embargo, cabe mencionar, que también es
importante observar si hay cambios en la conformacion de las conexinas que
componen los conexones (hemiconductos) de las uniones gap durante la
atresia folicular, lo cual pueda provocar un desacoplamiento entre las seis
subunidades de conexina que impida la apertura o cierre de los conexones.
Aunque la autofagia ha sido descrita como un mecanismo de supervivencia al
cual recurren las células para mantener la homeostasis contra el estrés del
ambiente celular, también, es reconocida como un mecanismo de muerte
celular programada que actia durante la atresia folicular, degradando tanto a
las células somaticas como a las células germinales (Ortiz et al., 2006; Escobar
et al., 2008, 2010, 2012).

En este trabajo se evidencio la participacion de la autofagia en la eliminacién de
ovocitos de ovarios de ratas adultas en las diferentes fases del ciclo estral.
Nuestros resultados expusieron que hay un alto marcaje de la proteina LAMP-1
en los ovocitos atrésicos, lo que indica un gran nimero de lisosomas dentro de
las células germinales. Los lisosomas degradan el material extracelular que ha
sido internalizado por endocitosis y componentes intracelulares que han sido
secuestrados por autofagia (Saftig & Klumperman, 2009).

Adicionalmente, en este estudio se muestra un alto marcaje de la proteina LC3
en ciertos ovocitos atrésico en todas las fases del ciclo estral. Estos resultados
concuerdan con el estudio realizado por Escobar et al. (2012), en el cual se
observé también un marca aumentada de LAMP-1 y LC3 en ovocitos
autofagicos a comparacién de aquellos que estan experimentando un proceso
de muerte no autofagica (Escobar et al., 2012). Los altos marcajes de LAMP-1
y LC3 observados coinciden con la frecuencia de presencia de vesiculas
autofagicas en los ovocitos atrésicos. Por lo que se presume que estos ovocitos
se encontraban experimentando muerte celular programada por autofagia.

Otra proteina observada en este estudio es mTOR en su forma normal y
fosforilada. Es una proteina que coordina el crecimiento y el metabolismo de las
células eucariotas con aportes ambientales que incluyen nutrientes y factores
de crecimiento (Saxton y Sabatini. 2017). Ito et al. (2018) y Jimenez et al.
(2018) mencionan que la via de sefializacibon de mTOR inhibe la autofagia
cuando la expresion de la quinasa aumenta con el incremento de las
concentraciones de aminoacidos, ATP y hormonas celulares (Zheng et al.,
2019).

Los resultados obtenidos en las cuatro fases del ciclo estral, indican que en los
ovocitos atrésicos hay una aumentada marca de mTORp (mTOR fosforilado) y
una marca disminuida de mTOR. En contraste, los ovocitos sanos presentan
una alta marca de mTOR y una marca disminuida de mTORp. Lo anterior indica
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gue mTOR esta presente en los ovocitos de ovario de rata en distintas etapas
del ciclo estral, y al parecer su forma fosforilada promueve la autofagia en
ovocitos atrésicos ya que presentan un alto marcaje de mTORp, mientras que
en las células sanas, la autofagia se mantiene inhibida dado que presentan una
marca disminuida de mTORp.

Por ultimo, en este trabajo también se observé el comportamiento de la proteina
p62, la cual es relevante durante los ultimos pasos de la autofagia. Segun
Pankiv et al. (2007), p62 se une a las proteinas propensas a agregados
conjugados con ubiquitina como la proteina LC3 (Eskelinen & Saftig, 2009). En
otros estudios de Kirkin et al. (2009), Nezis et al. (2008), Kim et al. (2008) y
Pankiv et al. (2007), se ha propuesto que p62 junto con su socio PB1, NBR1
regule el empaque y el suministro de proteinas agregadas poliubiquitinadas,
mal plegadas y organelos disfuncionales para su eliminacion mediante la
autofagia en células de mamiferos y en la mosca de la fruta Drosophila (Moscat
& Diaz-Meco, 2009). Por lo tanto, p62 mejora el reclutamiento selectivo de la
maquinaria autofagica para los agregados y mejora su eliminacion autofagica
(Eskelinen & Saftig, 2009).

En los ovocitos atrésicos se observo que la marca de p62 esta disminuida a
comparacién con los ovocitos sanos lo cual posiblemente se debe a que p62 al
ser una proteina que etiqueta el material citosoélico a degradar, es también
secuestrado por los autolisosomas junto con el material. No obstante, los
ovocitos sanos presentan una aumentada marca de p62, lo que sugiere que al
no llevarse a cabo la autofagia, p62 sigue presente en la célula.
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XI,

CONCLUSIONES.

Se identificaron ovocitos con alteraciones morfolégicas en las cuatro
etapas del ciclo estral.

Se observaron diferencias morfolégicas entre los ovocitos en
degradacion, las que pueden corresponder a apoptosis y otras a la
presencia de vesiculas claras en el citoplasma.

Existe una relacion directa entre la presencia de abundantes vesiculas
claras en los citoplasmas del ovocito y los marcadores pro-autoféagicos,
indicando ovocitos con incremento de la actividad autofagica.

Se evidencio que existe una relacion inversamente proporcional entre la
presencia de la proteina mTOR y mTORp, indicando la participacion en
la forma fosforilada de mTOR durante la autofagia en ovocitos de
foliculos atrésicos.

Se encontrd que existe un flujo autofagico en los ovocitos de rata adulta,
evidenciado por la disminucion de p62.
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