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RESUMEN (en espaiiol)

La glandula de Harder (GH) de hamster Sirio (Mesocricetus auratus) muestra un
claro dimorfismo sexual con variaciones tanto a nivel morfologico como
bioquimico. Las diferencias morfologicas incluyen cambios en el tipo celular, ya
que mientras que los machos muestran dos tipos celulares, el tipo I y el tipo II,
las hembras carecen de las de tipo II, ademas estas ultimas acumulan porfirinas
en los limenes glandulares, mientras que los machos no. Al tratarse de un érgano
con un elevado metabolismo porfirinogénico siendo las porfirinas moléculas
prooxidantes, conlleva que la glandula utiliza un elevado estrés oxidativo, mucho
mayor en hembras, puesto que acumulan mas porfirinas. La respuesta para
sobrevivir a esta situacién adversa es principalmente el proceso de reciclaje
celular denominado autofagia, el cual, muestra también un importante
dimorfismo sexual. En base a ello, las alteraciones en hormonas sexuales
deberian influir en la regulacion de este proceso, lo que hasta el presente trabajo
no se habia estudiado.

En esta tesis hemos abordado a lo largo del ciclo estral la influencia de las
variaciones de las hormonas sexuales en la glandula de Harder abarcando un
estudio en el que se estudiarian los cambios hormonales que suceden de forma
natural en el organismo, con lo que el estudio de la glandula durante el ciclo
estral es idoneo para este propdsito. Por ello, dentro del ciclo estral, se tomaron
las dos fases con diferencias mas importantes en cuanto a su nivel de hormonas
sexuales: el estro, con el maximo nivel de estrogenos, pues es la fase de la
ovulacién (fértil) y el diestro, niveles minimos de estrogenos y mas elevados de
melatonina circulante, siendo esta molécula una hormona de secrecion pineal
encargada de regular los ritmos circadianos, por lo que tiene tiene un importante
papel en la regulacion de la fisiologia reproductora.

El balance oxidativo se caracterizd en ambas fases, observandose que los
marcadores del estado redox se encontraban en niveles opuestos. El estro con un
elevado dafio oxidativo y una pobre respuesta antioxidante, mientras que el
diestro presentaba un menor dafio y una elevada actividad antioxidante. El
estudio de la viabilidad mitocondrial, mostré una menor poblacion mitocondrial
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en estro, con una menor actividad del enzima citrato sintasa, y mitocondrias
menos eficaces, con los niveles de ATP mas bajos. Ante esta situacion observada
en estro de alto estrés oxidativo y baja produccion mitocondrial se estudiaron los
mecanismos observados en este proceso, viéndose que en estro se habia activado
una respuesta pro-inflamatoria con altos niveles del factor de transcripcion NF-
B, predominando sin embargo en diestro la respuesta anti-inflamatoria con altos
niveles de Nrf2. Ademés, en cuanto a la actividad proteolitica, el estro presentd
una gran estimulacion, tanto a nivel del sistema ubiquitin-proteosoma, como el
sistema lisosomal-autofagico. Sin embargo, el diestro mantuvo una baja actividad
proteolitica.

Los resultados del estudio de la autofagia sirvieron para caracterizar dos tipos
principales de procesos: una autofagia masiva o extensiva y una autofagia
selectiva, que coexistian en la GH. En cuanto a la autofagia masiva, se observo
que los marcadores principales de la macroautofagia, Beclin-1 y LC3-II, se
encontraban altamente expresados en estro. A su Vez, la via de inhibicion
principal de la autofagia, la de mTOR, se encontr6 inhibida en esta fase. Esto
junto con los datos morfologicos que muestran una menor superficie glandular en
el estro, parece indicar que este proceso provoca una importante destruccion
glandular en esta fase. T eniendo en cuenta que el estro es la etapa de mayor
produccion y acumulacion de porfirinas, la induccion de los procesos autofagicos
podria estar inducida a la secrecién porfirica y sus propiedades toxicas y
prooxidantes.

RESUMEN (en Ingiés)

The Syrian hamster (Mesocricetus auratus) Harderian gland (HG) shows a clear
sexual dimorphism, important variations at both morphologic and biochemistry
level. The morphologic differences are related with the cellular type, because
while males show two types of cells, type I and type 11, females have not type I
cells. Furthermore females accumulate porphyrins into glandular lumen, and
males do not have. As the HG has a high porphyrin metabolism and the
porphyrins are pro-oxidant molecules, the HG develops an elevated oxidative
stress, higher in females because they accumulate more porphyrins. The HG from
both genders develops autophagy in response to this adverse situation, having
also this process an important sexual dimorphism. Taking that into account,
sexual hormonal variations should have an influence in the regulation of the
autophagy, the study of this regulation is the aim of the present work.

In this thesis, we have studied the influence of the sexual hormone variations
throughout the estrous cycle in the Harderian gland. We selected the two phases
with most important differences in the estrous cycle: the estrus, with the highest
estrogen level, because it is the ovulation moment (fertile) and the diestrus, with
the lowest estrogen and highest melatonin levels. The melatonin is the hormone
which regulates the circadian rhythms and, therefore, it has an essential role in
the reproductive physiology.
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Oxidative balance was characterized in both phases, and it was observe that the
redox markers are in opposite points in each phase. The highest oxidative
damage and low antioxidant response were found in estrus phase, while the
lowest damage and high antioxidant activity in diestrus one. Mitochondrial
viability study showed a low mitochondrial population in estrus, that was
evaluated by citrate synthase activity, being, moreover, these mitochondria less
effective, with ATP levels lower in estrus than diestrus. Following both phases,
estrus with high oxidative stress and low mitochondrial production showed
activation of pro-inflammatory response with high NF-xB levels, while
predominantly anti-inflammatory response was observed in diestrus with high
levels of Nrf2. Furthermore, so opposite situation, also induced important
differences in cellular proteolytic response. Thus, an intense proteolitic
stimulation was observed in estrus phase, with important activity in proteasome-
ubiquitin mechanism as well as at lisosomal-autophagy level. However, a low
proteolitic activity in general was found in diestrus phase.

The autophagy characterization showed two main processes coexisting in the
Harderian gland, a massive autophagy and a selective autophagy. About massive
autophagy, key macroautophagy markers: Beclin-1 and ratio LC3-I1I/LC3-1, were
higher expressed in estrus phase. At the same time, mTOR pathway, main
inhibition of the autophagy, was going down. These data agree with
morphological obtained results, that showed a lower glandular area in the estrus
phase than diestrus one, suggesting that this process at this stage causes a
significant glandular destruction. It has to be noted that the gland showed its
highest activity production in estrus phase, what is remarking a possible
autophagy induction caused by the porphyrin secrection and by its toxic and
prooxidants properties.

Referred to selective autophagy, Lamp-2a protein expression, which is directly
correlated to chaperone mediated autophagy (CMA) activity, a selective way to
deliver damage proteins. Lamp-2a sobreexpression was observed in estrus while
in diestrous its expression was much lower.

Likewise, there are recently discovered ways to delete selective organelles by the
autophagy, mitophagy and lipophagy. Both of them were found more active in
this phase. Last one, lipophagy seems to be directly related with the Type II cell
which diappeared in diestrus phase. Holocrine secretion, previously described by
our group, was mainly observed in the estrus phase.

In summary, taking into account all these data, we confirm that as the Harderian
gland is so affected by the estrous cycle hormonal changes, it has to have an
important role in the reproductive physiology, probably related with the
pheromone secretions in the fertile phase, with a high production and delivery of
porphyrins in the estrus phase and a retrieval phase in the diestrus.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE Morfologia y Biologia Celular
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Abreviaturas

'0,: oxigeno singlete.

2,4-DNP: 2, 4-dinitrofenilhidrazina.
4-HNE: 4-hidroxi-2-nonenal.
AAT: actividad antioxidante total.

ABTS: acido 2, 2’-azido-bis (3-etil-

benzotiazolin-6-sulfonico)
ABTS-+: radical ABTS.

ADG: 1-alquil-2,3-diacilglicerol.
ADN:: acido desoxirribonucleico.

ADNc: acido desoxirribonucleico

complementario.
ALA: acido O-aminolevulinico.
ALA-S: acido O-aminolevulinico sintasa.

AMC: aminometilcoumarin.

ARE: elemento de respuesta antioxidante.

ARN:: acido ribonucleico.
ARNm: acido ribonucleico mensajero
Atg: Genes relacionados con la autofagia

ATP: adenosin trifosfato

Bcl-2: Linfoma de células B 2

BNIP3L/NIX: Bcl2/Adenovirus E1B 19

kDa and protein-interacting protein 3-like
CAT: catalasa.

CGA: Campo de gran aumento

CK: Citoqueratina

CMA: Autofagia mediada por chaperonas
CoA: Coenzima A.

CS: citrato sintasa.

DNP: dinitrofenilhidrazina.

DP: dano proteico.

DTNB: acido 5,5 -dithiobis-2-
nitrobenzoico, también denominado

reactivo de Ellmann.

ELISA: ensayo de inmunoabsorcion

enzimatica.

ERK: quinasa regulada por senales

extracelulares.
ERNGs: especies reactivas de nitrégeno.

EROs: especies reactivas de oxigeno.



FH: hormona foliculoestimulante.
GH: glandula de Harder.

GR: glutation reductasa.

GSH: glutation reducido.
GSH/GSSG: cofactores glutation.
GSH-Px: glutation peroxidasa

GSH-Px/GR: sistema glutatién

peroxidasa/reductasa.

GSSG: glutation oxidado.

HIOMT: Hidroxindol-O-metiltransferasa.
H,0: agua

H,0,: peroxido de hidrogeno.

HRP: peroxidasa de rabano.

HSL: lipasa sensible a hormonas.

IKB: IkBa., [KBf, IkBy: inhibidoras del NF-

KB.
IKK: complejo inhibidor de IkBs.
IKKa, IKK B: subunidad catalitica del kK.

IKK Y o NEMO: subunidad reguladora del

IKK.

Keap1: Kelch-like ECH- associated protein
1.

L-: radical alquilo.
LAL: lipasa lisosomal acida.

Lamp-2: Proteina asociada a la membrana

lisosomal 2.

Lamp-2a: Proteina asociada a la membrana

lisosomal 2, isoforma A.

LC3: Cadena ligera 3 de la proteina asociada

a los microttbulos 1.

LH: hormona luteneizante.

LH: acido graso.

LO-: alcoxilo.

LOO-: radical peroxilo.

LOOH: hidroperoxido lipidico.

LPO: Lipoperoxidacion

MDA : Malondialdehido

MTT1: Receptor de melatonina Mel 1A.
MT?2: Receptor de melatonina Mel 1B.

mTOR: Diana de la rapamicina en

mamiferos

NAT: Arilalquilamin—N—acetiltransacetilasa



NADP: nicotinamida adenin dinucle6tido

fosfato.

NADPH: nicotinamida adenin dinucleotido

fosfato reducida.

NEF-kB: factor nuclear kappa-B.
NF-kB1: proteina p50, del NF- kB.
NF-kB2: proteina p52, del NF- kB.

NF-kB2: proteina p52, del NF- kB.

NIX: Bcl2/Adenovirus E1B 19 kDa and

protein-interacting protein 3-like (BNIP3L).

Nrf2: Factor relacionado con el factor

nuclear eritroide 2.

O, : radical superoxido

OH': radical hidroxilo.

Os0O,: osmio.

PAI: porfiria aguda intermitente.

PAP: Peroxidasa antiperoxidasa

PBG-D: Porfobilinogeno deaminasa

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PLIN: perilipina.

PUFA: acidos grasos poliinsaturados.

PVDF: fluoruro de polivinilideno.

qPCR o RT-PCR: Reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa o en tiempo real.

RE: reticulo endoplasmético.

Rel A: proteina p65, del NF- KB.

RIP: protel'na de interaccion con el

receptor.

RORaQ: receptor huérfano del acido

retinoico 0.

RT: retrotranscripcic')n

RZR/ROR: Receptores huérfanos del acido

retinoico

SDS: Dodecilsulfato sodico

SDS-PAGE: Electroforesis desnaturalizante

en gel de poliacrilamida

SOD: superoxido dismutasa.

SOD1: superoxido dismutasa citosolica.
SOD?2: superoxido dismutasa mitocondrial.
TBS-T: tampon tris salino con tween.
TNF& Factor de necrosis tumoral alfa

Tx: trolox.

UPS: sistema ubiquitina—proteosoma.
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Autofagia en el ciclo estral

CICLO ESTRAL

El ciclo estral es el conjunto de acontecimientos fisiologicos que se producen en el ovario
a intervalos de tiempo ciclicos, una vez que las hembras son maduras sexualmente, como
consecuencia de las variaciones hormonales cuya finalidad es el exito reproductor. Clasicamente
el ciclo estral se ha dividido en cuatro fases: proestro, estro, metaestro y diestro; o en dos: fase
folicular y fase luteinica. En cualquier caso, el acontecimiento mas importante es el de la

ovulacion, que coincide con el estro o el final de la fase folicular.

Los hamsteres poseen un ciclo estral muy regular de cuatro dias de duracion, en el que
existen unos cambios hormonales importantes derivados del mismo (Lisk, 1985). Se pueden

distinguir las 4 fases anteriormente mencionadas:

a.- Proestro o periodo de preparacion, marca el inicio de la fase folicular con la
consiguiente liberacion de las hormonas gonadotropas, sobre todo de hormona
foliculoestimulante FSH que dan lugar al crecimiento y desarrollo folicular y por tanto la

produccion de estrégenos. Esta fase tiene unas 8 horas de duracion.

b.- Estro o fase de receptividad sexual, de un dia de duracion, donde se alcanza el
maximo nivel de estrogenos, aumentando la hormona luteinizante (LH) y disminuyendo la FSH.

En esta fase tiene lugar la ovulacion, con desprendimiento parcial del epitelio uterino.

c.- Metaestro, los cuerpos lateos inician su desarrollo, se comienza a sintetizar

progesterona, disminuyendo la secrecion de estrogenos. Suele incluirse dentro del diestro.

c.- Diestro, los cuerpos luteos alcanzan su maxima actividad. Esta fase tiene 2 dias de

duracion.

25
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Figura 1 Niveles de estradiol en suero del hamster hembra. Adaptado de Menendez-Pelaez y cols.
1991 (Menendez-Pelaez et al., 1991a)

Estas variaciones hormonales producen su efecto no solo a nivel de los organos
reproductores principales. Para garantizar el exito reproductor es necesario modular una
respuesta compleja que incluya al animal de una forma mas integral. La glandula de Harder
posee receptores de estrogenos (Varriale, 1996). Tambien se ha descrito el drastico efecto de la
ovariectomia, masculinizando de forma notable la morfologia y funcion de esta glandula
(Menendez-Pelaez et al., 1988; Spike et al., 1986). Incluso Payne y colaboradores han
demostrado cambios en la funcion glandular a lo largo del ciclo estral (Payne et al., 1979), lo

cual parece integrar a nuestra gléndula en esta respuesta con fines reproductores.

El estradiol, es el estrogeno principal en la hembra adulta, derivado de la testosterona.
Debido a que la glandula de Harder posee receptores para esta hormona, sus variaciones
plasmaticas suponen cambios en nuestro organo de estudio. Se le han atribuido diversas
funciones, no solo las estrictamente reproductoras, sino que también se le conocen propiedades
antioxidantes (Behl et al., 1995). Su efecto se observa en diferentes organos y tejidos, como el

cerebro, en tejido sanguineo, higado, y, por supuesto en nuestra glandula de estudio, la GH del

hamster Sirio (Payne, 1979).
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LA GLANDULA DE HARDER DEL HAMSTER SIRIO

Fue en 1694 cuando Jacob Harder (1656-1711) describio por primera vez su “glandula
nova lachrymalis”, a la que le atribuia la funcion de humedecer la superficie ocular del gamo
(Dama dama) y del ciervo (Cervus elaphus). Con el paso del tiempo, se descubrio que esta
glandula, posteriormente denominada glandula de Harder (GH), estaba presente en todos los
vertebrados terrestres, aunque solo aparece de forma rudimentaria en monos y vestigial en fetos

humanos de entre 11 y 30 semanas de gestacion (Brownscheidle and Niewenhuis, 1978).

Entre las funciones que se le han atribuido, pese a que la principal sea la de lubricacion de
la cornea (Sakai, 1981), cabe destacar, la produccion de feromonas, funciones de fotorrecepcion
extrapineal y de termorregulacion (Payne 1994). Asi como funciones relacionadas con el eje
pineal-gonadal (Hoffman et al., 1985) y la sintesis de melatonina (Menendez-Pelaez et al.,
1993). La GH ha sido incluso implicada en funciones inmunes locales en algunos taxones e
incluso parece desempenar un papel relevante en el sistema vomeronasal (Hillenius et al.,
2007), e incluso en funciones de osmorregulacion (Chieffi Baccari et al., 1992). Sin embargo,
pese a tal diversidad de posibles funciones, atin no se le adscrito una funcion certera, asi como

tampoco estan descritas satisfactoriamente muchas de sus caracteristicas morfolégicas.

Figura 2 A) Fotografia de microscopia optica de la cavidad ocular de un embrion de hamster Sirio hembra en la
que se puede observar la localizacion de la glandula de Harder (GH) cerca de la retina (asterisco), en la region
retro-orbital. x55. B) Fotografia macroscopica de glandulas de Harder de hamster Sirio donde se pueden
distinguir los lobulos grande (punta de flecha negra) y pequefio (punta de flecha blanca). Fotografias por cortesia
del Dr. Delio Tolivia.
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La glandula de Harder del hamster sirio (Mesocricetus auratus) ha sido objeto de numerosos
estudios puesto que presenta un fuerte dimorfismo sexual. Dichas diferencias son a nivel
morfologico, en cuanto a tipos celulares (Payne et al., 1982; Rodriguez-Colunga et al., 1993),
como bioquimico. El dimorfismo sexual que presenta la glandula respecto a este ultimo nivel, se
ve bien representado con importantes diferencias tanto en el patron proteico (Buzzell et al.,
1990; Varriale et al., 1992), como lipidico (Seyama et al., 1996a). Asi como, tambien, en
cuanto al contenido de indolaminas (Marrufo et al., 1989; Menendez-Pelaez et al., 1991a) y al
acamulo y sintesis de porfirinas (Menendez-Pelaez et al., 1991b; Payne et al., 1977). Este

diferente patrc')n sexo—dependiente conlleva unas repercusiones de gran relevancia fisiolégica.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La GH del hamster Sirio (Mesocricetus auratus) es una glandula tibulo-alveolar simple

localizada en posicion medial y posterior al globo ocular.
Estructuralmente, se distinguen en la glandula distintos componentes:

B Células mioepiteliales: Red de células que se localiza entre la lamina basal y la porcic')n

basal de las c¢lulas acinares. Constituyen el elemento contractil del acino, que contribuye

a la secrecion del contenido acinar.

" Tejido intersticial: Es el tejido conjuntivo que se sitia entre los tabulo-alvéolos
glandulares. Esta constituido por fibras de colageno, fibroblastos, vasos sanguineos y
nervios.

B Células epiteliales: Son las que constituyen el componente glandular del acino. De

morfologia piramidal, poseen un ntcleo grande y redondeado desplazado hacia la zona
basal de la celula. Estas células se caracterizan por contener una gran cantidad de gotas
lipidicas de distintos tamafios que son las responsables de la actividad secretora de la
glandula, asi como también son responsables del dimorfismo sexual a nivel morfologico.
En esta especie, la GH presenta dos tipos de c¢lulas epiteliales (tipo I y tipo II) cuya
disparidad viene marcada por el tamafio de las gotas lipidicas y, consecuentemente, por el

volumen de citoplasma que éstas ocupan, por tanto:
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O Celulas de tipo I: poseen gotas lipidicas pequenas, numerosas mitocondrias y un
denso citoplasma rico en reticulo endoplasmico. Cabe destacar como la parte
apical de dichas celulas esta cubierto de microvilli, intercalados con zonas de
liberacion de gotas lipidicas (McGadey et al., 1992).

O Celulas de tipo II: se caracterizan por contener grandes gotas lipidicas que ocupan

casi todo el espacio citoplasmatico, por lo que este tipo celular tiene

relativamente pocos orgénulos.

e

S

-7 céllamioepitelial

’/"'_ £

A célula mioepitefial 5 —

Figura 3 A) Representacion esquematica de un tbulo-alveolo de giégdula de Harder de un hémster Sirio
macho. B) Representacion esquematica de un tabulo-alveolo de glandula de Harder de un hamster Sirio hembra.
Fotografias de dibujos cedidos por el Dr. Delio Tolivia.

Hasta el momento no se ha podido establecer si se trata de dos tipos celulares
independientes o si es un mismo tipo celular con diferente actividad secretora, puesto que no se
han encontrado dos precursores celulares diferenciados (Payne, 1994). Esta bien documentado
que las hormonas sexuales ejercen un fuerte control en la distribucion de estos tipos celulares.
En aquellos estudios en los que se ha manipulado el contenido de hormonas sexuales se ha visto
como se producen cambios en los tipos celulares hacia un fenotipo masculino o femenino, en
funcion de la hormona que suprimamos, efecto que se revierte mediante el tratamiento con la
hormona sexual suprimida (Antolin et al., 1996; Spike et al., 1985). Estos datos parecen apoyar
la hipotesis de que esta glandula no presenta dos tipos celulares independientes, sino que mas

bien un solo tipo celular en distintas fases de actividad (Lopez et al., 1992).
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TIPOS DE SECRECION

Pese a que dicha glandula carece de un sistema de conductos, algunos tibulo-alveolos se
modifican de forma que se ensancha el espacio luminal para que el producto de secrecion se
irija y concentre en la zona del hilio, donde se encuentra tubos colectores como tal para la
dirija y t 1 del hilio, dond tra tub lect tal para |
expulsion de la secreccion. Dicha descripcion corresponderia a lo conocido como una glandula
exocrina. Pese a que se postulo que el mecanismo de secrecion era esencialmente apocrino,
caracteristico en las glandulas secretoras de lipidos, la naturaleza de la secrecion de esta glandula
4 . . . .
genero una gran controversia, ya que se ha observado como gotas lipidicas son secretadas
mediante exocitosis, convirtiendo a la GH en el tnico ejemplo de una glandula exocrina en la
cual los lipidos se secretan por exocitosis (Payne, 1994). Ademas de dicha apreciacion, nuestro
grupo ha descrito como esta glandula esta adscrita a procesos de secrecion holocrina (Vega-
Naredo et al., 2009), en los que c¢lulas enteras son desprendidas a la luz tubular, corroborado
. . / . ! .
por restos citoplasmicos y ntcleos de aspecto picnotico encontrados en la luz de los tubos e
incluso la liberacion de restos acinares al tejido conjuntivo subyacente originando fenomenos

muy destacables a nivel morfologico, la produccion de masas sincitiales.

3

Figura 4 A) GH de hémstér hembra. Seccion semifina tefiida con azul de toluidina donde se pﬁede apreciar las

masas de material glandular (asterisco) de contenido similar al que aparece en el espacio intraluminal (estrella).
x100. B) Apariencia ultraestructural de la luz glandular de un hamster hembra, donde se puede apreciar un
proceso de exocitosis (cabeza de flecha). 15000x

Dichas masas habian sido descritas profundamente en nuestro grupo (Tolivia et al., 1996;
Tomas-Zapico et al., 2005b), habiendo sido observadas exclusivamente en GH de hamster

hembra, sumando un aspecto mas al ya mas que comentado dimorfismo sexual.
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PRODUCTOS DE SECRECION

Los lipidos constituyen, junto a las porfirinas, el principal producto de secrecion de la

gléndula de Harder de los roedores.

LIPIDOS

Estudios bioquimicos han mostrado como el 35% del peso total de la glandula son lipidos
(Watanabe, 1980), siendo el mas importante producto de secrecion. Aunque su papel biologico
esta atn por determinar, se ha propuesto que actien como lubricante de la membrana
nictitante, y, probablemente, sirvan como solvente para feromonas u otras sustancias
biologicamente activas (Seyama and Uchijima, 2007). Cerca del 92% del contenido lipidico de
la glandula es 1-alquil-2,3-diacil-glicerol (ADG), aunque los acidos grasos de la GH presentan
un elevado dimorfismo sexual (Seyama et al., 1995). Los diacil-gliceroles de los machos
presentan predominantemente acidos grasos lineales, mientras que los de las hembras contienen
tambien acidos grasos ramificados (Seyama and Uchijima, 2007). Ademas, este dimorfismo

sexual en el 1-alquil-2,3-diacil-glicerol se encuentra tambien bajo control androgenico (Seyama

etal., 1996b).

PORFIRINAS

Estas moleculas, que constituyen el grupo prostetico de importantes proteinas, como la
hemoglobina, la clorofila y los citocromos, son uno de los principales productos de secrecion de
la glandula, y desempefian uno de los papeles mas importantes en el dimorfismo sexual, cuyas
diferencias se aprecian tanto a nivel macrosc()pico como microscépico. La GH posee las enzimas
necesarias para la sintesis del grupo hemo, sin embargo, se caracteriza por una baja actividad

ferroquelatasa, lo que conlleva un acumulo de protoporfirina IX principalmente (Thompson et

al., 1984).

Este acimulo es entre 100 y 1000 veces mayor en la glandula de las hembras respecto a la
de los machos, ocasionando que se acumule en los espacios luminales, y sean apreciables a
microscopia optica. A simple vista, dotar a la GH de las hembras de una coloracion rojiza de la

que carecen los machos. Pese a que en los machos no existen estos acimulos, la proporcion
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intracelular de porfirinas excede con mucho la de otros érganos porfirigenicos como el hl’gado o)

el rinon (Payne et al., 1977; Spike et al., 1985).

S -

MITOCONDRIA =
Succinil-CoA + Gly Protoporfirina IX
ALA SINTASA y .. Q FERROQUELATASA
(ALA-S) - PROTOPORFIRINOGENQ N - Fe*a T 4
Acidoaminolevulinico OX'MSA - = e
B (ALA) - ~— L S _SHEMO
—— " ~ - .*  ProtoporfirinégenolX
ALADESHIDRATASA JI- ~ 7" _ JCOPROPORFIRINGGENO
{ALA-D) e OXIDASA =

Coproporfirinogeno il
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UROPORFIRINOGENO
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Figura 5 Ruta de sintesis del hemo. El enzima acido 0-aminolevulinico sintasa (ALA-S; E.C. 2.3.1.37) es el
primero en la ruta de biosintesis de porfirinas y cataliza la condensacion de glicina y succinil-CoA para formar
acido O-aminolevulinico (ALA). La mitocondria exporta el ALA al citoplasma para la formacion de
porfobilindgeno, la desaminacion de la cadena lateral, etc. Los pasos finales (oxidacion de la cadena lateral y
deshidrogenacion) se llevan a cabo, de nuevo, en la mitocondria. La glandula de Harder, al igual que el higado,
contiene todos los enzimas implicados en la sintesis del grupo hemo. En el higado ALA-S y PBG-D son los
principales puntos de control, siendo regulados negativamente por la presencia de hemo. En la glandula de

Harder los bajos niveles de actividad ferroquelatasa implican la acamulacion de protoporfirina IX.

MODELO DE ESTRES OXIDATIVO

Debido a la posicion yuxtaocular de la glandula y la elevada sintesis de porfirinas, en la
GH de las hembras se acumulan un gran numero de moléculas de alta reactividad y elevada

toxicidad, lo cual produce un estado de elevado estrés oxidativo. Determinadas respuestas
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frente al estres oxidativo son necesarias para el desarrollo de diferentes respuestas fisiologicas,
como la ovulacion, siendo comparado con un proceso inflamatorio. Sin embargo, el estres
oxidativo esta considerado también como actor fundamental en procesos de muerte celular,
envejecimiento y mutagenesis, estando ademas implicado en muchos tipos de enfermedades
como cancer, trauma post-isquémico y desordenes neurodegenerativos (Behrend y cols. 2003;
Caballero y cols. 2009b). Aparte de su indiscutible significado patofisiologico, pocas celulas y
organos permanecen expuestos, de forma cronica y fisiologica, a altos niveles de estres
oxidativo, de forma que la ausencia de buenos modelos experimentales dificulta el estudio del
papel del estres oxidativo bajo condiciones “normales” o fisiologicas. La GH del hamster Sirio es
uno de esos organos expuestos cronicamente a niveles anormalmente altos de estrées oxidativo

por lo que resulta un modelo excelente para el estudio de dicha patolog{a.

ESTRES OXIDATIVO

Los radicales libres son moleculas altamente inestables y reactivas al poseer un electron
desapareado en su orbital exterior. Son productos del metabolismo normal de la celula que
pueden jugar un papel tanto beneficioso como dafiino en el organismo. Mientras que a bajas o
moderadas concentraciones pueden generar efectos positivos, puesto que participan en la
defensa frente a agentes infecciosos y en las rutas de senalizacion celular, a altas concentraciones
generan una situacion altamente perjudicial denominada estrés oxidativo. Esto que puede
ocurrir tanto en condiciones fisiologicas como patologicas y que provoca el desequilibrio del
delicado balance oxidativo existente entre la produccion de especies reactivas y su eliminacion,
puede desencadenar una cascada de procesos dafinos (Kohen and Nyska, 2002) que pueden

afectar a los lipidos, proteinas y DNA, ocasionando el dano oxidativo.

Las principales Especies Reactivas del Oxigeno (EROs) son las siguientes:
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El radical superdxido (O*) se produce “in vivo” por varias vias, aunque su principal
fuente de produccion es la cadena de transporte de electrones de la mitocondria. Una vez
formado dismuta rapidamente a peroxido de hidrogeno (H,0,), el cual no es especialmente
toxico por si mismo y se puede encontrar en altas concentraciones dentro de las celulas (Figura
6). El H,O, difunde rapidamente a travées de las membranas celulares, de forma que puede llegar
facilmente a sitios distantes de los que fue generado. Sin embargo, el radical superoxido en
presencia de metales de transicion, como pueden ser el Fe’" y el Cu’’, el H,0, se reduce a
radical hidroxilo (OH-) a traves de la reaccion de Fenton. El radical (OH-) es la especia reactiva
de oxigeno mas activa y mejor estudiada. Una vez formado reacciona rapidamente con cualquier
molecula que se encuentre en las cercanias del lugar donde se ha producido, pudiendo producir

dafio en el ADN, tanto mitocondrial como nuclear, y dafiar lipidos de membrana y proteinas.

le

\/

0, (- 0",

Figura 6 Especies reactivas del

le oxigeno Cuando el oxigeno molecular adquiere
un electron, se genera el radical superoxido (O),)

este dismuta rapidamente a peroxido de
hidrogeno (H,0,), que se puede reducir a radical

‘OH + OH _ H202 hidroxilo (OH") principalmente en presencia de

Otras fuentes de EROs endogenas incluyen reacciones en las que participan oxidasas
peroxisomales, enzimas como el citocromo P-450, NADPH oxidasas o xantina oxidasas. Una
gran variedad de estimulos exogenos como infecciones, xenobioticos, herbicidas e insecticidas,

contaminacion ambiental y radiacion ultravioleta también pueden implicarse en la producci(')n de

EROs.

DEFENSA ANTIOXIDANTE

La produccion de radicales libres como resultado del metabolismo celular gener(') la

produccion de una respuesta evolutiva adecuada para evitar el dafo que podrian ocasionar, que
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se conoce como defensa antioxidante. Se define como antioxidante a aquella sustancia que se
encuentra en pequefas concentraciones, comparada con el sustrato oxidable, que inhibe o
retarda significativamente la oxidacion de dicho sustrato sin perder su propia estabilidad

electroqul'mica.

El organismo cuenta con dos sistemas principales de defensa que le permiten neutralizar
el estrés oxidativo: los enzimas antioxidantes y los depuradores no enzimaticos de radicales
libres que conforma una compleja red antioxidante con la funcion de mantener la homeostasis

tisular.

ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Los principales enzimas involucrados en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno
son: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px)- glutation

reductasa (GR).

2 H* 0, Fe* Fe**

A4 \/

2 02 E—— HZOZ - ‘OH + OH-

SOD (Fenton)
H,0+%0, -<GuummH,0, 2GSH NADP*
CAT
GSH-Px GSH-R
2H,0 GSSG NADPH + H*

Figura 7 Sistema enzimatico de defensa antioxidante. El enzima Superoxido dismutasa (SOD) permite la
dismutacion del anion superoxido (O2-) en oxigeno molecular (O2) y peréxido de hidrogeno (H202), cuya acumulacion es
evitada por la actividad de dos enzimas: la catalasa (CAT), que lo transforma en agua (H:0) y O3, y el tandem glutation
peroxidasa/reductasa (GSH-Px/GSH-R).

La SOD, cataliza la dismutacion del anion superoxido en oxigeno y peroxido de
hidrogeno, esta distribuida universalmente en todas las c¢lulas con respiracion aerobia. Se
considera que es uno de los mas importantes enzimas antioxidantes, sin embargo, su papel como
antioxidante pasa siempre por un acoplamiento perfecto con los enzimas encargados de

neutralizar el H,02, producto de la reaccion de este enzima. En eucariotas superiores hay tres
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formas del enzima: SOD citosolica o SOD1 (con cobre y zinc en su centro activo), SOD
mitocondrial o SOD2 (con manganeso en su centro activo) y SOD extracelular o SOD3 (con

cobre y zinc en su centro activo) (Loschen et al., 1974).

La CAT y el sistema GSH-Px/GR ayudan a eliminar el H,O, (Figura 7). La CAT se
encuentra principalmente dentro de compartimentos celulares con membranas, como por

ejemplo los peroxisomas y actua con una baja afinidad por su sustrato

El sistema GSH-Px/GR consiste en varios componentes, incluyendo los enzimas GSH-Px
y GR y los cofactores glutation (GSH/GSSG) y nicotinamida adenosina dinucleotido fosfato
(NADPH) como donador. GPx utiliza el glutation reducido (GSH) para reducir el H,O,

liberando el glutation oxidado (GSSG) y H,O vy tiene una alta afinidad por su sustrato.

MELATONINA

La melatonina es una indolamina derivada del triptofano. La glandula pineal es la

. . . 4 . . o/ . . .
principal fuente de melatonina sérica, con un ritmo de secrecion sincronizado con el ciclo de
luz/oscuridad, presentando un maximo nocturno y unos niveles basales diurnos. Esto la
convierte en la principal reguladora de ritmos circadianos y del ciclo suefio-vigilia (Pandi-
Perumal et al., 2006). Pero son muchas otras las funciones que esta indolamina desempena en
los seres vivos: interviene en la fisiologia neuroendocrina, especialmente en la reproductiva
(Reiter, 1973), es inmunomoduladora (Maestroni, 2001), interviene en el crecimiento

/ / . . .
cancerigeno (Blask et al., 2005) y actGa como antioxidante fundamentalmente gracias a la

melatonina extrapineal.

Ya que la melatonina es también producida por otros organos como la retina, la medula
osea, el tracto gastrointestinal, la piel y la glandula de Harder sin aparente ritmo circadiano de

produccion (Reiter et al., 2000).

Durante las Gltimas decadas, la melatonina ha adquirido especial relevancia debido a su
papel como antioxidante, papel que desempefia de forma directa, al ser capaz de captar radicales
libres (Allegra et al., 2003; Hardeland et al., 1993) e indirecta al estimular la expresion y

actividad de los principales enzimas antioxidantes (Tomas-Zapico y cols., 2002a, 2002b).

36



Autofagia en el ciclo estral

Gracias a su pequefio tamano y su naturaleza elevadamente lipofilica y moderadamente
hidrofilica, la melatonina es capaz de penetrar en todas las celulas y compartimentos celulares

del organismo (Reiter et al., 2000). Sin embargo se han descrito, hasta el momento, dos tipos

de receptores de membrana: MT1 y MT2 (Reppert et al., 1994); y nucleares, como el RORa,
perteneciente a la familia de receptores huerfanos relacionados con el acido retinoico
(ROR/RZR). Parece que tanto en la regulacion de la actividad de los enzimas antioxidantes
como en la sintesis de sus ARNm en la GH ambos estan implicados (Coto-Montes et al., 2003;
Rodriguez et al., 2004; Tomas-Zapico et al., 2005a). Asi mismo, se ha descrito como esta

indolamina puede activar o inhibir cascadas de transduccion de senales mediante receptores o sin

ellos (Reiter, 1991).

La GH esta sujeta a los efectos de la melatonina circulante y, por tanto, es diana de dichas

senales dia/noche. Nuestro grupo ha descrito la expresion de receptores de melatonina en la

glandula, tanto de membrana, el MT1, como el nuclear RORa (Tomas-Zapico et al., 2005a).

Pero, al mismo tiempo, esta glandula también es capaz de sintetizar su propia
melatonina, representando una fuente de produccion extrapineal importante (Gunduz, 2002).
Interesantemente, en base a la actividad HIOMT, la produccion de melatonina harderiana es
mayor en hembras que en machos (Menéndez-Pelaez y cols. 1987; Buzzell y cols. 1990), lo cual
correlaciona directamente con la concentracion de porfirinas. Mostrando asi, la intensa labor
antioxidante de dicha indolamina en la glandula. Ademas se ha demostrado como el tratamiento
con melatonina en hembras durante mas de tres meses provoca un descenso en el area luminal
ocupado por porfirinas. Sin embargo, si se administra durante periodos inferiores no provoca
ningan cambio en los depositos (Rodriguez-Colunga et al., 1991). Resultados de nuestro grupo
(Tomas-Zapico y cols. 2002a) demostraron que la administracion de melatonina durante 15 dias
disminuyo la actividad ALA sintasa. Asi mismo, no podemos olvidar el efecto que la melatonina
tiene en la actividad y morfologia de la glandula, afectando de manera muy dispar a hembras y
machos, sugiriendo una interaccion con el sistema reproductor (Rodriguez-Colunga et al.,
1991). Como ejemplo de dicha interrelacion melatonina-hormonas sexuales cabe destacar como

el tratamiento con melatonina puede modificar el nimero de celulas de tipo II (Rodriguez-
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Colunga et al., 1991), mientras que estos efectos desaparecen en animales castrados (Rodriguez-

Colunga et al., 1991).
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Figura 8 Los mecanismos de accion de la melatonina son multiples. Actta sobre receptores de membrana (MT1
y MT2); sobre receptores nucleares (ROR/RZR), sobre proteinas citosolica ligadoras de calcio (calmodulina,
calreticulina); sobre la mitocondria manteniendo la homeostasis mitocondrial, y depurando radicales libres alli
donde se produzcan.

DANO OXIDATIVO

Pese a las diferentes estrategias que desarrollan evolutivamente las celulas para eludir el
efecto de los radicales libres y neutralizar su accion, en ocasiones no son suficientes y el balance
entre especies reactivas y antioxidantes se pierde a favor de los primeros produciendo el
conocido estres oxidativo. Cuando el estres oxidativo se prolonga en el tiempo, los radicales
libres ejercen su efecto sobre las principales macromoléculas celulares produciendo afectacion

tanto en lipidos, proteinas o el ADN, conocido como dafio oxidativo.
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LA LIPOPEROXIDACION (LPO), u oxidacion lipidica, es un proceso degradativo
de autooxidacion que implica una propagacion en cadena de reacciones de radicales libres que
afecta mayoritariamente a acidos grasos poliinsaturados abundantes en las membranas biologicas
y en las lipoproteinas, y que culmina en la formacion de hidroperoxidos lipidicos y aldehidos lo

suficientemente toxicos como para reaccionar con otros acido grasos poliinsaturados (Figura 9).

INICIACION Figura 9 Proceso de lipoperoxidacion
(LPO). El proceso de LPO consta de tres fases:
iniciacion, ~propagacion y terminacion. La
RH iniciaciobn comienza cuando un radical libre
sustrac un atomo de hidrogeno de un acido graso
L (LH), formandose un radical alquilo (L) que a su

LH 0, vez reacciona rapidamente con el oxigeno
LOOH molecular formando radicales peroxilo (LOO").
LOO PROPAGACION Este Gltimo, en la fase de propagacion del

proceso, vuelve a atacar a otro LH formando un
TERMINACION LOO hidroperoxido lipidico (LOOH) y mas radicales
alquilo y alcoxilo (LO:). El proceso termina
cuando se encuentran dos radicales lipidicos o un

R R e PR radical lipidico y un radical peroxilo ya que la

reaccion da lugar a un producto no radical

Entre los aldehidos derivados de la LPO destacan el malondialdehido (MDA) y el 4-
hidroxi-2-nonenal (4-HNE) que puede ser producido por los acido araquidonico, acido linoleico
o sus hidroperoxidos. El 4-HNE presenta un amplio rango de actividades biologicas, incluyendo
la inhibicion de la sintesis de proteinas y de ADN, inactivacion de enzimas, estimulacion de la
fosfolipasa C, expresion de varios genes, etc... incluso puede reaccionar con proteinas y ADN
para generar varios tipos de aductos (Esterbauer and Cheeseman, 1990). Cabe destacar la
implicacion de la LPO en la patogénesis de numerosas enfermedades, incluyendo
ateroesclerosis, diabetes, cancer y artritis reumatoide, asi como en la toxicidad asociada a drogas
y en procesos de envejecimiento (Uchida et al., 1999). Debido a su alto contenido lipidico, la

glandula de Harder, es muy susceptible a sufrir este tipo de dafio celular.

DANO PROTEICO (DP), los radicales libres producidos durante una situacion de

estres oxidativo tambien pueden danar el esqueleto peptidico de las proteinas, generando
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proteinas carboniladas. Este proceso se inicia por la sustraccion del hidrégeno de un carbono alfa
en una cadena polipeptidica. Alternativamente, el oxigeno molecular puede atacar al radical del
carbono para formar intermediarios peroxidos llevando finalmente a la formacion de peptidos

que contienen carbonilos (Dean et al., 1997) (Figura 10).

CHO A T
H—— OH H—— OH H =0
Hz{)
HO—}— H HO—— H HO—— H
NH, + H—}— OH _L, H—— OH H OH
H et OH H b OH H et OH
CH ,OH CH ,OH CH ,OH
Glucosa Base de Schiff Ketoamina

Figura 10 Formacion de grupos carbonilo en residuos aminoacidicos de proteinas como ejemplo de dafio

oxidativo proteico (DP).

Las proteinas carboniladas se acumulan en una gran variedad de organismos durante el
envejecimiento y en enfermedades relacionadas con el mismo (Levine and Stadtman, 2001).
Tambien se han encontrado proteinas modificadas por productos derivados de la LPO en

enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Uchida, 2000).

DANO DE ADN, a exposicion a oxidantes lleva también al incremento del dafio a
acidos nucleicos. El dafio al ADN puede resultar de reacciones con los residuos de
desoxirribosa, con el esqueleto fosfodiester o con las bases nitrogenadas. Habitualmente se
produce por accion de radicales hidroxilo y epoxidos sobre las bases nitrogenadas, dando lugar a
especies como la 8-oxo-deoxiguanosina. Las lesiones del ADN que no son reparadas se van
acumulando y pueden contribuir a la aparicion de procesos mutagénicos y carcinogénicos
(Chatgilialoglu and O'Neill, 2001). Sin embargo, el factor de transcripcion p53 puede ser
activado en respuesta al dafio oxidativo en el ADN, favoreciendo la detencion del ciclo celular y
la correccion de los dafos del material genctico o, en el caso de un dafio mayor, disparando la

muerte programada de la célula.
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REACCIONES PROOXIDANTES DE LAS PORFIRINAS

La acumulacion de acido aminolevulinico (ALA) y protoporfirina IX en contacto con la
luz que se produce en la GH es responsable de un tipo de estrés oxidativo fisiologico que incluye
fotorreacciones de estos compuestos. Las propiedades fotosensibles de las porfirinas estan
basadas en la absorcion de un foton de luz que genera un estado de alta energia. La porfirina
activada de esta manera, reacciona directamente con moléculas diana o con el oxigeno
molecular, generando oxigeno singlete (102) (Dai et al., 1999). Ademas, otras EROs, como Ox-.
, H:O2y OH', también juegan un papel relevante en la citotoxicidad mediada por porfirinas
fotosensibles, de forma que la estructura quimica de la porfirina influye en la cantidad y tipo de
EROs que se producen durante la irradiacion (Haberman y Menon 1993). Asi mismo, el ALA y
las porfirinas pueden ser generadores de EROs en ausencia de luz activadora (Demasi et al.,
1997). La autooxidacion de ALA a pH fisiologico esta catalizada por metales y lleva a la
formacion de EROs y del radical ALA (ALA-) (Costa et al., 1997). El ALA, como precursor del
hemo, se suele acumular en muchos tejidos durante enfermedades como la porfiria aguda
intermitente (PAI), la coproporfiria hereditaria, la porfiria variegata y el envenenamiento por
plomo. Ademas, es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, produciendo dano en el

sistema nervioso central y neuropatias periféricas (Ryter and Tyrrell, 2000).

Previamente se ha propuesto a la GH como modelo para el estudio de la situacion
! . T . . .

patologica que se produce en la porfiria cutanea tarda, en la cual, ocurren el mismo tipo de
fotorreacciones que originan lesiones en la piel, mientras que en la glandula se trata de una
situacion fisiologica. Asi mismo en otros tipos de porfiria, como en la PAI, se ha observado
como el grado de afectacion varia mucho en funcion de los cambios en los hormonas sexuales,
produciendo sus crisis en momentos de altos niveles de las mismas. De manera general, analoga
la funcion de la glandula en cuanto a la produccion de porfirinas, se ve muy afectada por estos

mismos cambios hormonales (Payne et al., 1979).

La GH parece sobrevivir en un estado de porfiria permanente, sin que por ello su

integridad funcional se vea afectada, asi mismo posee puntos en comun con determinadas
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porfirias. Por todo esto, la GH de hamster Sirio es también un modelo excelente para el estudio

de las porfirinas (Coto-Montes et al., 2001a).

RESPUESTA CELULAR AL ESTRES OXIDATIVO

Como ya indicamos anteriormente los radicales libres son generados intracelularmente a

Estrés Estrés
oxidativo oxidativo
moderado excesivo

Figura 11 Respuesta celular al estrés oxidativo.
El estres oxidativo moderado genera una respuesta a
nivel transcripcional y proteolitica que culmina se
traduce en una respuesta fisiologica. Sin embargo,
cuando el estrés oxidativo es excesivo la respuesta
originada no siempre es suficiente para eliminar todo el

dafo producido y culmina en la muerte celular.

traves de una gran variedad de procesos, como
productos derivados del metabolismo aerobico
normal o como mensajeros secundarios en
varias rutas de transduccion de sefiales. Bajos
niveles de EROs promueven rutas de
proliferacion y supervivencia, llegando incluso
a mediar respuestas fisiologicas; en contraste,
un severo incremento de los mismos induce
rutas de muerte celular. Dichas rutas ejercen
su influencia a dos niveles principalmente, a
través de la modulacion de la actividad de
factores de transcripcion, afectando al patron

de expresion génica; y modulando los sistemas

proteoh'ticos celulares.

FACTORES DE TRANSCRIPCION SENSIBLES AL ESTRES

OXIDATIVO

Cuando el balance redox se pierde a favor de las sustancias oxidantes, los factores de

transcripcion sensibles al estado redox, como el Factor Nuclear kappaB (NF-kB) o el Factor

relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), se promueven y dirigen respuestas celulares

con la intencion de recuperar la homeostasis.
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VIA NF-KB

El NF-kB es uno de los factores de transcripcion mas altamente estudiados, cuya senalizacion

NF-kB puede ser activada en respuesta a estimulos como el estrés oxidativo, proteinas
mitogenicas, citoquinas o productos bacterianos (Kratsovnik et al., 2005; Li and Verma, 2002;
Schreck and Baeuerle, 1991). Esta respuesta es caracteristicamente rapida, ya que no requiere su

propia sintesis para que estimule la transcripcion de multitud de genes.

El NF-kB comprende una familia de proteinas compuesta por homodimeros o
heterodimeros de las proteinas p50 (NF-KB1), p65 (RelA), p52 (NF-kB2), Rel B y cRel. Este
factor de transcripcion es reprimido en el citosol por moleculas inhibidoras kB (IKBX, By 7).
La fosforilacion del IKB favorece la degradacion del mismo a traves del proteosoma,

permitiendo la liberacion y entrada al nacleo del NF-kB, que precisa su fosforilacion para el
paso al nicleo, donde controla la transcripcion de numerosos genes de supervivencia, muerte

celular, proliferacion, inflamacion y regulacion inmune (Fig. 10). El complejo de quinasas
encargado de fosforilar el Ik B (IKK) esta formado por tres subunidades, dos cataliticas (IKKX y
IKKB) y una reguladora (IKKyo NEMO) (Spencer et al., 1997). Por tultimo, las quinasas
inductoras del NF-kB (NIK) fosforilan y activan directamente a IKKP para disparar la ruta de

senalizacion NF-kB.
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Figura 12 Ruta canénica de activacion del factor de transcripcion NF-KB. La fosforilacion de las I-KB quinasas
(IKK) conlleva su propia activacion. Las IKK fosforilan el inhibidor I-KB. El I-KB fosforilado es diana del proteasoma y, una

vez degradado, los dimeros NF-KB (p65/p50) pueden entrar al nticleo y unirse al ADN para la transcripcion especifica de
genes implicados en proliferacion, inflamacion y superviviencia.

NRE2

Uno de los principales factores de transcripcion que se encargan de aminorar el estres
oxidativo es el Factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), que regula la
expresion inducible de numerosos genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes, mediante su
union a una secuencia especifica del ADN, a las regiones ARE (Elemento de Respuesta
Antioxidante). Los niveles basales de esta proteina se mantienen a un nivel bajo, lo cual resulta
sorprendente ya que su expresion es constitutiva en la mayoria de las celulas, ésto sugiere que su
actividad se encuentra fuertemente regulada. Para este proposito, la via de sefializacion del Nrf2
se encuentra negativamente regulada por Keap1 (Kelch-like ECH- associated protein 1). Esta
proteina es el substrato y adaptador para el complejo ubiquitin-ligasa Cullin3. Keapl se
mantiene unida a Nrf2 y facilita su degradacion por el proteosoma, manteniendo unos bajos

niveles de Nrf2 en la celula, asi como su mantenimiento en su forma inactiva. Cuando se elevan

44



Autofagia en el ciclo estral

los niveles de radicales libres, se produce la oxidacion de los residuos sulthidrilos de las cisteinas
de Keapl, permitiendo la disociacion del Keapl y Nrf2, asi que este Nrf2 se podra dirigir al
nucleo para activar la transcripcion de los genes de las regiones ARE. Sin embargo, no solo la
oxidacion de Keapl consigue su disociacion de Nrf2, sino que existen otros mecanismos que
conducen a la activacion de Nrf2. Asi se ha visto como la sobre-expresion de p62, produce el

mismo efecto (Lau et al., 2010).

—>» | KEAP1

-0

Citoplasma

Expresion génica

Figura 13 Via clasica del Nrf2. El Estres oxidativo modifica los grupos sulthidrilo y el keap1 se disocia del Nrf2,
que se dirige al nucleo para fomentar la transcripcion de los genes de las regiones are (Elemento de respuesta
antioxidante). Modificado del Kensler y colaboradores (Kensler et al., 2003)

SISTEMAS PROTEOLITICOS CELULARES

El mantenimiento de la homeostasis celular es un delicado equilibrio entre la sintesis y
degradacion, tanto de organulos como de los diferentes componentes moleculares. Un aporte de
quimicos y energia externa es necesario para este estado de equilibrio. Por tanto, una elevada
eficiencia en estos procesos adecuado de aporte energetico de vital importancia para la celula.
Evolutivamente se han adquirido diferentes estrategias para su optimizacion, aunque la

obtencion de esta energl'a conlleva la generacién de radicales libres.
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Adicionalmente, la correcta degradacion de los componentes celulares danados, en
muchos casos por estos radicales libres anteriormente comentados, o envejecidos, es un proceso
clave para mantener la viabilidad celular, tan relevante como la sintesis. Existen dos sistemas de
degradacion principales: el complejo proteico denominado proteosoma, que se encarga de

. . 14 . 14 f, . .
eliminar proteinas; y el lisosoma, un organulo altamente catalitico que degrada tanto el material

extracelular (heterofagia), como intracelular (micro y macroautofagia).

SISTEMA UBIQUITINA-PROTEOSOMA

Este sistema juega un papel importante en la degradacion de proteinas de vida media
corta y de proteinas reguladoras, fundamentales en una gran variedad de procesos celulares,
incluyendo el ciclo celular, la modulacion de receptores de la superficie celular, canales ionicos

y presentacion de antigenos (Glickman and Ciechanover, 2002).
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Figura 14 Funcionamiento del sistema UPS (ubiquitina—proteosoma). Las proteinas a degradar se

poliubiquitinizan y son conducidas al proteosoma donde son degradadas, por la parte catalitica (20S)

La estructura del proteosoma consta de un nucleo catalitico (20S) y varias subunidades
reguladoras (195 y 11S) que se unen dando lugar a distintos tipos de proteosomas. La
degradacion a traves de este sistema requiere la poliubiquitinizacion de las proteinas diana para

que sean reconocidas y degradas por el nucleo catalitico del proteosoma. La ubiquitina es
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afiadida a las proteinas diana por un mecanismo de tres pasos que implica la accion secuencial de
los enzimas ligasa especificos conocidos como E1, E2 y E3 (Glickman and Ciechanover, 2002)(

Figura 14).

Las proteinas poliubiquitinizadas son reconocidas y degradas por el proteosoma 265
(20S+19S) (Figura 14), el cual degrada la mayor parte de las proteinas celulares de forma

dependiente de energia (Glickman and Ciechanover, 2002).

El proteosoma normalmente degrada aquellas proteinas dafiadas en su estructura o con
errores en su conformacion, aunque, este sistema proteolitico puede también ser activado en
respuesta a un nivel de estrés oxidativo medio (Grune et al., 2003). Sin embargo, las proteinas
oxidadas no son faciles de ubiquitinizar y, ademas, la actividad del proteosoma disminuye con la
edad (Keller et al., 2004). Es por ello que las alteraciones en la actividad del proteosoma se han
encontrado en numerosas patologias neurodegenerativas, inflamatorias e incluso inmunologicas

asociadas a la edad (Keller et al., 2004).

SISTEMA LISOSOMAL/AUTOFAGICO

El lisosoma es el organulo que se encarga de la digestion celular. Para lo cual contiene
una gran cantidad de enzimas proteoliticos e hidroliticos que son activas a pH muy bajos, entre
los que caben destacar las catepsinas. La naturaleza del material a degradar define los diferentes
tipos de degradacion lisosomal, si el material es de origen externo se denomina
heterofagia,mientras que la degradacion de los componentes incluidos en vesiculas de secrecion
tiene lugar a traves de la crinofagia. Si el materia es de origen interno el proceso que se lleva a
cabo es la autofagia (Levine and Klionsky, 2004). La autofagia juega tambieén un papel muy
importante en una serie de procesos implicados tanto en el desarrollo de los organismos (Levine
y Klionsky, 2004), como en los mecanismos de defensa frente a la invasion de determinados

tipos de bacterias y virus (Deretic, 2006), conocida en este tltimo caso como xenofagia.
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AUTOFAGIA

Se trata del mecanismo de supervivencia mas importante adscrito a la glandula de
Harder, es el proceso clave frente al imperante estres oxidativo observado. Sin embargo de una
forma mas genérica, se trata del principal sistema de reciclaje a nivel celular. Pese a su
relevancia, el descubrimiento de la autofagia no se propicio hasta el descubrimiento del lisosoma
en 1955 (De Duve et al., 1955) y el avance del estudio de la morfologia celular gracias al uso del
microscopio electronico. En este contexto, fue Clark el primero en describir unas vacuolas de
forma irregular que contenian determinado material amorfo en el que se podian distinguir
incluso mitocondrias (Clark, 1957). La cantidad de estas estructuras se incrementaba tras el
estimulo hormonal del glucagon, siendo el marco perfecto para abordar el seguimiento de las
mismas, cuyo fin era comun a todas, fusionarse con el lisosoma. Fue C de Duve en 1963 (de
Duve, 1963) quien acuio el nombre de autofagia a este tipo de transporte que cargaba
productos citoplasmaticos para su degradacion en el lisosoma. Este descubrimiento desperto
gran interés por conocer el sentido fisiologico de este proceso. Y en los primeros estudios se
observo que su actividad dependia de la cantidad de nutrientes, siendo el ayuno su mayor
estimulador (Pfeifer and Warmuth-Metz, 1983). Sin embargo, el ayuno no fue el nico gran
estimulo de dicho proceso, sino que se han observado diferentes activadores e incluso diferentes
funciones, en las que se involuca a la autofagia puediendo destacar que uno de los primeros
papeles que se le ha otorgo fue el de regular la actividad secretora en respuesta a las

fluctuaciones de hormonas esteroideas (Yi and Tang, 1995).

Figura 15 Fotografia extraida de los
primeros articulos en los que De Duve describia la
autofagia, tras su induccion con glucagon. Senala
unas estructuras, similares a mitocondrias, muy
electrondensas que parecen contener proteinas en
su interior. tomado de (Deter et al., 1967)
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La autofagia esta considerada como la principal ruta inducible para la renovacion de
componentes citoplasmicos Se han descrito tres tipos de autofagia: autofagia mediada por
chaperonas (chaperone-mediated autophagy, CMA), microautofagia y macroautofagia. Estos tres
tipos de autofagia difieren entre si en la ruta que sigue el material a degradar en su camino hacia
el lisosoma, pero muestran un paso final comin que consiste en la degradacion lisosomal y

posterior reciclaje del material al citoplasma.

MACROAUTOFAGIA MICROAUTOFAGIA

AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS (CMA)

Figura 16 Tipos de autofagia. El diagrama muestra las tres principales formas de autofagia:
macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. En la microautofagia, porciones de citosol
son internalizadas a traves de invaginaciones de la membrana lisosomal. En la macroautofagia, grandes porciones
de citoplasma son secuestradas en estructuras de doble membrana que se fusionan con lisosomas. En la autofagia
mediada por chaperonas, proteinas citosolicas especificas son transportadas al interior lisosomal a través de un
complejo chaperona/receptor. Adaptado de Vicencio y cols. 2008 (Vicencio et al., 2008).

CMA

La especifidad no era una caracteristica esperable cuando se describio por primera vez
este tipo de degradacion lisosomal, sin embargo, durante el desarrollo de estudios posteriores se

observo como en estados de carencia de nutrientes aceleraba la degradaci(')n de ciertas proteinas
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citoplasmaticas respecto a otras (Dice et al., 1978). La fragmentacion enzimatica de estas
proteinas cuya tasa de degradacion era mas elevada denoto que todas poselan un motivo
aminoacidico comun, el peptido senal KFERQ), suficiente para inducir su degradacion (Backer et
al., 1983; Backer and Dice, 1986; Cuervo and Wong, 2014). Tras este descubrimiento, se
observo como este pentapeptido era el sitio de union de una chaperona, que se encargaba de
dirigir a las proteinas marcadas al lisosoma, lo cual, bautizo este proceso como Autofagia
Mediada por Chaperonas (Cuervo and Dice, 2000). Pero no solo la especifidad fue una de las
facetas destacables de este proceso, sino tambien el hecho de que la proteina sustrato pareciera
atravesar la membrana del lisosoma. El estudio in vitro de este proceso, mostro como estas
proteinas atravesaban la membrana lisosomal gracias a la accion de la proteina asociada a la
membrana lisosomal 2a (lysosome-associated membrane protein type 2A, Lamp-2a), que es una
de las variantes del ayuste alternativo del gen lamp2 siendo la tnica implicada en este proceso
(Cuervo and Dice, 1996; Cuervo and Wong, 2014). Con todo ello, este proceso de degradacion
distaba de lo anteriormente descrito, ya que no era necesario la formacion de un complejo
vesicular para el transporte del material a degradar, bastaba con la interaccion con la chaperona

Hsc70, y la translocacion al lisosoma dependeria tinicamente de una proteina, la Lamp-2a.

MICROAUTOFAGIA

Pese a ser descrita inicialmente como un proceso no selectivo y constitutivo, en el que se
degrada contenido citoplasmatico mediante la invaginacion directa de la membrana del lisosoma
para la renovacion sistematica de componentes u organulos dafados de la celula (Yen and
Klionsky, 2008), recientes trabajos en levaduras han mostrado como resulta muy relevante su
papel en el mantenimiento del tamano de determinados organulos, mitocondrias, ntcleo y
peroxisomas (Li et al., 2012; Mijaljica et al., 2011). En cuanto a organismos superiores, se ha
observado como se produce un incremento de la microautofagia en respuesta a la hambruna, asi

como también en respuesta al tratamiento con rapamicina (Li et al., 2012).
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MACROAUTOFAGIA

La macroautofagia es el principal programa catabolico que permite el secuestro
simultaneo de multiples constituyentes citoplasmicos, incluyendo grandes organulos, para su
degradacion en el lumen lisosomal (Levine and Klionsky, 2004). Para conseguir este fin, se
produce la formacion de una vesicula de doble membrana, denominada autofagosoma. Dicha
caracteristica propicio el descubrimiento de la autofagia per se, el cual es responsable, en mayor
medida, de que se atribuya el apelativo de autofagia de forma general al referirse a este tipo
especifico. La formacion del autofagosoma, asi como su procesamiento posterior, son
conducidos por un conjunto de proteinas denominadas ATG o proteinas relacionadas con la
autofagia, que derivan de los genes ATG ( autophagic related genes), descritos en levaduras,
estando ya muchos de sus ortologos en mamiferos caracterizados. El proceso consta de cinco
fases: induccion; seleccion de carga y embalaje el autofagosoma; fusion de los autofagosomas con
endosomas tardios; degradacion de los autofagosomas y su contenido por las proteasas
lisosomales; y reciclaje de las macromoléculas constituyentes y formacion del cuerpo residual
(Yen y Klionsky 2008). Los componentes moleculares relacionados con estas fases se clasifican

en:

a) Los complejos de proteinas serina/treonina quinasas (Atgl, Atgl3, Atgl7) que actGan

como sustratos de mTOR (mammalian target of rapamycin) quinasa en la induccion.

b) El complejo de sefalizacion lipido-quinasa (Atg 6 o Beclin-1, Atgl4, Atg34, Atgl5)

que participan €n procesos de nucleacion vesicular.

c) El sistema de conjugacion similar a ubiquitina (Atg8 o LC3, Atg12) que participa en la

elongacién de la membrana vesicular.

d) Las proteinas implicadas en la ruta de reciclado y que median el desmontaje de las

proteinas Atg de los autofagosomas maduros (Atg2, Atg9, Atg18).

Aunque el origen de las membranas que forman el autofagosoma ha permanecido oscuro,

varios estudios recientes han revelado que tanto la membrana plasmatica (Ravikumar et al.,
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2010a; Ravikumar et al., 2010b), el reticulo endoplasmatico (RE) (Roberts and Ktistakis,
2013), la mitocondria (Hailey et al., 2010), el aparato de Golgi (Ge et al., 2013) y los contactos

RE-mitocondria (Hamasaki et al., 2013) contribuyen a la formacion de novo del autofagosoma.
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Figura 17 Macroautofagia. Consta de cinco fases:

®  TFase de induccion a traves de diferentes vias de senializacion celular.

® Fase de nucleacion: en la cual se forma una estructura membranosa llamada fagoforo que proviene del RE,
del golgi o incluso se ha descrito que se puede formar a partir de membranas de la mitocondria.

" TFase de elongacion de dicho fagoforo que llega a rodear a los componentes a degradar y forma una
estructura denominada autofagosoma.

" TFase de fusion con los lisosomas cuyas enzimas degradan el material interior y la membrana interna
formando un autofagolisosoma.

® Reciclaje de los componentes del material degradado.
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Si bien bajo el termino macroautofagia se incluye cualquier proceso no selectivo de
secuestro de grandes estructuras celulares, ya De Duve describio diferentes organulos
englobados dentro de los autofagosomas (de Duve, 1963). Los estudios que describen la
degradacion selectiva de organulos danados ha sido de reciente publicacion y, en funcion de los
organulos secuestrados, se les han ido denominado mitofagia, macropexofagia, reticulofagia,
ribofagia y lipofagia. Destacando la mitofagia, la selectiva degradacion de las mitocondrias
mediante autofagia (Novak et al., 2010), y la lipofagia, degradacion de las gotas lipidicas (Singh
and Cuervo, 2012; Singh et al., 2009), por su relevancia en el mantenimiento de la homeostasis

y metabolismo celular y en la realizacion de esta tesis doctoral.
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El objetivo general que nos propusimos abordar fue: Caracterizar los fenomenos
autofagicos que suceden frente a las fluctuaciones hormonales a lo largo del ciclo estral, para

averiguar su significado fisiologico.
Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos parciales:
1. Estudio del estado redox a lo largo ciclo estral.
2. Estudio de la respuesta transcipcional a dicho estado redox durante el ciclo estral.

3. Evaluacion de los procesos proteoliticos desarrollados en la gléndula de Harder a lo

largo del ciclo estral, prestando especial atencion al estado de la ruta lisosomal/autofagica.

4. Descripcion de los procesos de autofagia selectiva que tienen lugar en la gléndula de

Harder a lo largo del ciclo estral y la funcion de los mismos en la fisiolog{a reproductora.



Material y métodos
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ANIMALES

La parte experimental de esta tesis se llevo a cabo con hamster Sirio (Mesocricetus auratus)
adquiridos a Harlan Interfauna Ibérica (Barcelona). Estos animales de un mes y medio de edad
fueron aclimatados durante quince dias a 22£2°C con un ciclo de luz/oscuridad 14:10 horas y
mantenidos en el bioterio de la Universidad de Oviedo, con alimentacion y bebida ad libitum

hasta el momento del sacrificio.

El comite de etica de la Universidad de Oviedo aprobo todos los protocolos
experimentales y cada uno de los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con las
legislaciones espafiola (R.D. 1201/2005) y europea (Directiva 86/609/EEC) en materia de

exp erimentacion animal.

En el presente estudio se utilizaron 16 hamsteres hembras. Tras la sincronizacion de los
ciclos estrales de los animales, 8 de estas hembras fueron sacrificadas en la fase estro del ciclo
estral, mientras que las 8 restantes fueron sacrificadas en la fase diestro del mencionado ciclo.
Para determinar la fase del ciclo estral se realizo un frotis vaginal con posterior observacion al
microscopio en fresco. La determinacion de cada una de las fases se realizo de acuerdo con el

método Orsini para hamsteres (Orsini, 1961).

Tras los respectivos tratamientos, los hamsteres fueron anestesiados con cloformo y
posteriormente decapitados. Las glandulas de Harder fueron diseccionadas rapidamente y fijadas
para su estudio histologico, a microscopia optica y/o electronica, o congeladas en nitrogeno

Hquido para ser almacenadas a -80°C y posteriormente homogeneizadas.
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TECNICAS MORFOLOGICAS

MICROSCOPIA OPTICA: FIJACION Y SECCION

" Las glandulas de Harder de tres hamsteres de cada condicion experimental se dividieron
en piezas de 4 mm de grosor, las cuales fueron sumergidas en una solucion fijadora de
paraformaldehido al 4 % en tampon fosfato 0,1 M a pH 7,4, durante 15 minutos.

" Posteriormente, las muestras se post-fijaron con la misma solucion durante 2 dias.

" Se deshidrataron pasandolas por una bateria de alcohol etilico creciente (30, 50, 70, 96 y
100%), dos veces durante 10 minutos en cada porcentaje de alcohol. Despues, las piezas
se sumergieron en alcohol isopropilico al 100 % durante 30 minutos. Posteriormente, las
muestras se sumergieron en una mezcla de parafina y alcohol isopropilico a partes
iguales, y se mantuvieron en estufa a 60°C durante una hora, para pasarlas seguidamente
a parafina pura donde se mantuvieron durante la noche.

" Los bloques de parafina fueron cortados en secciones de 5 um con un microtomo (Leica
RM2155, Leica instruments GmbH, Nussloch, Alemania) y dichas secciones fueron
adheridas a portaobjetos (Superfrost Plus, Menzel GmbH and Co KG, Braunschweig,

Alemania).

TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

" Los cortes fueron desparafinados sumergiendo los portaobjetos en un coplin con Xileno
durante 15 minutos.

®  Se hidrat6 la muestra mediante una bateria de alcohol etilico decreciente (100, 96, 70,
50%) durante 5 minutos en cada alcohol. Posteriormente los cortes se sumergieron en
agua destilada, para tu total hidratacion.

" Se tino con Hematoxilina, se sumergieron los cortes durante 10 minutos.

" Se lavo con agua corriente hasta que se observo el viraje del color.

" Se contrastd con eosina durante 1 minuto.
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" Se lavo con agua destilada y se procedio al deshidratado de la muestra pasandola por una
bateria de alcohol etilico creciente (70 y 96%, durante medio minuto, 100% durante dos
minutos).

" Se aclaro con Xileno para facilitar su posterior montaje, durante 5 minutos.

®  Se montaron en un medio no acuoso o balsamo Eukitt

CONTA]JE CELULAR

" Se utilizaron secciones de 5 pm de grosor tefidas con hematoxilina-cosina para contar el
numero de celulas tipo II, el nimero de celulas desprendidas al lumen tubular y el area
ocupado por las porfirinas.

" En cada glandula se analizaron 4 niveles separados por 300 um y en cada nivel 3 campos
de gran aumento.

" Un campo de gran aumento (CGA) es el area visible en una observacion con el objetivo
de 40x del microscopio optico, siendo esto una unidad de superficie habitualmente
utilizada en analisis histologicos y que es especifica de cada microscopico. Utilizamos un
microscopio NIKON Eclipse E200 en el que un CGA equivale a 0,196 mm’. En cada
CGA se contaron los nucleos de las celulas tipo II y los ntcleos de las celulas
desprendidas al lumen, llegando asi a analizar un total de 0,588 mm’ por nivel y 2,352
mm’ por glandula.

" Para el estudio del area ocupado por las porfirinas (area de porfirinas/area de glandula
total), el area de las porfirinas y el area total fue medido en cada seccion usando una
macro facilitada por el servicio de microscopia de la Universidad de Oviedo desarrollada
en el programa Confocal Uniovi Image ] (National Institutes of Health (NIH), Maryland,
USA).

" Para las CGA por area total de glandula, se busco el naimero de CGAs en la superficie
total de cada glandula, y se realizo un ratio de estos datos.

" Cada glandula de Harder se considera una muestra en términos estadisticos. Los

resultados se dan como porcentaje de células tipo II por mm’, nimero de células

59



Material y Métodos

desprendidas al lumen por mm’, mm’ de porfirinas por mm’ de glandula y area de la

gléndula en mm’ entre CGA.

INMUNOHISTOQUIMICA: SISTEMA PEROXIDASA-
ANTIPEROXIDASA (PAP)

Las secciones fueron desparafinadas a temperatura ambiente por inmersion en xileno
puro durante 10 minutos y, posteriormente hidratadas, al pasarlas por una sucesion de
alcoholes etilicos en concentracion decreciente (100, 96, 70, 50 y 30%), durante diez
minutos en cada alcohol, finalizando en agua destilada.

Las secciones se lavaron tres veces durante 10 minutos en 0,01 M Tris-HCI con 150 mM
NaCl, triton X-100 al 0,1% y albumina de suero bovino al 0,25% (TBS-TB).
Posteriormente, las secciones se incubaron durante 30 minutos en una solucion de
peroxido de hidrogeno al 3% en metanol, para inhibir la actividad peroxidasa endogena.
Las muestras se lavaron con TBS-TB tres veces, durante 5 minutos cada una.
Seguidamente, se anadi6 suero normal del animal en que se desarrollo el anticuerpo
secundario (1:30 en TBS-TB) durante 30 minutos para bloquear la union inespecifica. El
suero utilizado fue desarrollado en cabra (G9023; Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).
Las secciones se incubaron con el correspondiente anticuerpo primario (1:100 en TBS-
TB) durante 24 horas a 4°C en camara himeda. El anticuerpo primario utilizado fue anti-
p-mTOR (p-FRAP) (Ser 2448), desarrollado en conejo (sc-101738, Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA).

Las muestras se lavaron tres veces con TBS-TB durante 5 minutos cada una.
Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado con peroxidasa (1:158 en TBS-TB), durante al menos 1 hora a temperatura
ambiente. El anticuerpo secundario utilizado fue anti-conejo IgG desarrollado en cabra
(A9169; Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).

Las secciones se lavaron de nuevo tres veces con TBS-TB durante 10 minutos cada una.
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A continuacion, se incubaron las muestras con complejos peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP) del animal en que esta desarrollado el anticuerpo primario (1:50 en TBS-TB),
durante 1 hora a temperatura ambiente. El complejo peroxidasa-antiperoxidasa utilizado
fue desarrollado en conejo (P1291; Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).

Se lavaron las secciones 2 veces con TBS-TB durante 10 minutos, y durante otros 10
minutos con tampon Tris-HCl 50 mM a pH 7,6.

Se revel6 durante 5-15 minutos con 3,3’-diaminobenzidina-HCI al 0,05% (D5637,
Sigma) con peroxido de hidrogeno al 0,005% en Tris-HCI 50 mM. La reaccion se detuvo
con agua corriente.

Las secciones se deshidrataron siguiendo el protocolo anteriormente descrito y se
montaron en medio hidrofobo con Eukitt (O. Kinder GmbH).

Las muestras fueron estudiadas con ayuda de un microscopio optico (CAST-2, Olympus,
Barcelona, Espafia) y las imagenes obtenidas fueron importadas e incorporadas en las

figuras electronicas con MS PowerPoint.

MICROSCOPIA ELECTRONICA: FIJACION Y SECCION

Las glandulas de Harder se diseccionaron rapidamente y se dividieron en piezas de 3-4
mm de grosor que fueron sumergidas en la solucion fijadora (paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido al 1,25% en tampon fosfato 0,1 M a pH 7,4) durante una noche, a 4°C.
Dichas piezas fueron lavadas 3 veces, durante 10 minutos cada vez, con tampon fosfato
0.1 MapH?7,4.
Las piezas se dividieron en trozos de 1 mm’ que se postfijaron en OsOsal 1% durante 2
horas.
Posteriormente, las muestras se deshidrataron en acetonas crecientes, siguiendo el
itinerario especificado a continuacion:

O Acetona al 50%, 3 veces durante 5 minutos cada vez.

O Acetato de uranilo al 0,5% en acetona al 70%, durante 30 minutos.

O Acetona al 80%, 3 veces durante 5 minutos cada vez.
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O Acetona al 90%, 3 veces durante 5 minutos cada vez.

O Acetona al 100%, 3 veces durante 5 minutos cada vez.

O Acetona anhidra, 3 veces durante 5 minutos cada vez.
Las muestras se infiltraron secuencialmente en mezclas de Epon:acetona 1:3, 1:1y 3:1, 3
veces durante 15 minutos en cada mezcla.
Las piezas se incluyeron en la resina Epon y se almacenaron en la estufa a 60°C hasta su
polimerizacion.
Los bloques de resina fueron cortados en secciones semifinas de 1 um de grosor con un
ultramicrotomo RMC MT-7 (Boeckeler Instruments, Inc., Arizona, USA) que fueron
tenidas con azul de toluidina al 0,5% hasta obtener la coloracion deseada. Estas secciones
fueron estudiadas con un microscopio optico para seleccionar el area de interes.
Seguidamente, se retallo el bloque original y se coleccionaron una serie de secciones
ultrafinas (alrededor de 600 nm de grosor) en rejillas de cobre para microscopia
electronica.
Las muestras se contrastaron con acetato de uranilo al 2% y citrato de plomo al 2% en
agua.
Para finalizar, las muestras se estudiaron bajo un microscopio electronico de transmision
JEM-1011 (JEOL Ltd., Japon). Las imagenes obtenidas fueron importadas e incorporadas

en las figuras electronicas con CorelDraw X5 y MS PowerPoint.

TECNICAS BIOQUIMICAS

HOMOGENEIZACION DEL TEJIDO

El protocolo de homogeneizaci(')n utilizado fue el siguiente:

Se homogeneizaron 100 mg de tejido con un politron Ultra-turrax T25 (IKA-
Labortechnick, Alemania) a 4°C en 1 ml de tampon Tris/HCI 50 mM a pH 7,4 y NaCl

150 mM con inhibidores de proteasas (Na;VO, 1 mM y aprotinina 1 ug/ml).
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" El producto de la homogencizacion se centrifugo a 3000 rpm a 4°C, los precipitados
fueron descartados y los sobrenadantes recogidos y centrifugados de nuevo bajo las
mismas condiciones.

B Se determino la concentracion de protel'nas de los sobrenadantes mediante el método de

Bradford (Bradford 1976).

CARBONILACION PROTEICA

Como medida del dafio oxidativo en las proteinas se midi6 la concentracion de proteinas
carboniladas, puesto que se trata de la forma mas comln de deterioro de estas moleculas y se ha
demostrado que la carbonilacion proteica es proporcional al dano oxidativo (Levine et al., 1990;
Levine and Stadtman, 2001). La concentracion de proteinas carboniladas se determiné mediante
un ELISA, en el que tiene lugar la reaccion de la dinitrofenilhidrazina (DNP) con las proteinas
carboniladas y se reconoce mediante un anticuerpo anti-DNP (Buss et al., 1997). Para el
protocolo se siguieron las instrucciones del fabricante, los valores se obtuvieron por
espectometria, a una longitud de onda de 450 nm, y el contenido final de proteinas carboniladas
se sustrajo de la recta de los estandares. Los datos se presentaron como nmol proteina

carbonilada/ mg protel'na.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

La actividad antioxidante total (AAT) es un parametro medible que proporciona
informacion fiable sobre la cantidad total de sustancias antioxidantes disueltas tanto enzimaticas
como no enzimaticas (de Gonzalo-Calvo D., 2010), y a menudo es considerada un indicador
util de la capacidad del sistema para regular el dafio causado por los EROs. El protocolo es una
adaptacion de De Gonzalo-Calvo (de Gonzalo-Calvo et al., 2010) de la técnica de Arnao y
colaboradores para extractos vegetales (Arnao et al., 2001). En este ensayo, el H,O, reacciona
con el ABTS [acido 2, 2’-azido-bis (3-etil-benzotiazolin-6-sulfonico)] para formar el radical
ABTS*+ en una reaccion catalizada por la peroxidasa de rabano (HRP). Dicho radical posee una

elevada estabilidad y tiene un espectro de absorbancia caracteristico con maximo a 734 nm. La
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determinacion de la Actividad Antioxidante Total se realizo mediante las estimaciones del
descenso en la absorbancia a 734 nm provocado por la adicion de la muestra al medio de
reaccion que contiene el radical de ABTS preformado y estabilizado. La diferencia entre el valor
inicial y final de absorbancia a 734 nm se utiliza como indice de actividad antioxidante.
Finalmente los resultados obtenidos se transforman en los equivalentes de Trolox (mg
Trolox/mL), analogo sintetico de la vitamina E, que producen el mismo efecto antioxidante que

la muestra de tejido a estudiar.

" Composicion del radical ABTS:

STOCKS Volumen (ul) | Concentracion final
1-Tampon fosfato-Na 50 mM pH 7,5 23894
2-ABTS 50 mM 1000 2 mM
3-HRP 0,1mM 6,0 0,25 uM
4-H,0, 10 Mm 100 40 uM
Volumen Total 25000

Una vez mezclado, se mantuvo en frio y oscuridad durante 3-4 horas. Reaccion para la

determinacion de la Actividad Antioxidante Total:

O Seafiaden 5 pl de muestra a cada pocillo y 5 ul del tampon de homogenizacion de
la muestra (Tampon fosfato 100 mM) para obtener el blanco.

O Seafiaden 245 pl del radical estabilizado a cada pocillo. Se agito.

O Se mide a A= 734 nm.

O Se incub6 durante 15 min en oscuridad.

O Se mide nuevamente la absorbancia a A= 734 nm (Lector de placas ELx800 uv,
Nio-tek instruments).

O La diferencia entre el valor inicial y final, implica la neutralizacion del radical, por

tanto, la actividad antioxidante de la muestra.
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La actividad antioxidante se expresa como equivalente de Trolox que producen el mismo

efecto antioxidante que la muestra a estudiar (1 mol de Tx reacciona con 2 moles de radical

ABTS). El coeficiente de extincion del radical ABTS a A=734 nm es 15000 M'ecm™.

Los resultados se expresaron como mg Tx/mg protel'na.

ACTIVIDAD DEL PROTEOSOMA

El proteosoma se encarga de degradar las proteinas danadas marcadas mediante una
sefalizacion de ubiquitina. La actividad del proteosoma fue evaluada en el tejido homogenizado
usando el kit comercial 20S proteasome activity assay kit (Chemicon, CHEMICON
International, Inc, Temecula, CA, USA). Este ensayo esta basado en la deteccion del fluoroforo
7-amino-4-metilcoumarin (AMC) despues de su corte del sustrato marcado LLVY-AMC debido
a la actividad de tipo quimiotripsina del proteosoma. El AMC libre es detectado por fluorimetria

(380/460 nm).

" Se prepararon las muestras y los estandares y se pipetea a la placa.
= Se anadio el sustrato.
®  Se incub6 durante 2 horas a 37°C

® Se midi6 mediante un fluorimetro (380/460 nm).

Los datos son presentados como unidades arbitrarias de fluorescencia/ mg de protel'na.

SDS-PAGE E INMUNODETECCION DE PROTEINAS

(WESTERN BLOT)

Para la deteccion de las proteinas en un homogenizado y poder llevar a cabo su
cuantificacion se realiza esta técnica, en la que se separa el total de las proteinas por peso
molecular, tras lo cual se selecciona mediante inmunodeteccion. En general, el protocolo

utilizado fue el siguiente:
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" Las muestras fueron desnaturalizadas en tampon de carga (Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8,
glicerol 10%, dodecilsulfato sodico (SDS) 10%, B-mercaptoetanol 5%, azul de
bromofenol 0,05%) a 95-100°C, durante 5 minutos.

" Las muestras se sometieron a electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). Tampon de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%.

" Las proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) a
350 mA durante 120 minutos. Tampon de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM y
metanol al 20%. Se utilizo la tincion Ponceau S (Ponceau S 0,01%, acido acético glacial
0,1%) para asegurar la igual carga de proteinas y comprobar una correcta transferencia.

" La membrana se bloque6 durante toda una noche, a 4°C con leche desnatada en polvo al
5% en TBS-T (Tris/HCI 20 mM, pH 7,4 con NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,05%).

" La membrana se incubo con el correspondiente anticuerpo primario diluido a la
concentracion adecuada con TBS-T (ver Tabla 1) durante 4 horas, a 4°C.

" Selavo 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada vez, a temperatura ambiente.

" La membrana se incubo con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con
peroxidasa durante 1 o 2 horas a 4°C (ver Tabla 1).

" Selavo 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada vez, a temperatura ambiente.

" Los inmunoconjugados fueron detectados usando luminol (sc-2048; Santa cruz

Biotechnology) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

Todos los datos presentados son representativos de tres experimentos independientes.
Ademas, analizados cuantitativamente con el programa Quantity One 5.5.1 y los resultados

normalizados con la actina como control de carga.
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AnticuerPo Referencia Casa Comercial Concentracion
B-actina A 5441 Sigma 1:5000
Beclin-1 sc-10086 Santa Cruz Biotechnology 1:1000

Bcl2/Adenovirus E1B 19 N 0399 Sigma 1:1000
kDa and protein-

interacting protein 3-like
(BNIP3L/NIX)

Catepsina D sc-6486 Santa Cruz Biotechnology 1:1000

Lamp-2a Ab18528 Abcam 1:1000
Lipasa lisosomal acida 9G7F12 Abcam 1:1000
(LAL)
Microtubule-associated PDO14 MBL 1:1000
protein 1A/ 1B-light chain
3 (LC3)
Receptor de melatonina sc-13186 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
1A (MT1)
Mammalian target of sc-8319 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
rapamycin (mTOR)
Factor nuclear kappa B #9936 Cell Signaling Technology 1:500
(NF-KB) p65, y
Phospho-NF-kB-p65
(Ser536)
Nuclear factor erythroid sc-722 Santa Cruz Biotechnology 1:250
2-related factor 2 (Nrf2)
Phospho-p70 S6 kinase #9206 Cell Signaling Technology 1:1000
(Thr389) (phospho-
pS6K)
Perilipina (PLIN) sc-67164  Santa Cruz Biotechnology 1:1000
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Retinoid-related orphan sc-6062 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
receptor alpha (ROR)
Superoxido dismutasa 2 sc-18504 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
(SOD2)
Sequestosoma- 1 #5114 Cell Signaling Technology 1:1000
(SQSTM1/p62)
anti-cabra IgG A5420 Sigma-Aldrich 1:5000

desarrollado en conejo

anti-conejo IgG A9169 Sigma—Aldrich 1:5000

desarrollado en cabra

anti-raton IeG TM-001-HR NeoMarkers 1:5000

desarrollado en cabra

Tabla 1 Relacion de los anticuerpos utilizados en la SDS-PAGE e inmunodeteccion de proteinas (Western blot)

EXTRACCION DE ARN Y RETROTRANSCRIPCION (RT)

En determinadas ocasiones es necesario averiguar si una proteina esta muy expresada por
que se este sintetizando o por que no se esté degradando. Con este fin, es interesante evaluar los
niveles de ARN mensajero (ARNm). El ARN fue extraido usando Tripure™ Isolation Reagent
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany), segln las instrucciones del fabricante. EI ADN
presente en las muestras fue eliminado mediante la incubacion con DNase (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) y confirmado por analisis de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del ARN
total (Llorente et al., 2013). La integridad del ARN fue evaluada mediante el kit comercial
Experion RNA HighSens Analysis Kit (Biorad Laboratories, Wilmington, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La cantidad total del ARN fue determinada por absorbancia
(260/280 nm) usando un espectofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
USA), resultando similar entre los distintos grupos de animales utilizados (0.5-0.7 pg/mg de

tejido).
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Con el objeto de obtener una copia del ARN extraido en forma de ADN complementario
(ADNc), ya que el enzima Taq polimerasa funciona con una doble hebra de acido nucleico, no
con una simple como la que forma el ARN; 600 ng de ARN fueron sometidos a una
retrotranscripcion (RT) usando el kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

PCR EN TIEMPO REAL O CUANTITATIVA (RT-PCR O qPCR)

La expresion del gen p62, asi como del gen de la subunidad 18S de los ribosomas
utilizado como referencia, se analizo mediante cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) de
dichos genes presente en las diferentes muestras estudiadas. Para ello, el ADNc obtenido del
ARN total extraido fue sometido a qPCR utilizando el preparado comercial SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) suplementado con los cebadores cuya
secuencia se muestra en la Tabla 2 y que fueron disenados usando el programa Primer Express
software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a partir de las secuencias de los ARNm
obtenidas del GenBank [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/]. Para asegurar que la
amplificacion no provenga del ADN genomico, los cebadores fueron disefiados flanqueando una
secuencia intron. Para optimizar la concentracion de los cebadores y la cantidad de ADNc a
utilizar se realizo una curva estandar usando diferentes diluciones de ADNc y varias
concentraciones de cebadores (Dos-Anjos et al., 2008), resultando que las cantidades optimas
fueron 2 pL de cDNA diluido 1/10 como muestra y 300 nM de cada cebador. El gen de

referencia fue la subunidad 18s de los ribosomas.

Gen Genk Bank Cebador Secuencia (5’>3’)
p62—FWd CCATGGGTTTCTCGGATGAA

p62 | NM_175843.3
p62—ReV GGAGGGTGCTTTGAATACTGG
18S-Fwd GATTAGTCCCTGCCCTTTGT

18S V01270
18S-Rev GATCCCGAGGGCCTCAACTAAAC

Tabla 2 Cebadores usados en la qPCR de los genes p62 y 18S
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Las reacciones fueron realizadas en un termociclador ABI PRISM 7000 .Se analizo el
incremento en la fluorescencia durante la reaccion de amplificacion con el programa Sequence

Detector Software (SDS 1.6, Applied Biosystems). Las variaciones en los niveles de ARNm se

. -A A . .
expresaron mediante los valores 2 ¢ siendo Ct corresponde al nimero de ciclo de

amplificacion en que la fluorescencia emitida supera el valor umbral establecido, ACt = Ct gen

p62 — Ct gen ARN 18Sy AACt = ACt del gen en la condicién a estudiar - ACt del gen en la

condicion control (Livak and Schmittgen, 2001).

FUNCION MITOCONDRIAL

ACTIVIDAD DEL ENZIMA CITRATO SINTASA

La primera reaccion del ciclo de Krebs es realizada por el enzima Citrato Sintasa (CS), en el
paso en el que se libera coenzima A (CoA) a partir del acetil-CoA despues de la accion de la CS
sobre el oxalacetato, con lo que el estudio de su actividad permite conocer la poblacion
mitocondrial activa en la muestra homogenizada. En base a la reaccion en la que participa, se
utiliza para medir su actividad el DTNB (acido 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoico, tambien
denominado reactivo de Ellmann), que reacciona con los grupos tioles libre de la CoA, lo que

origina un aumento de absorbancia a 412 nm siguiendo la siguiente reaccion:

Oxalacetato + acetil-CoA+DNTB —— citrato+ DINB-CoA(-SH)

(compuesto coloreado)

Para determinar la actividad de este enzima se siguié el siguiente protocolo:

" En un espectofotometro, con temperatura constante a 30°C, se colocaron cubetas de
capacidad 1ml, conteniendo:
O 500 pL de Tris 200 mM pH 8
o 20 pL de Acetil-CoA 10 mM
o 20 uL de DTNB 10 mM

O 50-x pL de agua milli Q
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Se anadio el volumen x de muestra, correspondiente en cada caso a una cantidad de 50
ug de proteina.

Se inicio la reaccion por adiccion del sustrato: 10 pL de oxalacetato al 10 mM (la
concentracion final es de 100 mM), y se midio la absorbancia en este punto a una
longitud de onda de 412 nm. Se realizo una segunda medida a los 5 minutos. La
diferencia entre ambas medidas informa de la cantidad de DTNB-CoA que se forma, y
por tanto de la actividad de la CS.

El coeficiente de extincion del DTNB a 412 nm es 13,6 mM-1cm-1.

Los resultados se expresaron en nmoles/minuto * miligramo protel’na

NIVELES DE ATP

Los niveles de adenosin-5'-trifosfato (ATP) intracelulares fueron medidos con un kit

comercial Adenosine-5'-triphosphate bioluminescent assay kit (FL-AA, Sigma Aldrich Inc.). Las

reacciones bioluminiscentes del sistema luciferin-luciferasa proporciona la base de un simple,

rapido y sensible analisis para evaluar los niveles de ATP (Taylor et al., 1998). El protocolo se

presenta a continuacion:

Las muestras del homogenizado se diluyeron en una proporcion 1:100.

Se afiadieron 100 UL de la mezcla del ensayo a la cubeta, contiendo el sustrato diluido en
un tampon a un pH de 7.8.

Se vortearon y se dejaron reposar 3 minutos.

Se anadio 100 UL del estandar o la muestra y se midio inmediatamente.

La produccion de luz fue inmediatamente medida por luminiscencia usando el

luminometro Luminometer Turner Designs TD-20/20 (Turner BioSystems Inc.,

Sunnyvale, CA, USA) (Yen etal., 2007).

Los resultados se expresaron en moles de ATP/ gramo protel'na.

ANALISIS ESTADISTICO
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Todos los datos mostrados en esta memoria, se presentan como la media * desviacion
estandar, calculados a partir de tres experimentos independientes, cada uno analizado por
triplicado. La normalidad de los datos fue analizada por el test Kolmogorov-Smirnov. Las
comparaciones estadisticas entre grupos fueron analizadas mediante un test t de Student. La
diferencia de valores obtenidos entre los distintos grupos se considero estadisticamente
significativa a partir de p<<0,050. Para la obtencion de las graficas y la estadistica se utilizo el

programa GraphPad 5.10 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)
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El principal mecanismo descrito de defensa frente a los niveles elevados de estrés
oxidativo existentes en la GH es la autofagia (Tomas-Zapico y cols. 2005b). Este proceso ha sido
descrito por nuestro grupo, aunque existen aun muchos mediadores o inductores de este
proceso aun desconocidos. El papel de las hormonas sexuales en su regulacion es uno de ellos.

Por ello, resulta esencial profundizar en su estudio.
ESTUDIO 1: CAMBIOS MORFOLOGICOS

La glandula de Harder (GH) del hamster hembra acumula porfirinas intraluminares
toxicas y prooxidantes. Las c¢lulas glandulares de la misma, debido a las caracteristicas descritas
profundamente en la introduccion, se ven sometidas a un alto nivel de estres oxidativo y, por
ello, frecuentemente experimentan alteraciones que culminan en la muerte celular, producida
por una intensa autofagia, siendo estas c¢lulas desprendidas a la luz glandular. Este proceso
conlleva una secrecion glandular masiva descrita anteriormente por nuestro grupo (Vega-
Naredo et al., 2009). Relacionando estos datos previamente conocidos con nuestra intencion
inical de evaluar el papel de las hormonas sexuales, decidimos llevar a cabo una caracterizacion
profunda de la GH entre las dos fases opuestas en funcion de los niveles de estrogenos a lo largo

del ciclo estral: la fase de estro y de diestro.

Estudiamos el area glandular/ CGA (campo de gran aumento) para evaluar las posibles
alteraciones en el area glandular, producidas por los procesos de autofagia masiva anteriormente
descritos, durante el ciclo estral. Los resultados mostraron un detrimento significativo
(p<<0,010) en el area glandular en la fase de estro respecto a la de diestro, lo que se relaciona

perfectamente con el proceso de autofagia masiva indicado y confirma nuestra suposicion (Figura

18).
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Asi mismo, el incremento en los estrogenos durante el estro causo a su vez un acumulo
significativo en c¢lulas de tipo II, respecto a las observadas en el diestro. Ya que el porcentaje de
celulas de tipo II fue del 1,2% en el estro y vs. 0,4% en el diestro (Figura 19A). Las c¢lulas de
tipo II observadas en el estro (Figura 19B) comparten las principales caracteristicas morfologicas
que las de Tipo II de los machos, pero desarrollan ciertas peculiaridades, tales como unas gotas

lipl’dicas de mayor tamafio.
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Figura 19 A) Porcentaje de celulas de Tipo II en los acinos secretores, B) celulas desprendidas/mm’
en las GH de hamster hembra en fase de estro y diestro. C) Seccion de parafina de la GH en fase de
estro. Las dos caracteristicas mas llamativas son: unas gotas lipidicas mayores de lo normal en unas
celulas de Tipo II especiales (flecha) y unos limenes acinares limpios (asterisco). D) Seccion de parafina
de la GH en fase de diestro; cabe destacar la secrecion holocrina en el lumen acinar (asterisco) Barra =

50 pm. ##%; (p< 0,001).
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Sin embargo, mientras las celulas de Tipo II muestran un incremento en estro, la
secreccion holocrina manifiesta una significativa reduccion en estro, medida como el namero de

células desprendidas por mm’ (p<< 0,001) (Figura 19B y 19D).

La medida del area de porfirinas respecto al area total de la glandula, mostro que las
porfirinas ocupan un area estadisticamente superior en el estro respecto al diestro (p< 0,010)
(Figura 20). Asi mismo, el estudio de la microscopia optica de las secciones de GH revel6 que
en la glandula de Harder, durante el estro, las areas intraluminares son habitualmente mas

amplias y con menos restos celulares comparados con las areas glandulares en el diestro (Figura

19C y 19D).
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ESTUDIO 2: ESTADO REDOX

La GH del hamster Sirio posee un alto nivel de porfirinas, mucho mayor que otros
organos porfirigenicos. La GH, debido a su localizacion orbital, recibe la luz y, siendo las
portfirinas fotooxidantes, los efectos toxicos de las porfirinas son muy abundantes (Coto-Montes
et al., 2001b). Es por ello por lo que debimos, por tanto, estudiar las alteraciones del estado

redox que sufre la gléndula en ambas fases estrales.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

La AAT es frecuentemente considerada como un util indicador de la habilidad del sistema
para regular el dafio producido por EROs (Garcia-Macia et al., 2011). La actividad antioxidante

total fue significativamente mas baja en la fase de estro que en diestro (p<0,001) (Figura 21A).

DANO DE PROTEINAS

El dafio de proteinas fue expresado en términos del contenido en proteinas carboniladas,
siendo esta carbonilacion un indicador directo de la oxidacion proteica por el estrés oxidativo

(Figura 21B) El mayor dafio de proteinas observado sucedio en estro al compararlo con diestro

(p< 0,050).
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Figura 21 Estado redox durante el ciclo estral. A) Actividad antioxidante total (AAT). B) Dafio
de proteinas representado como proteinas carboniladas. Los resultados de la AAT han sido expresados como
equivalentes de mg de Trolox/mg proteina. Los resultados del dano de proteinas se han expresado como nmol
proteinas carboniladas/mg proteina. Los valores se presentan como media £ desviacion tipica. *: (p< 0.05) *:

(p< 0.01).
ESTUDIO DEL PAPEL DE LA MELATONINA, ANTIOXIDANTE

NATURAL, EN EL CICLO ESTRAL

El papel fisiologico de la melatonina en el ciclo estral puede ser evaluado por la expresion

sus receptores. Nuestro grupo ha descrito la coexpresion del receptor de melatonina 1A (MT))

y el receptor huérfano relacionado con el acido retinoico alfa (ROR@, RAR-related orphan
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receptor alpha) en la GH (Tomas-Zapico et al., 2005a). MT, es un receptor acoplado a proteina
G de la membrana plasmatica (Reppert et al., 1994), y es activado por la melatonina pineal
(Tomas-Zapico et al., 2005a). En nuestro datos, los analisis de MT, por westernblot muestran
una mayor expresion en diestro que en estro (Figura 22B, p<0,050). ROR@, un receptor de
melatonina nuclear que juega un importante papel celular contra el estrés oxidativo (Caballero
et al., 2008; Delerive et al., 2001; Novak et al., 2010). Mostro, por westernblot, otra vez,

muestra una mayor expresion de este receptor de melatonina en diestro que estro (Figura 22C,

p<0,050).
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Figura 22 Expresion de los receptores de melatonina. Inmunoblot representativo para MT-1 y
RORa en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y diestro. Los histogramas de MT-1 y RORa
cuantifican la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la B-actin. Los histogramas muestran las
densidades opticas de las bandas de tres experimentos desarrollados independientemente. Los valores se

presentan como media & desviacion tipica. *: (p< 0.05).
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ESTUDIO 3: RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO

El desequilibrio del balance redox produce una respuesta observada a dos niveles, implica
cambios a nivel geénico, ya que modula la respuesta de los factores de transcripcion sensibles al
estres oxidativo y origina una variacion en cuanto a la actividad proteolitica, que se encarga de

eliminar las protel'nas danadas.

FACTORES DE TRANSCRIPCION

Existen varios factores de transcripcion sensibles al estres oxidativo, que modulan una
respuesta que puede desencadenar diferentes respuestas celulares. De entre todos ellos,
centraremos el estudio en NF-kB y Nrf2, ya que ambos tienen una respuesta rapida y generan

importantes respuestas celulares frente al estrés oxidativo.

NF-KB

El factor nuclear kappaB es un factor de transcripcion que juega un papel clave en las
respuestas celulares al estrés oxidativo (Michiels et al., 2002). La activacion tiene lugar via la
fosforilacion del p65 en la Ser536, y solo la proteina fosforilada entra en el ntcleo y tiene
actividad transcripcional (Vega-Naredo et al., 2009). Examinamos su estado de activacion
mediante analisis de inmunoblot de las proteinas: NF-KB-p65 y el phospho-NF-kB-p65 (Ser536)
(phospho-p65). En nuestros resultados, la cantidad total de p65 no mostro diferencias entre
fases (Figura 23C). Sin embargo, la expresion de la forma fosforilada se ha observado mas
elevada en estro respecto a diestro (Figura 23B). Asi mismo, para caracterizar la activacion de la
ruta de NF-KB, evaluamos el ratio entre la forma fosforilada y la total, este ratio confirmo los
niveles mas elevados de la forma fosforilada respecto a la total en estro (Figura 23D, p<<0.001).

Por tanto, nuestros datos sugieren una activacion de la ruta del NF-kB en la fase de estro.
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Figura 23 A) Inmunoblot representativo para phospo-p65 y p65 en las diferentes fraciones de GH de la fase de
estro y diestro. Los histogramas de phospo-p65 (B) y p65 (C) cuantifican la densidad optica de los inmunosblots
normalizados con la B-actin. D) El histograma del ratio de phospho-p65/ p65 como marcador de la activacion de

la ruta del NF-kB. Los histogramas muestran las densidades opticas de las bandas de tres experimentos

desarrollados independientemente. Los valores se presentan como media £ desviacion tipica. ***: (p< 0,001).

NRE2

Nrf2 es un factor de transcripcion esencial en la respuesta celular al estrés oxidativo ya
que se une a las zonas del DNA denominadas regiones de respuesta antioxidante (ARE)(Zhang,
2006). En condiciones basales, los niveles de Nrf2 permanecen relativamente bajos, porque es
secuestrada en el citosol por Keapl (Jung et al., 2009). El mecanismo de activacion de Nrf2
depende de un incremento en el estrés oxidativo (Wakabayashi et al., 2010). Asi, una mayor
expresion de Nrf2 conlleva la activacion de esta via (Lau et al., 2010). Nuestro estudio revelo
una fuerte activacion de Nrf2 en diestro, debido a una alta expresion de esta proteina en esta

fase, que ha sido evaluada mediante inmunoblot con diferencias significativas con los niveles

encontrados en estro (Figura 24, p<<0,050).
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Figura 24. Inmunoblot representativo para Nrf2 en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y
diestro. El histograma de Nrf2 cuantifican la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la B-

actina. El histograrna muestra las densidades Opticas de las bandas de tres experimentos desarrollados

independientemente. Los valores se presentan como media  desviacion tipica. *: (p< 0,050).

SISTEMAS PROTEOLITICOS

SISTEMA UBIQUITIN-PROTEOSOMA (UPS)

El proteosoma es conocido como el mecanismo que degrada la mayorl'a de las prote{nas

intracelulares, incluidas las de vida corta y larga. El sistema Ub/20S es el responsable de tal

degradaci(')n. La medicion de la actividad de la subunidad 20S del proteasoma mostro una

elevada actividad en estro con diferencias significativas con la actividad encontrada en diestro

(p<<0,010) (Figura 25).
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Figura 25 Actividad del Proteosoma de
extractos de tejido en fase de estro y diestro de
las GH. Los resultados estan expresados en
equivalentes de unidades arbitrarias de
fluorescencia UAF/ mg proteina. Los valores se
presentan como media * desviacion tipica. *:

(p< 0,050).
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Sin embargo, el analisis tanto de la ubiquitina libre como de las proteinas

poliubiquitinizadas mediante westernblot, no mostro diferencias estadisticas (Figura 26).
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Figura 26 Inmunoblot representativo para poliubiquitina y ubiquitina en las diferentes fraciones de GH
de la fase de estro y diestro. Los histogramas de ubiquitina y poliubiquitina cuantifican la densidad

optica de los inmunosblots normalizados con la B-actin. Los histogramas muestran las densidades

opticas de las bandas de tres experimentos desarrollados independientemente. Los valores se presentan

como media T desviacion tipica.

LISOSOMAL-AUTOFAGICO

El estudio de la expresion de la catepsina D, una de las principales proteasas lisosomales,

nos proporciona una valiosa informacion acerca de la afectacion del sistema lisosomal ya que

durante procesos de autofagia masiva, acontece a nivel celular una vacuolizacion extensa que

bloquea el trafico de procatepsina D hacia los lisosomas, de manera que se produce una

acumulacion de procatepsina D en detrimento de la forma madura. De este modo, el analisis de
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la presencia de esta proteasa y de su proforma nos informa sobre la existencia o no de dicho
bloqueo asi como de la magnitud de los procesos autofégicos presentes en una celula. Nuestros
resultados no mostraron diferencias en cuanto a la expresion de la proforma, procatepsina D,

mostrando, sin embargo, una mayor expresion de la forma madura en el diestro (Figura 27,

p<0,001)
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Figura 27 Inmunoblot representativo para catepsina D en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y
diestro, en el que se aprecian la banda de de la forma inmadura, la procatepsina D, asi como la madura,
catepsina D. Los histogramas de procatepsina D y catepsina D cuantifican la densidad optica de los
inmunosblots normalizados con la B-actina. El histograma muestra las densidades opticas de las bandas de tres

experimentos desarrollados independientemente. Los valores se presentan como media T desviacion tipica.

%%, (p< 0,001).
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ESTUDIO 4: RESPUESTA AUTOFAGICA

Como principal mecanismo de supervivencia que desarrolla nuestra glandula al estres
oxidativo, el estudio se centro en los dos tipos de autofagia que responden al desbalance del
estado redox: la autofagia mediada por chaperonas (CMA) y macroautofagia, CMA responde a
niveles moderados de estres oxidativo y la macroautofagia se dispara ante situaciones de estres
exacerbado, asi como tambien se encarga de degradar organulos dafiados por unos niveles

elevados de radicales libres (Cuervo and Dice, 2000).

AUTOFAGIA MEDIADA POR CHAPERONAS

Lamp2 es un gen que experimenta ayuste alternativo, resultando en tres diferentes
ARNm que codifican las tres variantes de esta proteina: Lamp-2a, Lamp-2b y Lamp-2c. Aunque
es posible que todas las isoformas compartan funciones comunes, se han demostrado funciones
especificas para cada isoforma. Lamp-2a es la tinica isoforma que se ha mostrado que participa en
la CMA, y es, por tanto, usada como marcador de este proceso catalitico (Cuervo and Dice,
1996). Por ello, para evaluar la actividad de la autofagia mediada por chaperonas, estudiamos la
expresion de Lamp-2a por westernblot. Los resultados mostraron una mayor expresion en estro
respecto al diestro (Figura 28, p<0,001), que implica que este tipo de degradacion lisosomal es

14 . .
mas activa en estro que en diestro.
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Figura 28 Inmunoblot representativo para LAMP2A en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y
diestro. El histograma de LAMP2A cuantifica la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la B-
actina. El histograma muestra las densidades opticas de las bandas de tres experimentos desarrollados

independientemente. Los valores se presentan como media & desviacion tipica. ***: (p< 0,001).
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MACROAUTOFAGIA

Se realizo un pormenorizado estudio de la inducion de la macroautofagia, como tambien
sus marcadores mas importantes, en ambas fases del ciclo estral mediante inmunohistoquimica y
westernblot. Los resultados sugirieron que la autofagia esta estimulada en la fase estro, cuando

los estrogenos estan ejerciendo su maxima actividad y estando, sin embargo, bloqueado por

mTOR en el diestro.
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Figura 29 Inducion de la autofagia por la via de mTOR. El marcaje positivo mediante inmunohitoquimica
para p-mTOR (Ser 2448) en nucleos (flechas) de GH de hamster hembra durante el diestro (A) y marcaje negativo
(flechas) en estro (B) (Barra = 50 pm). C) Inmunoblot representativo para mTOR total y phospho-p70S6K en fase
de estro y diestro. Los histogramas de m-TOR (D) y phospho-p70SK (E) cuantifican la densidad optica de los
inmunosblots normalizados con la B-actin. Los histogramas muestran las densidades opticas de las bandas de tres
experimentos desarrollados independientemente. Los valores se presentan como media £ desviacion tipica. *#%*;

(p< 0,001).
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La diana de la rapamicina en mamiferos, mTOR (mammalian target of rapamycin), es
una proteina quinasa que esta implicada en el control de de un amplio rango de procesos
celulares, incluyendo entre ellos a la autofagia. La activacion de mTOR por su fosforilacion en la
Serina 2448 produce la inhibicion de la autofagia (Chiang and Abraham, 2005). Por el contrario,

la inhibicion de esta fosforilacion induce el proceso.

Para evaluar la presencia de mTOR se realizo un ensayo de westernblot, en el cual se
encontro como mTOR solo se expresaba en la fase de diestro (Figura 29C y 29D). A
continuacion, se evaluo la fosforilacion del mismo mediante inmunohistoquimica. Fue observado
resultado positivo, con ntcleos fuertemente tenidos, en la fase de diestro (Figura 29A). Este
resultado positivo, no solo informo de la actividad del mTOR por estar fosforilado, sino que
también confirmo la misma con su localizacion nuclear. En la fase de estro no fue encontrada
ninguna c¢lula con marcaje positivo (Figura 29B). Este resultado positivo para p-mTOR (Ser
2448) en el diestro y negativo en el estro implicaba que la autofagia estaba inhibida solo en
diestro (Figura 29A y 29B). Para confirmar que mTOR esta activado en diestro, fue estudiada
una de sus proteinas diana p70S6K. Cuando la via de mTOR esta activada, ambas, mTOR y
p70S6K estan fosforiladas, y la autofagia se encuentra, por tanto, inhibida. La fosforilacion en la
treonina 389, que marca la actividad de p70S6K, fue estudiada por westernblot. Los resultados
mostraron una menor expresion del phospho-p70S6K en estro respecto al diestro (Figura 29C y
29E), lo cual concuerda con la activacion de mTOR. Respecto a la presencia de la forma
fosforilada del p70S6K en la fase de estro, pese a que mTOR no se expreso en esta fase, puede
deberse a que diversas proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) pueden tambien
fosforilar a p70S6K directamente (Mukhopadhyay et al., 1992). Sin embargo, MAPK no es
suficiente para provocar la activacion del p70S6K, el cual es un complejo proceso que requiere

multiples estimulos (Pullen and Thomas, 1997), siendo el mTOR esencial para su activacion

(Pullen and Thomas, 1997; Wang et al., 2011).

Para el estudio de la macroautofagia en la gléndula de Harder del hamster Sirio durante

las fases de estro y diestro, se realizaron analisis de western blot para sus principales marcadores

Beclin-1 y LC3, utilizando [3-actina como marcador de carga.
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Beclin-1, es una proteina que interaciona con una fosfatidilinositol 3-quinasa de clase III
cuya proteina homologa en levaduras a Atg6. Beclin-1 juega un importante papel promoviendo
la autofagia (Furuya et al., 2005). El analisis realizado mediante inmunoblot muestra diferencias
significativas entre las fases de estudio (Figura 31). Las glandulas analizadas en la fase de estro
mostraron una mayor expression de esta proteina (p<< 0,001) respecto a las estudiadas en la fase

de diestro, indicando que la estimulacion de la autofagia se produce en la fase de estro (Figura

31).
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Figura 30 Inmunoblot representativo para Beclin-1 en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y
diestro. El histograma de Beclin-1 cuantifica la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la B-
actina. El histograma muestra las densidades opticas de las bandas de tres experimentos desarrollados
independientemente. Los valores se presentan como media & desviacion tipica. ***: (p< 0,001).

La proteina asociada a microtubules de cadena ligera 3 (Microtubule-associated protein
light chain 3 (LC3)) es a la proteina de levaduras Atg8. La modificacion del LC3 es esencial para
que se desarrolle la autofagia, ya que la forma LC3-II esta localizada en preautofagosomoas y
autofagosomas y es considerada marcador de autofagosomas. El analisis por westernblot mostro
dos bandas que corresponden a LC3-1y LC3-II, a 16 y 18 kDa, respectivamente (Figura 31A).
Se observaron valores similares para LC3-I (Figura 31B) en ambas etapas pero fue encontrada
una expresion significativamente mayor de LC3-II en estro respecto al diestro (p<<0,001)
(Figura 31C). Este resultado implica que hay mas autofagosomas (en proceso de fusionarse con

los lisosomas o acumulandose en el citoplasma) en estro que en diestro. El resultado del ratio
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entre LC3-1 y LC3-II fue, consecuentemente, mayor en estro (p<0,010) (Figura 31D),

indicando que los autofagosomas se estan formando principalmente en esta fase.
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Figura 31 Formacion de autofagosomas. A) Inmunoblot representativo para LC3 en las diferentes
fraciones de GH de la fase de estro y diestro. Los histogramas de LC3-I (B) y LC3-II (C) cuantifican la densidad
optica de los inmunosblots normalizados con la B-actina. D) El histograma del ratio de LC3-II/ LC3-I como
marcador de la formacion de autofagosomas. Los histogramas muestran las densidades opticas de las bandas de

tres experimentos desarrollados independientemente. Los valores se presentan como media + desviacion tipica.

% (p< 0,01), ¥**: (p< 0,001).

AUTOFAGIA SELECTIVA

ESTUDIO DEL ESTADO MITOCONDRIAL

La mitocondria es un organulo esencial para la supervivencia celular (Caballero et al.,
2013), debido a que es la encargada de proporcionar la mayor parte de la energia que necesitan
las células. Pero en este proceso, se generan radicales libres que alteran el balance oxidativo
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celular (Leon et al., 2004; Suski et al., 2011). Ademas, la mitocondria desempena un papel muy
importante en el metabolismo lipidico (Schatz, 1995), el cual tiene una importancia
fundamental en la GH. Para caracterizar su estado funcional, fue estudiada la actividad del
enzima citrato sintasa (CS), la generacion de ATP, la superoxido dismutasa 2 (SOD2) y la

expresion de NIX, como marcador de mitofagia.

La citrato sintasa es el primer enzima del ciclo de Krebs, y por tanto se sitia en la matriz
mitocondrial, es por esta localizacion tan especifica, por lo que se usa como indicador de la
poblacion mitocondrial (Garcia-Macia et al., 2011). En base a esta informacion, se ha visto

como el nimero de mitocondrias es mayor en diestro respecto al estro (Figura 32A, p<0,050).

Una vez evaluada la cantidad, evaluar la eficiencia mitocondrial result6 mas que
necesario, para lo cual, se realizo el estudio de los niveles de ATP. Las celulas de la glandula que

./ 4 . . .
mostraron una mayor dotacion energetica fueron aquellas que se estudiaron en diestro, con unos
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Figura 32 Estado mitocondrial. A) Actividad del enzima Citrato Sintasa (CS), B) Niveles de ATP
intracelular, C) Inmunoblot de superoxido dismutasa 2 (SOD2) y D) el histograma de SOD2 que cuantifica la
densidad optica de los inmunosblots normalizados con la B-actina. Los resultados de CS estan expresados en
nmoles/min*mg protein. Los niveles de ATP estan expresado en moles de ATP/g proteina. Los valores se

presentan como media T desviacion tipica. *: (p< 0.050) *¥*; (p< 0.001).
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niveles muy superiores de ATP, a los encontrados en fase de estro (Figura 32B, p<0,001). En la
cadena de transporte de electrones, cuya finalidad es la obtencion final de ATP, se produce una
pequena cantidad de EROs, un coste a pagar por el uso del O, como donador de electrones.
Evolutivamente se genero una respuesta a la generacion de estos radicales libres, por lo que la
mitocondria fue dotada de un sistema antioxidante propio, con lo que, evaluar la estabilidad de
este, nos indica de una forma indirecta, la viabilidad mitocondrial. Por este motivo fue ensayada
la expresion de la SOD2, proteina antioxidante propia de las mitocondrias (Macmillan-Crow
and Cruthirds, 2001). Los resultados no mostraron diferencias en la expresion de SOD2 en las

dos fases de estudio del ciclo estral de nuestras glandulas (Figura 32C).

MITOFAGIA

En los altimos anos se han descrito diferentes procesos en los que la autofagia parece ser
un mecanismo de degradacion selectiva de organulos, en el caso de ser degradadas mitocondrias,
en la mayoria de los casos, dafiadas o envejecidas (Coto-Montes, 2013; Coto-Montes et al.,
2012) , se denomina mitofagia. (Coto-Montes et al., 2012; Kim et al., 2007; Lemasters, 2005).
La proteina mitocondrial NIX ha sido descrita como un receptor de autofagia, que media la
eliminacion de mitocondrias dafiadas. Esto es asi ya que NIX presenta un dominio de interaccion
con LC3, lo que permite el englobamiento de mitocondrias marcadas con NIX en autofagosomas
(Novak et al., 2010). La evaluacion de la expression de NIX, mostro que sus niveles fueron mas
bajos en diestro respecto al estro (Figura 33A, p<0,010). Para corroborar que se estaban
eliminando las mitocondrias mediante un proceso de autofagia, se realizo un estudio de
microscopia electronica, en el cual se busco la presencia de mitocondrias dentro de
autofagosomas, es decir, la presencia de mitofagosomas (Kim et al., 2007). En este analisis,
encontramos una abundante cantidad de mitofagosomas en fase de estro como los que

mostramos en la figura 33B.
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Figura 33 Mitofagia. Inmunoblot representativo para NIX en las diferentes fracciones de GH de la fase de
estro y diestro. El histograma de NIX cuantifica la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la B-
actina. B) Fotografia de microscopia electronica celula glandular de glandula de Harder de hamster Sirio hembra
en fase de estro mostrando un autofagosoma que contiene una mitocondria (mitofagosoma) (cabeza de flecha).
En la esquina superior izquierda se muestra una ampliacion del mitofagosoma. Barra: 1 pym. El histograma
muestra las densidades oOpticas de las bandas de tres experimentos desarrollados independientemente. Los
valores se presentan como media £ desviacion tipica. **: (p< 0,01).

LIPOFAGIA

P62, una proteina de interaccion con LC3, es una proteina clave en la autofagia, para
regular la homeostasis celular, para que los agregados de proteinas sean degradados de forma
especifica (Inami et al., 2011; Lin et al., 2013). Ademas, recientes estudios han descrito a p62
como un regulador clave para procesos de lipolisis (Inami et al., 2011). p62 media entre el UPS
y la autofagia despues del dano proteotoxico (Su and Wang, 2011). Los niveles de p62 fueron
estudiados en la GH durante el ciclo estral. En cuanto a la expresion de la forma proteica de
P62, los niveles encontrados por western blot fueron significativamente altos en estro respecto
al diestro (Figura 34A, p<0,010). Para determinar si se trataba de un proceso activo de sintesis
o un acumulo de proteina se midieron los niveles de ARNm, y se observo como tambien existe

una mayor cantidad de ARN que codifica esta protel'na en estro en comparaci(')n con diestro

(Figura 34B, p<0,010).
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Figura 34 A)lnmunoblot representativo para p62 en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y
diestro. El histograma de p62 cuantifica la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la -actina.
Niveles relativos de ARNm para el p62, normalizado con respecto a los niveles de ARNm del 18s de cada
grupo experimental. El histograma muestra las densidades opticas de las bandas de tres experimentos
desarrollados independientemente, asi como los analisis de los niveles ARNm se han realizado en tres
experimentos independientes. Los valores se presentan como media * desviacion tipica. **: (p<0,010); ***:

(p< 0,001).

Ademas de su implicacion en la degradacion selectiva de proteinas, p62 interactia con
TNF-a y NF-KB a través de varios de sus dominios (Manley et al., 2013). De hecho, ésta puede
ser una de las vias mas importantes para la regulacion de la homeostasis lipidica que tambien
realiza p62 (Lee et al., 2010; Vega-Naredo et al., 2012)). Recientemente, NF-KB fue
relacionado con la lipolisis inducida por el factor alfa de necrosis tumoral (TNF-o) (Tumor
Necrosis Factor-a). La activacion de NF-KB es importante para el mantenimiento de esta
respuesta lipolitica (Laurencikiene et al., 2007), en la cual, la perilipina (PLIN) ejerce un papel
esencial. PLIN es una proteina protectora contra las lipasas que se ubica alrededor de las gotas
lipidicas, por tanto, es la principal reguladora del almacenamiento de lipidos. Cuando la
perilipina desaparece, las lipasas pueden realizar su funcion catalitica (Miyoshi et al., 2006;
Moore et al., 2005). Nuestros resultados mostraron un descenso significativo en la expresion de

perilipina en estro (Figura 35A, p<0,050); asi mismo, se observo una activacion del NF-KB en
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esta fase. Por tanto, parece que la via lipolitica se encuentra desbloqueada en esta fase del ciclo

estral.

En consecuencia, siguiendo esta linea argumental, este detrimento de la expresion de la

PLIN observada permitiria la actividad de las lipasas. Para concluir si se esta produciendo un
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Figura 35 Lipofagia A) y B) Inmunoblot representativo para perilipina (PLIN) y la lipasa
lisosomal acida (LAL) en las diferentes fraciones de GH de la fase de estro y diestro. Los
histogramas de PLIN y LAL cuantifican la densidad optica de los inmunosblots normalizados con la
B-actina. C) Fotografia de microscopia electronica celula glandular de glandula de Harder de
hamster Sirio hembra en fase de estro mostrando un autofagosomas que contienen unas gotas
lipidicas (cabeza de flecha). Barra: 1 um. El histograma muestra las densidades opticas de las
bandas de tres experimentos desarrollados independientemente. Los valores se presentan como
media T desviacion tipica. *: (p< 0,050).
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proceso clasico de lipolisis, se ha de evaluar la expresion de la lipasa acida lisosomal (LAL). Esta
lipasa se ha relacionado con la degradacion de los esteres de colesterol y los trigliceridos
(Anderson et al., 1999). Los resultados mostraron un patron opuesto para LAL respecto a
PLIN, por lo que, con una mayor expresion de LAL en estro (Figura 35B, p<<0,050). Estos

resultados en conjunto muestran una activacion de los procesos lipoh’ticos en estro.

Curiosamente, estudios recientes sugieren una estrecha relacion entre la actividad del
LAL y el reciéen descrito proceso de autofagia selectiva de lipidos, la lipofagia (Pearson et al.,
2014; Skop et al., 2012). Este proceso describe como la maquinaria de la autofagia es la que
moviliza fragmentos de las gotas lipidicas al lisosoma, para su degradacion posterior por las
lipasas. Los resultados de los marcadores de la autofagia obtenidos mostraron una activacion de
este en estro, al tiempo que una mayor lipolisis. Esto sugiere que puede estar produciendose
este proceso descrito recientemente, la lipofagia, en la GH de las hembras en la fase del ciclo
estral. Para confirmar si este proceso se esta llevando a cabo es de vital relevancia el analisis de
microscopia electronica para estudiar el contenido de los autofagosomas. En este estudio se
observo numerosos autofagosomas que contenian fragmentos de gotas lipidicas, mas numerosos

en estro (figura 35C).
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Discusion

Estudios previos han mostrado como la glandula de Harder (GH) esta regulada por
cambios en las hormonas sexuales asi como control pineal (Hoffman et al., 1985). Esta
modulacion se produce ya que la GH expresa receptores para androgenos, estrogenos y
melatonina en animales de ambos sexos (Coto-Montes et al., 1996; Tomas-Zapico et al., 2005a;
Vilchis and Perez-Palacios, 1989). La respuesta de la GH a cambios en las hormonas sexuales es
rapida y total, cambios en el fotoperiodo y la castracion en machos adultos resulta en la
feminizacion de la estructura glandular, implicando un rapido incremento de la produccion de
porfirinas y una reduccion de celulas de tipo I (Coto-Montes et al., 1994; Payne et al., 1977).
La administracion de testosterona a hamster hembras (Marrufo et al., 1989) conduce a la
masculinizacion de la glandula, incluiyendo cambios en la produccion de porfirinas y un
incremento en las celulas de tipo II. Estos cambios en la produccion de porfirinas implican
importantes variaciones en el balance redox de la glandula, ya que, cuando la glandula es muy
activa, como en el caso de las hembras, el estrés oxidativo es exacerbado. Nuestro grupo ha
demostrado como los procesos lisosomal-autofagicos ayudan a contrarrestar el estrés oxidativo
en las glandulas de ambos sexos (Tomas-Zapico et al., 2005b). Se ha mostrado como la autofagia
en la GH de machos promueve la supervivencia celular, con un estrés oxidativo moderado,
mientras que en hembras, con estrés oxidativo exacerbado, la autofagia culmina en muerte
celular por desprendimiento (Vega-Naredo et al., 2009). Aunque estas diferencias en la
evolucion de la autofagia sugieren que las hormonas sexuales estan relacionadas en la regulacion
de este proceso en la GH de ambos sexos, los datos que apoyan esta relacion no son definitivos.
Sin embargo, en el presente trabajo se muestra como la autofagia fluctua a lo largo del ciclo
estral, no solo como una consecuencia de las variaciones del estado redox, sino también como

un mecanismo activo que controla la actividad de la GH.
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BALANCE REDOX EN EL CICLO ESTRAL

La produccion de especies reactivas de oxigeno es mas que inevitable en el metabolismo
mitocondrial, este hecho ha producido que evolutivamente se desarrollen mecanismo de
respuesta y eliminacion de estas especies dafiinas. No obstante, las respuesta evolutiva no se
caracteriza por ser un proceso unidireccional un incremento en los radicales libres ha servido
como sefalizacion para diferentes respuestas fisiologicas. Como ejemplo, tradicionalmente se ha
descrito a la ovulacion. La ovulacion es el principal evento en el ciclo reproductor de las
hembras de todas las especies animales, marca su capacidad fértil. Durante este evento, se
produce una respuesta muy similar a una respuesta inflamatoria (Miyazaki et al., 1991), en los
organos reproductores se dispara la senalizacion de diferentes vias pro-inflamatorias. En base a
esto, el hecho de observar un elevado estres oxidativo en la fase de estro en la GH, etapa en la
que produce la ovulacion, con un mayor dafio proteico, debido en parte a una reducida
capacidad antioxidante, parece adquirir sentido fisiologico. Asi mismo, este desequilibrio redox
fomenta la activacion de la via del NF-kB, que incrementa la transcripcion de abundantes

factores pro—inﬂamatorios.

Previamente se ha descrito como la GH desarrolla autofagia como mecanismo de
supevivencia al estres oxidativo (Tomas-Zapico et al., 2005b). Asi mismo, la respuesta generada
a este ambiente hostil, no solo se produce a nivel transcripcional, se observa una robusta
activacion de la maquinaria autofagica, tanto a nivel de la macroautofagia como de la autofagia
mediada por chaperonas (CMA). La CMA esta asociada a niveles moderados de estrés oxidativo
(Kiffin et al., 2006), es un mecanismo selectivo que degrada proteinas oxidadas. Este proceso ya
ha sido descrito en la GH (Vega-Naredo et al., 2009), no obstante, la variacion observada
durante el ciclo estral potencia la capacidad de este organo para adaptarse a los cambios que
origina el estres oxidativo. No solo estos mecanismos proteoliticos se ven incrementados, la
respuesta del sistema ubiquitin-proteosoma (UPS), también se ve incrementada en esta situacion

de elevado estres. El UPS interviene en el control de calidad celular, ya que degrada proteinas
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danadas que pueden formar agregados (Nandi et al., 2006). Con lo que el incremento en este

proceso contribuye a eliminar las proteinas dafadas, de las que tenemos excedente.

La plasticidad que muestra la GH frente a los cambios en las hormonas sexuales ha sido
demostrado en trababajos anteriores, que realizaban una manipulacion del contenido de las
mismas (Coto-Montes et al., 1994; Rodriguez-Colunga et al., 1993). Durante el ciclo estral se
producen cambios drasticos en los niveles hormonales, la ovulacion se produce como respuesta
al pico de secrecion de estrogenos. Nuestros resultado muestran como el estimulo que produce
el estradiol es capaz de estimular una robusta respuesta proteolitica en la glandula de Harder.
Esto sugiere que la funcion de este 6rgano, no es tan simple como la de lubricar la superficie

ocular, sino que parece adquirir una funcionalidad en el sistema reproductor.

No podemos olvidar el papel hormonal de la melatonina, descrito previamente. En
trabajos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion se ha sugerido que la administracion
cronica de la melatonina induce cambios en la actividad de la GH y su morfologia, mostrando
ademas cambios en la fisiologia reproductora del hamster ( estado gondadal ) (Rodriguez-
Colunga et al., 1992; Vega-Naredo et al., 2012). Se observo como el tratamiento de melatonina
puede modificar el nimero de células de tipo II (Rodriguez-Colunga et al., 1991). Sin embargo,
las hembras que han sufrido una ovariectomia a largo plazo, no muestran este cambio en celulas
de tipo II (Rodriguez-Colunga et al., 1991), sugiriendo una interaccion de la melatonina con
otras hormonas que modulan estos cambios morforlogicos. Curiosamente, se han descrito
efectos anti-estrogenicos de la melatonina (Rato et al., 1999). Se han propuesto efectos anti-
estrogénicos de la melatonina a nivel celular en lineas celulares de cancer de mama (Cos et al.,
1991; Hill and Blask, 1988). Estudios recientes han mostrado como este efecto se debe
principalmente a la inducion del receptor de membrana de melatonina MT, (Girgert et al.,
2009). Mientras, que la participacion de los receptores nucleares estan atn sin aclarar (Girgert

etal., 2009).

La tasa de secrecion de melatonina varia de forma sincronizada con el ciclo estral (Ozaki
et al., 1978). Esta indolamina pineal tiene su pico de secrecion de mayor tamafio cuando la

secrecion de estrogenos es menor, en la fase de diestro (Ozaki et al., 1978; Soares et al., 2003).
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En concordancia a esto, los receptores de melatonina, tanto MT,; y RORa, estan expresados
fuertemente en esta fase. En el diestro se muestra, en contraposicion, una intensa actividad
antioxidante que consigue disminuir el dano de proteinas y reduce la activacion de la via del NF-
KB Por tanto, la melatonina, via sus receptores, reduce los mediadores pro-inflamatorios y alivia
los elevados niveles de estres oxidativo. Se ha descrito como la melatonina tiene la capacidad de
actuar sobre determinados organulos como las mitocondrias, incrementando su poblacion
(Garcia-Macia et al., 2011) y su eficiencia (Leon et al., 2004), puesto que incrementa la eficacia
de la cadena de transporte de electrones, incrementando asi la produccion de ATP (Leon et al.,
2004). Este efecto se observa en los resultados obtenidos en el estudio del estado mitocondrial a
lo largo del ciclo, con lo que parece indicar que la melatonina no so6lo alivia los elevados niveles
de estres oxidativo, sino que contribuye a que no se produzcan mas EROs, mejorando la salud

mitocondrial.

Por tanto, despucs de la intensa actividad promovida por los altos niveles de estrogenos
en la fase de estro, la melatonina parece ser la responsable de que en la fase de diestro sea una
fase de recuperacion en la glandula de Harder. Ademas, de estos efectos de reparacion, llevados
a cabo a través de sus propios receptores, la melatonina parece estar estimulando la actividad de
otras vias de respuesta antioxidante. Trabajos previos han corroborado que el tratamiento con
melatonina induce la activacion de Nrf2 y fomentando su translocacion nuclear y su subsiguiente
union a las regiones de respuesta antioxidante (ARE) (Aparicio-Soto et al., 2014; Jung et al.,
2009). En la fase de diestro, se observa una elevada expresion de Nrf2, que corrobora su
activacion. Por tanto, el efecto antioxidante de la melatonina parece ser potenciado por la
activacion de la activacion de Nrf2 en esta fase, asociado al minimo nivel de estrogenos. Resulta
llamativo, como recientes estudios han mostrado que la melatonina es capaz de activar la
sefializacion Nrf2 y simultaneamente bloquear la via del NF-KB bajo condiciones de estres
oxidativo (Negi et al., 2011). Como se ha descrito previamente, en adiccion a los elevados
niveles de los receptores de melatonina, fueron encontrados elevados niveles de Nrf2 y un

detrimento de NF-kB en la gléndula de Harder de los hamster hembra en la fase de diestro. La
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melatonina, esta ejerciendo una labor de recuperacion de la homeostasis celular a varios niveles

en esta fase del ciclo estral.

ESTRGGENOS MELATONINA

Fase pro-inflamatoria: Fase de recuperacion:
1 Dafio de proteinas | Dafio de proteinas
J Actividad Antioxidante Total 1 Actividad Antioxidante Total
Activacion de la via del NF-kB Activacién de la via del Nrf2
11 Actividad proteolitica J  Actividad proteolitica
Dafo mitocondrial Mitocondrias sana

Estos resultados plantean que el ciclo estral se compone de dos fases muy diferenciadas
en cuanto al balance redox. La fase de estro, en la que los elevados niveles de estrogenos,
necesarios para la ovulacion, se correlacionan con el elevado estrés oxidativo y produce una
respuesta tanto a nivel transcripcional, via NF-kB, como proteolitica. Mientras que en el
diestro, los elevados niveles de melatonina producen una recuperacion del balance redox,
incluyendo una mejora en el metabolismo mitocondrial, a traves de sus propios receptores y de

la induccion de la actividad de Nrf2.
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VARIACION DE LOS PROCESOS AUTOFAGICOS EN EL
CICLO ESTRAL

La principal estrategia de supervivencia de la glandula de Harder frente al estrés oxidativo
es la autofagia, principalmente la macroautofagia (Tomas-Zapico et al., 2005b). Ademas se ha
descrito como este mecanismo concierne una diferente repuesta celular, supervivencia o
muerte, en funcion del nivel de estrés oxidativo, en machos cuando el estrés oxidativo es
moderado genera una respuesta de supervivencia, mientras que en hembras en las que el estres
oxidativo es exacerbado, la respuesta celular conlleva un muerte celular (Vega-Naredo et al.,
2009). Por tanto, la autofagia en la GH es un proceso dinamico, sujeto a cambios hormonales

que se correlacionan directamente con el estado redox de la gléndula.

Durante el ciclo estral se ha descrito, como estos cambios hormonales generan
desequilibrios en el balance oxidativo, que disparan el estimulo de la actividad autofagica. Los
resultados han mostrado como la activacion de mTOR puede actuar como un interruptor de la
autofagia durante el ciclo estral, activando o bloqueando la autofagia y controlando la secrecion
de porfirinas en la fase de estro. Ademas, todas las proteinas autofagicas analizadas en este
estudio correlacionan inversamente con la expression de la forma fosforilada de mTOR y pS6K:
Beclin-1 y LC3, marcadores de la macroautofagia, y Lamp-2a, un marcador de la autofagia
mediada por chaperonas, fueron incrementados en estro respecto de la fase de diestro. Por
tanto, los procesos lisosomal-autofagicos parecen oscilar dependiendo de los niveles de

estrégenos.

Estos datos correlacionan perfectamente con los resultados previos que muestran que el
estro es el periodo de maxima produccion de copro- y proto-portfirinas ( que son, con mucho los
principales tipos de porfirinas) en la glandula. En contraposicion, durante el diestro, las
concentraciones de  coproporfirinas, protoporfirinas y  porfirinas  totales  fueron
significativamente disminuidas (Payne et al., 1979). Parece que el sistema proteolitico y la
produccion de porfirinas estan sincronizadas por un proposito comun. ;Cual es el papel de esos

importantes cambios en la gléndula durante este corto periodo de tiempo? Estos cambios
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parecen estar relacionados con la funcion de la glandula. Mientras la funcion de la glandula de
Harder es atin desconocida, hay numerosas teorias al respecto. Las caracteristicas de esta
glandula, incluyendo su marcado dimorfismo sexual en cuanto a su histologia, la produccion de
porfirinas y el estres oxidativo (Coto-Montes et al., 2001a), parece demasiado complejo para
una glandula cuya tUnica funcion es lubricar el ojo. La glandula de Harder parece jugar un papel

importante como fuente de sefiales olorosas (Payne et al., 1979).

Resultados de finales de los 1970s apoyan esta hipotesis junto con los resultados aqui
expuestos. Machos, experimentados y no, se sienten mas atraidos por las secreciones de las
glandulas de Hamster de las hembras, con abundante concentracion en porfirinas, que de las
secrecciones de los machos (Payne et al., 1979). Estos resultados sugieren que las porfirinas
pueden actuar como feromonas y aportan la base para transmitir informacion sobre el estado
reproductor de las hamster hembra. Previos resultados de nuestro laboratorio muestran que en
la GH de las hembras, una autofagia masiva provoca una secrecion holocrina con la liberacion de
acreciones porfirinicas al lumen acinar (Vega-Naredo et al., 2009). Los resultados actuales
muestran una significativa reducion de la liberacion de celulas a la luz glandular durante la fase
de estro y un acumulo de estas durante el diestro, cuando la autofagia y todos los procesos
proteoliticos fueron reducidos. Ademas, una reducion del mTOR total ocurre a la misma vez
que la activacion de la autofagia en la fase de estro. Con lo que parece que las células que estén
desarrollando procesos de autofagia masiva en estro, se desprenden y su acimulo se produce en
el diestro, fomentando este proceso por la inhibicion de la via del NF-kB. Ya que se ha descrito

como un bloqueo de esta via en la GH fomenta el desprendimiento celular (Vega-Naredo et al.,

2009).

Previos estudios han mostrado como la maxima producion de porfirinas en la glandula de
Harder coincide con el periodo receptivo para la glandula de Harder (Payne et al., 1979). Esto
demuestra que la GH del hamster hembra tiene la habilidad de actuar como un organo que
produce senales olorosas, liberando porfirinas que funcionan como feromonas para sefalizar que
la hembra es receptiva. Los datos del presente estudio correlacionan la producion de las

porfirinas con las fluctuaciones en autofagia y los niveles de estrogenos a traves del ciclo estral.
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De forma especifica, la producion de porfirinas esta bloqueada en diestro pero activa en estro,
cuand los niveles de macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas y la actividad del
proteosoma son mas elevados. Estos incrementos deben inducir los cambios morfologicos

observados en la glandula puesto que los estrogenos son activadores autofagicos (Sobolewska et

al., 2009).

En base a estos descubrimientos, el papel de los estrogenos en la autofagia que tiene lugar
en la GH y, por tanto, en la liberacion de las porfirinas via autofagia, pueden tener un interes
clinco. La relacion entre las crisis de porfiria y las hormonas sexuales han sido recientemente
esblecidas (Farfaras et al., 2010), y los estudios clinicos han mostrado que la produccion de
hormonas aumenta durante el embarazo y la ovulacion (Lyberatos et al., 1972).
Consecuentemente, la superproducion de porfirinas, como tiene lugar en la Porfiria
Intermitente Aguda (AIP), es exarcerbada durante el embarazo y puede inducer ataques agudos
y se considera motivo de muerte fetal, especialmente durante el primer trimestre (Farfaras et
al., 2010). Los resultados han mostrado como la autofagia puede presentar una base fisiologica
para los cambios ciclicos en el contenido de porfirinas. Ademas, el bloqueo causado por la
activacion de mTOR puede regular la produccion ciclica de porfirinas. Estos son los primeros
datos que muestran la relacion entre la autofagia y la porfiria regulada por hormonas sexuales,
estos datos sugieren un enfoque prometodor para el tratamiento de la AIP durante el embarazo,
que actualmente carece de opciones de tratamiento. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para el entender de una manera mas profunda, por tanto, la evolucion de la autofagia en la GH
durante el embarazo de los hamsters. Tales estudios pueden aportar nuevos enfoques para tratar

la porfiria.

Los resultados obtenidos nos muestran como la autofagia parece modular la secrecion de
porfirinas. Al tratarse de una activacion tan robusta, ya que los marcadores de la autofagia
muestran una gran expresion, no carece de sentido pensar que este proceso este mediando
diferentes respuestas, dependiendo del tipo celular e incluso dentro de la misma célula. Datos
previos de nuestro laboratorio (Vega-Naredo et al., 2012; Vega-Naredo et al., 2009) sugieren

que los tipos celulares I y II, las celulas clasicas de la GH con caracteristicas especificas de sexo
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en cuanto a sus caracteristicas morfologicas, son simplemente estados de tnico tipo celular. Los
resultados presentados en este estudio, corroboran esta hipotesis. El incremento de las células
de Tipo II durante el estro cuando la autofagia se veé incrementada y casi desaparecen cuando la
autofagia esta bloqueada. Los estudios previos mostraron que las c¢lulas de tipo II tiene un papel
esencial en la autofagia masiva provocando la secrecion holocrina (Vega-Naredo et al., 2009),
mientras Fung y colaboradores (Fung et al., 2008) mostraron que el desprendimiento celular es
inducido por la autofagia. Por tanto, en la fase de estro, el incremento de los procesos
autofagicos promueve secrecion holocrina en las celulas de tipo II, las cuales apenas desaparecen
del lumen acinar en la fase de diestro. De hecho, los resultados muestran que el tejido glandular

esta desapareciendo mientras los depositos de porfirinas permanecen en el lumen acinar.

En este proceso de autofagia masiva, que desembocaria en la muerte celular por
desprendimiento, que parece que estan desarrollando las celulas de tipo I, se esperaria un
fenotipo de muerte celular. Este fenotipo se caracteriza por un colapso en el trafico de la
procatepsina D, desde la red trans Golgi hasta los endosomas tardios y lisosomas, que se refleja
en una acumulacion de procatepsina D, sin expresarse la forma madura. Sin embargo, la
expresion de catepsina D madura en diestro, implica que el colapso en este trafico celular, no es
un proceso extensivo a toda la poblacion celular, sino mas bien minoritario, sélo en un pequeno
porcentaje de celulas. Para corroborarlo se han estudiado otros marcadores que se hayan
relacionado con la muerte celular por autofagia masiva. Se ha descrito como la proteina p62 es
un marcador especifico de proteinas y organulos a degradar mediante autofagia. Asi mismo, esta
proteina p62 se une de forma no covalente a ubiquitina, preferentemente a cadenas de
poliubiquitina a traves de su dominio de union a ubiquitina (Ubiquitin Binding Domain, UBA)
(Bjorkoy et al., 2005), reclutando a los agregados proteicos u otros organulos deteriorados al
autofagosoma a traves de p62 (Novak et al., 2010). Al estar p62 unida a los agregados proteicos
u organulos a degradar, ella misma es evidentemente, degradada en el autolisosoma, por lo que
p62 es un buen indicador del flujo autofagico y, por consiguiente, la acumulacion de p62
sugeriria un bloqueo del proceso (Mizushima and Yoshimori, 2007). Este bloqueo seria

caracteristico de este fenotipo de muerte celular. Se ha descrito como en estos casos en los que
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se produce la desregulacion de la autofagia, el acimulo de p62 conlleva un incremento de la
expresion de Nrf2, en una forma no clasica de activacion de la via del Nrf2 (Lau et al., 2010). El
patron de la expresion de estos dos marcadores en la GH durante el ciclo estral es opuesto,
cuando uno esta muy expresado el otro no lo esta y viceversa. Esto parece indicar que la elevada
expresion de p62 nos informa del estado que caracteriza a este pequefio porcentaje de células
que se estan desprendiendo, en pos de la secrecion holocrina necesaria para la funcion
reproductora. Ademas, debido a que la expresion de Nrf2 no es elevada, p62 ha de estar

involucrado en otras funciones.

p62, juega un papel importante en la eliminacion selectiva de organulos dafiados o
disfuncionales incluidos la mitocondria (Ding et al., 2010; Lemasters, 2005; Novak et al., 2010)
y los peroxisomas (Kim et al., 2008). Recientemente, ha sido descrita que la localizacion
mitocondrial de p62 puede ejercer una importante influencia en la morfologia y dinamica
mitocondrial, incluido el potencial de membrana mitocondrial (Seibenhener et al., 2013). Por
tanto, la proteina p62 esta asociada a la integridad mitocondrial y su degradacion (Boldrini et al.,
2004; Ding et al., 2010). En cuanto a la eliminacion de mitocondrias, la proteina NIX, que esta
localizada en la membrana externa mitocondrial has sido definida como el receptor mitocondrial
para la mitofagia (Novak et al., 2010; Sandoval et al., 2008). Los presentes resultados muestran
una mayor expression de NIX en la fase de estro respecto al diestro. Ademas, fue observada la
presencia de mitofagosomas (Figura 35B) (mitocondrias localizadas dentro de un autofagosoma
para su degradacion por autofagia selectiva), principalmente en fase de estro. Estos datos
sugieren la activacion de procesos mitofagicos en la glandula de las hembras durante esta fase. Es
interesante destacar como la depolarizacion mitocondrial y la subsecuente generacion de EROs
han sido previamente unido a la habilida de NIX de activar directamente a la autofagia via

inhibicion de mTOR (Ding et al., 2010).

Adicionalmente, p62 tiene dos dominios, uno TB y un anillo de zinc ZZ, que estan
estrechamente relacionados con la activacion de NF-kB (Manley et al., 2013). El factor de
transcricion NF-KB es un factor pro-inflamatorio que se activa de forma habitual por estres

oxidativo (Jung et al., 2009). En particular, el dominio de dedo de zinc ZZ del p62 es el
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responsable de la union con la proteina de interacion receptor (receptor interacting protein)
(RIP), que es una serina/treonina quinasa que regula al activacion de NF-KB mediante TNF-a
(Manley et al., 2013). El domino TB también conduce a la activacion de la via de NF-KB,
mediante su interacion con TRAF-6 (Manley et al., 2013). p62 tambicn regula la activacion de
NF-KB a traves de su dominio PB1, este dominio interactua con la quinasa regulada por sehales
extracelulares (extracellular signal-regulated kinase) (ERK), que juega un papel crucial en la
homeostasis de lipidos (Lee et al., 2010). Curiosamente, la GH muestra una activacion conjunta
de p62 y NF-KB, principalmente durante la fase de estro. Los elevados niveles de estres
oxidativo descritos parecen inducir la activacion de NF-kB, pudiendo ademas, favorecer el perfil
pro-inflamatorio de la GH en la fase de estro. Recientemente, ha sido descrito que las citoquinas
inflamatorias como TNF-a pueden ser relacionadas con la activacion de los procesos lipoliticos
(Laurencikiene et al., 2007; Ryden et al., 2004). Tanto en roedores como en c¢lulas humanas,
TNF-a promueve la fosforilacion (Zhang et al., 2002) y la inhibicion de la perilipina (PLIN)
(Ryden et al., 2004; Souza et al., 1998), lo que favorece la activacion de los procesos lipoliticos
por las lipasa sensible a hormonas (HSL) (Londos et al., 1999; Miyoshi et al., 2006; Moore et
al., 2005). La actividad lipolitica de TNF-0 requiere la activacion de NF-kB (Laurencikiene et
al., 2007). Curiosamente, la GH en estro muestra una expression menor de PLIN. Este
resultado, junto con la activacion de NF- KB, parece indicar la activacion de los procesos
lipoliticos en la fase de estro. El estudio de la lipasa lisosomal acida (LAL), cuya actividad
lipolitica se produce en el lisosoma, mostro una mayor cantidad de la misma en las GH
estudiadas en la fase de estro. Esta mayor expresion en estro, contribuye a ratificar el estimulo
de la lipolisis en esta fase. La autofagia y los procesos lipoliticos, que han sido descritos en la
glandula de las hembras en fase de estro, pueden asociarse con la degradacion de las grandes
gotas lipidicas de las cé¢lulas de tipo II, caracteristicas en esta fase. Estudios recientes consideran
a las gotas lipidicas como organulos dinamicos (Singh and Cuervo, 2012). Es aqui donde aparece
la evidencia de que el Sistema autofagico contribuye directamente a la mobilizacion de los
lipidos, de las gotas lipidicas a los lisosomas, como un proceso selectivo realmente conocido

como lipofagia (Singh and Cuervo, 2012). Existen actualmente un creciente namero de
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evidencias que relacionan la actividad de la lipasa lisosomal acida (LAL), con los procesos de
lipofagia, siendo este enzima el encargado de la degradacion de los lipidos en los lisosomas. Por
tanto, una mayor actividad de la LAL, implicaria la existencia de la lipofagia en la fase de estro
(Lettieri Barbato et al., 2013; Pearson et al., 2014; Skop et al., 2012). Por tanto, los datos aqui
expuestos parecen ser capaces de relacionar las actividades lipoliticas y proteoliticas con los
cambios celulares usualmente observados en la GH durante el ciclo estral, que hasta ahora eran
inexplicables. Por consiguiente, este proceso degradativo puede contribuir a la desaparicion de

las células de Tipo Il que de hecho observamos en la fase de diestro.
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Por tanto, se ha descrito como la autofagia, en concreto la macroautofagia, tiene un papel
primordial en la actividad de la glandula, siendo clave en su funcion secretora. Este proceso
participa en la secrecion de porfirinas, que actuan de reclamo sexual en la fase receptiva del
ciclo estral, y de lipidos mediante la ya descrita secrecion holocrina (Vega-Naredo et al., 2009).
A su vez, implica la degradacion selectiva de organulos dafados en este periodo en el que impera
un ambiente tremendamente oxidante, como también forma parte de la generacion energetica

mediante la degradaci(')n de fragmentos de las grandes gotas lipl'dicas de las células de tipo II.
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En resumen, la glandula de Harder en el ciclo estral se caracteriza por importantes

diferenciados que coinciden con las fases mas importantes: el estro y el diestro.

variaciones en los niveles de estrogenos y estés oxidativo, esto promueve dos estados bien

El estro es la fase en la que se produce la ovulacion, el periodo fertil, la gandula de

lipofagia.

Harder parece ser responsable de determinadas funciones en esta etapa. Responde al aumento
de estrogenos y el subsiguiente estrés oxidativo con la activacion de las vias proteoliticas,
principalmente la autofagia. Procesos de autofagia masiva contribuyen a la secrecion, tanto de
lipidos como de porfirinas. Asi como la autofagia selectiva comporta los aspectos mas relevantes
en cuanto a la supervivencia celular, ya que degrada proteinas dafiadas, mediante CMA y el UPS,

como organulos, mediante la mitofagia; y contribuye al mantenimiento energéetico mediante la
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En el diestro se incrementan los niveles circulantes de melatonina activando todo un
mecanismo de respuesta antioxidante y se produce una etapa de recuperacion del balance

oxidativo, el metabolismo mitocondrial y por tanto, la homeostasis celular.
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Alterations in the sexual hormonal levels along the estrous cycle trigger important

Changes in the Harderian gland inducing:

- Higher oxidative stress in estrus than diestrus phase.
- A pro—inﬂammatory situation in estrus and anti—inﬂammatory in diestrus.
- An autophagy increase in estrus phase, in all the autophagy types, if it is compared

with the diestrus phase.

Take account this information we can conclude that the Harderian gland could have an
important role in the reproductive physiology, probably related with the pheromone secretions
in the fertile phase, with a high production and delivery of porphyrins in the estrus phase and a

retrieval phase in the diestrus.
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Abstract The Syrian hamster Harderian gland (HG) is an
organ that undergoes physiological autophagy in response
to oxidative stress induced by porphyrin production. Por-
phyrin production in the HG has marked sex differences
and is closely linked to reproductive function. In the pre-
sent study, we observed that the estrous cycle and associ-
ated estrogen variations may affect oxidative-stress-induced
proteolytic processes. In particular, significant changes in
autophagic activity were detected during the estrous cycle.
Notably, increased activation of macroautophagy as well
as chaperone-mediated autophagy in the estrus phase coin-
cided with a minimal antioxidant capability and the highest
protein damage levels. By contrast, autophagic machinery
was found to be blocked in the diestrus phase, likely due to
mammalian target of rapamycin activation, which could be
corroborated by the subsequent pS6K activation. Analogous
results were observed regarding proteasome activity, which
also showed maximal activity in the estrus phase. Interest-
ingly, all these mechanisms were associated with important
morphological changes in the HG during the estrous cycle.
We observed statistically significant increases in Type II
cells, which may be related to extensive autophagy in the
estrus phase. Physiologically, this would result in a sig-
nificant release of porphyrins specifically when females are
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more receptive. These data support the role of porphyrins
as pheromones, as other authors have previously suggested,
thus making the HG a scent organ. In addition, these results
suggest a porphyrin-based approach to the treatment of
porphyria during pregnancy, a condition for which no treat-
ment is currently known.

Keywords Autophagy - Estrous cycle -
Sexual hormones - Proteolysis - Porphyria

Abbreviations
AIP Acute intermittent porphyria
DNP Dinitrophenylhydrazine

HG Harderian gland

HPF High-power fields

mTOR Mammalian target of rapamycin
pS6K p70 S6 kinase

phospho-pS6K  Phospho-p70 S6 kinase (Thr389)
ROS Reactive oxygen species

TAA Total antioxidant activity
Introduction

Autophagy is a regulated process for degrading cellu-
lar components and is well conserved in eukaryotic cells.
Although this process has traditionally been linked to the
cellular energy balance, recent studies have begun to clar-
ify its importance in other cellular functions such as organ
remodelling. A role for autophagy in adapting to or even
regulating secretory activity in response to fluctuations in
steroid secretion was proposed almost twenty years ago
(Yi and Tang 1995). Recent studies support the idea that
autophagy can be regulated by sex hormones in androgen-
dependent organs (Coto-Montes et al. 2009). However, the
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contribution of autophagy to cellular renovation may be
dependent on not only sex hormone levels but also other
factors, such as induced oxidative stress or cellular dam-
age. However, the contribution of these determinants,
together or separately, toward autophagic initiation remains
unknown.

The Syrian hamster Harderian gland (HG) is an organ
that undergoes physiological autophagy (Vega-Naredo and
Coto-Montes 2009) and is a source of pheromones (Payne
et al. 1977). These pheromones, as Thiessen and Rice have
suggested, mainly consist of porphyrins (Thiessen and Rice
1976). The HG exhibits marked sex differences in cell type
and porphyrin production. The glands of females consist of
a single secretory cell type (female Type I) and large intra-
luminal deposits of porphyrins, whereas male hamsters
have two secretory cell types (Types I and II) and produce
much lower concentrations of porphyrin. However, in both
male and female HGs, the porphyrin production is higher
than in the liver (Coto-Montes et al. 2001b). This produc-
tion of porphyrins, as Thiessen and Rice have shown, is
closely linked to reproductive function (Thiessen and Rice
1976). In the female hamster, the gland weight, the num-
ber of solid intraluminal porphyrin accretions, and the con-
centrations of copro- and protoporphyrin are all maximal
on day 1 of the cycle (estrus, when peak estrogen secre-
tion occurs) and decrease gradually thereafter (Payne et al.
1979).

Because of the localization of the HG within the bony
orbit, the porphyrins are exposed to light and thus pro-
duce reactive oxygen species (ROS) by photo-oxidation
(Tomas-Zapico et al. 2002). The concentration of porphy-
rins therefore determines the level of physiological oxida-
tive stress in this gland: mild oxidative stress occurs in the
male HG and extreme oxidative stress occurs in the female
gland (Tomas-Zapico et al. 2005b). Damage caused by
the porphyrin-induced ROS forces the gland to develop
autophagic processes to remodel the system and allow
cells to maintain vital functions and adapt to environmental
stress (Vega-Naredo and Coto-Montes 2009). The physi-
ological autophagic-lysosomal pathway found in the Syrian
hamster displays unique features depending on sex; male
HGs develop survival autophagy, whereas female HGs
exhibit detachment-derived cell death.

Porphyrin production in the Harderian gland appears
to be regulated by sex. The study of porphyrin produc-
tion in the Harderian gland of the Syrian hamster could
provide promising approaches to treat porphyria (Coto-
Montes et al. 2001a), particularly because sex hormones
play an important role in the clinical expression of sev-
eral porphyrias (Goldberg 1959). Some forms of this dis-
ease, which are characterized by increased excretion of
porphyrin precursors, are more common in women than
in men and are exacerbated during menses and pregnancy
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(McColl et al. 1982; Menendez-Pelaez et al. 1992). Acute
intermittent porphyria (AIP) is inherited in an autosomal-
dominant fashion, though only 10-15 % of gene carri-
ers have the clinical syndrome. The prevalence of AIP
in Europe is 1/20,000 (Farfaras et al. 2010). Pregnancy
represents an essential risk factor in patients suffering
from AIP, and pregnancy in women with AIP is associ-
ated with higher rates of spontaneous abortion, hyperten-
sion, low birth weight infants and considerable mortality
(2-42 %) (Farfaras et al. 2010). Despite intense research
on porphyria during the last several decades, little clinical
improvement has been achieved because the physiologi-
cal basis for the gestational change in porphyrin content is
not yet known.

The cellular mechanisms involved in the control and
production of porphyrins in the Harderian gland could be
similar to those in other tissues in which porphyrin accu-
mulation triggers porphyria attacks.

The purpose of this work was to study the Harderian
gland during the estrous cycle and to explore the effects of
estrogen variation on the proteolytic processes that counter-
act porphyrin deposits in this gland. The potential applica-
tion of these findings to the study of AIP during pregnancy
is also discussed.

Materials and methods
Animals

Eight eight-week-old female Syrian hamsters (Mesocrice-
tus auratus) (Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona, Spain)
were housed two per cage under long light periods with a
14/10 light/dark cycle (lights on daily from 0700 to 2100)
at 22 £+ 2 °C. Animals received tap water and a standard
pellet diet ad libitum.

The Oviedo University Local Animal Care and Use
Committee approved the experimental protocol. All experi-
ments were carried out according to the Spanish Govern-
ment Guide and the European Community Guide for Ani-
mal Care (Directive 2010/63/UE).

Females were monitored daily by vaginal smears to
determine their reproductive phase (proestrus, estrus,
metestrus, or diestrus) according to the method of Orsini
(1961), for three consecutive cycles. To study opposite
phases, we collected female hamsters during estrous and
diestrus phases, which present the highest difference in
plasmatic estrogen concentration during the estrous cycle.

After confirmation of the estrous or diestrus phase, ham-
sters were killed at these points of the estrous cycle, and
the Harderian glands were immediately removed, frozen in
liquid nitrogen, and stored at —80 °C until the experiments
were performed.
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If not indicated otherwise, HGs (0.1 g) were homoge-
nized with a Polytron homogenizer at 4° C in 1 ml of lysis
buffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl). The tissue
homogenates were then centrifuged for 6 min at 3,000 rpm
at 4° C. The supernatants were collected and centrifuged
again under the same conditions. We carried out experi-
ments both with protease inhibitors (1 mM Na,;VO,, 1 pg/
ml aprotinin) and without inhibitors and found the results
to be comparable.

The protein concentration of the supernatants was meas-
ured by the Bradford method (Bradford 1976).

Total antioxidant activity (TAA)

TAA was determined using the ABTS/H,0,/HRP method
modified for tissue samples (Arnao et al. 2001; Garcia-
Macia et al. 2011). The results are expressed as equivalents
of mg Trolox/mg protein.

Protein oxidative damage

Protein carbonyl concentrations were determined by an
ELISA involving reaction of the protein with dinitrophe-
nylhydrazine (DNP) and detection with an anti-DNP anti-
body (Buss et al. 1997). Data are presented as nmol protein
carbonyl/mg protein.

Morphological and immunohistochemistry studies

Harderian glands were fixed for 15 min in 4 % paraform-
aldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4), postfixed in
the same buffer for at least two days, and washed in TBS
buffer. The samples were embedded in paraffin by stand-
ard methods, and morphological analysis was performed
using eosin-hematoxylin staining and immunohistochemi-
cal studies.

The morphological parameters studied were number of
Type 11 cells per mm?, the number of cells detached into the
lumen per mm?, and porphyrin area/HG total area in mm?>.
In each HG, four different sections (300 wm apart) were
collected, and in each section, two random high-power
fields (HPF) were analyzed using a NIKON Eclipse E200
microscope (Nikon Corp., Tokyo, Japan) (the size of the
HPF for this microscope is 0.196 mm?). For the study of
the porphyrin area (porphyrin area/HG total), the total HG
area and the porphyrin area were measured in each section
using the Confocal Uniovi Image J (National Institutes of
Health (NIH), Maryland, USA).

For the immunohistochemical procedures, the sec-
tions were rinsed three times for 10 min in 0.01 M PBS
with 0.1 % Triton X-100 and 0.25 % bovine serum albu-
min (PBS-TB) and blocked in 30 % serum in PBS-TB for
30 min. This procedure was followed by incubation with

antibody against p-mTOR (FRAP) (Ser 2448) (sc-101738,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) for 24 h at
4 °C in a humidified chamber. After being washed with
PBS-TB, the sections were incubated with a horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody and then per-
oxidase anti-peroxidase complexes (Sigma, St. Quentin
Fallavier, France) for 1 h at room temperature. Finally,
the sections were washed and developed with 0.05 %
3,3’-diaminobenzidine/HC1 with 0.005 % H,0, in Tris/
HCI. The stained sections were studied under a light micro-
scope (CAST2; Olympus Espafa, Barcelona, Spain). The
images were imported and incorporated into electronic fig-
ures using MS PowerPoint 2010.

Immunoblotting of autophagic markers

In all, 100 pg of protein was separated by 12 % SDS-PAGE
at 100 V and transferred to PVDF membranes at 350 mA.
The membranes were blocked for 1 h at room tempera-
ture in 5 % skim milk in PBS containing 0.05 % Tween-20
(PBS-T) and probed for 1 h at room temperature with anti-
bodies against Beclin-1 (sc-10086) and mTOR (sc-8319)
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA),
phospho-p70 S6 kinase (Thr389) (phospho-pS6K) (#9206)
from Cell Signaling (Boston, MA, USA), Lamp-2a (Cat.
No. Ab18528, Abcam plc, Cambridge, UK), LC3 (PD014;
MBL, Naka-ku Nagoya, Japan), and actin (sc-1615; Santa
Cruz Biotechnology), all previously diluted 1:1,000 in
blocking buffer, except for Lamp-2a, which was diluted
1:500. After being washed in PBS-T, the membranes were
then incubated with the corresponding horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary antibody (Santa Cruz Biotech-
nology, Inc.) for 1 h at room temperature. Development
was carried out using the Western Blotting Luminol Rea-
gent (sc-2048; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) according
to the manufacturer’s protocol. The results were calculated
from at least three separate experiments for each antibody
and were normalized to B-actin. The levels of protein band
intensities in the different fractions were quantitatively ana-
lyzed using Quantity One v. 5.5.1. (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, CA).

Proteasome activity assay

Proteasome activity was assessed in homogenized tis-
sue using a 20S proteasome activity assay kit (Chemicon,
Chemicon International, Inc, Temecula, CA, USA). The
assay is based on the detection of the fluorophore 7-amino-
4-methylcoumarin (AMC) after its cleavage from the
labeled substrate LLVY-AMC by chymotrypsin-like activ-
ity of the proteasome. Free AMC is detected by fluorimetric
quantification (380/460 nm). Data are presented as arbitrary
fluorescence units/mg protein.
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Statistical analysis

Data are presented as the mean values = SD calculated
from at least three separate experiments, each performed
in triplicate. The normality of the data was analyzed by
the Kolmogorov—Smirnov test. Statistical comparisons
between the two groups, estrous and diestrous, were made
by Student’s ¢ test with normal data. The accepted level of
significance was p < 0.05.

Results

The Harderian gland has been studied under several con-
ditions. However, cellular alterations during the estrous
cycle, particularly changes in the HG when females are
receptive, have yet to be elucidated. Estrogen varia-
tions have previously been shown to be related to oxida-
tive modifications (Navarro et al. 2005), and autophagy
is modulated by oxidative stress (Tomas-Zapico et al.
2005b). On the basis of these findings, we characterized
the oxidative state and both types of autophagy (macro-
autophagy and chaperone-mediated autophagy) in female
HGs from the two main phases of the estrous cycle: the
estrous and diestrus phases. We studied possible mor-
phological alterations because previous studies from our
laboratory have shown a high level of plasticity of this
gland and a rapid morphological response to a variety of
stimuli (Rodriguez-Colunga et al. 1991, Rodriguez-Col-
unga et al. 1993).

Oxidative state

The HG of the Syrian hamster has a high level of porphy-
rins, much higher than other porphyrinogenic tissues. The
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Fig. 1 Imbalance in the redox state during the estrous cycle. a Com-
parison of total antioxidant activity (TAA). b Protein oxidative dam-
age (PD). Regarding the redox status, the TAA results are expressed
as equivalents of mg Trolox/mg protein. The PD results are expressed
as nmol protein carbonyl/mg protein. Data are expressed as the

@ Springer

HG, with its orbital location, is accessible to light and thus
to the toxic effects produced by the porphyrins accumu-
lated in it (Coto-Montes et al. 2001b). Therefore, it has
been described as an excellent model of physiological oxi-
dative stress.

Total antioxidant activity (TAA)

The TAA is frequently considered a useful indicator of a
system’s ability to regulate ROS-induced damage (Gar-
cia-Macia et al. 2011). The TAA was significantly lower
in estrus phase than in diestrus phase glands (p < 0.001)
(Fig. 1a).

Protein oxidative damage

The protein damage was expressed in terms of the pro-
tein carbonyl content (Fig. 1b). More protein damage was
observed in the estrus phase than in the diestrus phase
(p < 0.05).

Characterization of autophagy

We studied the main autophagic induction pathway, as well
as autophagic markers, in both stages of the estrous cycle
by immunohistochemistry and immunoblotting. Our results
suggest that autophagy is upregulated in the estrus phase,
when the expression of estrogens is highest, and is blocked
by mTOR in the diestrus phase.

Mammalian target of rapamycin (mTOR) is a protein
kinase that is involved in the control of a diverse range of
cellular processes, including autophagy. The activation of
mTOR by phosphorylation at Ser 2448 inhibits autophagy
(Chiang and Abraham 2005). In turn, the inhibition of this
pathway induces autophagy.

Protein oxidative damage
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mean £ SD and are calculated from at least three separate experi-
ments, with each experiment performed in triplicate. For morphologi-
cal studies and images, we obtained sections of the Harderian gland
from female during the estrous and diestrus phases. *(p < 0.05),
**(p <0.01)
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A Western blot of total mTOR was developed to assess
its presence during the estrous cycle. In this assay, we
found that mTOR was only expressed in the diestrus phase
(Fig. 2c, d). Next, phosphorylation of mTOR was evaluated
by immunohistochemistry. We observed specific nuclear
staining in all cells of the gland in the diestrus phase, which
is a positive result, whereas it was not present in the HGs
from the estrus phase. These positive results for p-mTOR
(Ser 2448) in the diestrus phase and negative results in
the estrus phase imply that autophagy is inhibited only in
the diestrus phase (Fig. 2a, b). To confirm that mTOR is
activated in the diestrus phase, we studied pS6K, which is
the target of activated mTOR. When this mTOR pathway
is activated, both mTOR and pS6K are phosphorylated,
and autophagic processes are inhibited. The phosphoryla-
tion of pS6K (Thr 389) was studied by Western blot, and
the results showed a lower expression of phospho-pS6K
in estrous than diestrus phase (Fig. 2c, e), consistent with
mTOR activation. With regard to the presence of phospho-
rylated pS6K in the estrus phase, despite mTOR having
no expression in that phase, it has been demonstrated that
MAPK can also directly phosphorylate pS6K (Mukhopad-
hyay et al. 1992). However, MAPK is not sufficient to elicit

©)

mTOR

50.0 pm
Phospho-pS6K

Fig.2 mTOR signaling pathway activated in diestrus. Immuno-
histochemical staining for p-mTOR (Ser 2448) in nuclei (arrow) of
female Harderian glands during the diestrus phase (a) and negative
staining (arrow) during the estrus phase (b) (Bar 50 pm). ¢ Total
mTOR and phospho-pS6K protein band intensities in the estrous and
diestrous fractions. The bar graphs of mTOR (d) and phospho-pS6K

pS6K activation. pS6K activation is a complex process
requiring multiple signaling inputs (Pullen and Thomas
1997), and mTOR is essential for this activation (Pullen
and Thomas 1997; Wang et al. 2011).

Extensive and non-selective macroautophagy

To study the macroautophagy processes in the female Syr-
ian hamster Harderian gland during estrous and diestrus
phases, we performed Western blot analysis using antibod-
ies against Beclin-1 and LC3 and normalized the results to
B-actin.

Beclin-1, a class III phosphatidylinositol 3-kinase-
interacting protein homologous to yeast Atg6, plays a role
in promoting autophagy (Furuya et al. 2005). The sequen-
tial immunoblot analysis showed significant differences
in protein expression between the two analyzed phases of
the estrous cycle (Fig. 3a). The estrus phase HGs showed a
higher expression level (p < 0.001) than the diestrus phase
glands, indicating that autophagy is most likely upregulated
in the estrus phase (Fig. 3b).

Microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) is an
autophagosomal ortholog of yeast Atg8. LC3 modification is

Cl

mTOR
2.5

2.0
1.5 1
1.0 1

0.5

H 211 kDa
.q 70 kDa

0.D. arbitrary units

0.0

Oestrous Dioestrous

ACHN g 43 kDa
Oestrous Dioestrous

) Phospho-pS6K

1.0-
0.8 -
0.6 -

0.4

0.2 1

0.D. arbitrary units

0.0

Dioestrous

T
Oestrous

(e) quantify the optical densities of the Western blot bands normal-
ized to P-actin. Typical experiments are shown. Similar results were
obtained from three separate experiments. Data are expressed as the
mean = SD and are calculated from at least three separate experi-
ments. ***(p < 0.001)
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Fig. 3 Higher expression of (A)
autophagic markers in the estrus
phase. Beclin-1 and LC3 protein
band intensities in the Harderian
gland fractions from the estrous
and diestrus phases (a). The bar
graphs of Beclin-1 (b), LC3-1
(c), and LC3-II (d) quantify the
optical densities of the Western
blot bands normalized to B-actin
and the LC3-II/LC3-I ratio as a
marker of autophagic flux (e).
Similar results were obtained
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essential for the autophagic process, as the protein LC3-II is
localized to preautophagosomes and autophagosomes and is
considered an autophagosomal marker. Western blot analysis
showed two bands corresponding to LC3-I and LC3-II, at 18
and 16 kDa, respectively (Fig. 3a). We observed similar val-
ues for LC3-I (Fig. 3c) in both stages but found significantly
higher LC3-II expression in estrus than in diestrus (p < 0.001)
(Fig. 3d). This result implies that there are more autophago-
somes (in the process of joining lysosomes or accumulating
in cytoplasm) in estrus than in diestrus. The resulting ratio
between LC3-1 and LC3-II was higher in estrus than in dies-
trus (p < 0.01) (Fig. 3e), indicating that autophagosomes are
primarily newly formed in the estrus phase.

Selective autophagy via chaperone-mediated autophagy
(CMA) in Syrian hamster HG

Lamp?2 is a single gene that undergoes alternative splicing,

resulting in three different mRNA species that encode the
Lamp-2a, Lamp-2b, and Lamp-2c variants of this protein.

@ Springer
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Although it is possible that all the isoforms share com-
mon functions, isoform-specific functions have also been
described. Lamp-2a is the only isoform shown to participate
in CMA and is therefore used as a marker of CMA activ-
ity (Cuervo and Dice 1996). To evaluate CMA activity, we
studied Lamp-2a expression by Western blotting. The results
showed significantly greater expression in estrus than in dies-
trus (p < 0.001) (Fig. 4), which implies that this type of lyso-
somal degradation is more active in estrus than in diestrus.

Morphological studies

The female Syrian hamster HG, which accumulates intra-
luminal porphyrins, frequently undergoes changes that cul-
minate in cell-detachment-derived cell death, which leads
to massive glandular secretion (Vega-Naredo et al. 2009).
This process plays a major role in the secretory activity of
the gland.

Massive autophagy, observed in estrus, induces a sub-
sequent decrease in glandular area. We studied glandular
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Fig. 4 Elevated CMA activity in the estrus phase. Lamp-2a protein
band intensities in the Harderian gland fractions from the estrous and
diestrus phases. The bar graph quantifies the optical densities of the
Western blot bands normalized to f-actin. Typical experiments are
shown. Similar results were obtained from three separate experi-
ments. Data are expressed as the mean + SD and are calculated from
at least three separate experiments ***(p < 0.001)

area/HPF to evaluate possible alterations in glandular area
during the estrous cycle. Our studies showed a significant
decrease (p < 0.01) in glandular area in the estrus phase
vs. the diestrous phase, most likely due to the extensive
autophagy occurring in this phase (Fig. 5d).

An increase in estrogen hormone during estrus caused a
significant increase in Type II cells compared to the num-
ber in diestrus. The percentage of Type II cells per total
cells was 1.2 and 0.4 % in estrus and diestrus, respectively
(Fig. 5a). The Type II cells observed in estrus (Fig. 5e)
shared the main morphological features with Type II cells
from male hamsters but displayed peculiarities such as
larger lipid droplets than those found in Type II cells from
the male HG (Fig. 5g).

However, while autophagy and Type II cells increase in
estrus, holocrine secretion displayed a significant reduction in
estrus, as measured by the number of detached cells per mm?
(p <0.001) (Fig. 5c). Measurement of the porphyrin area with
respect to the total glandular area showed that porphyrins
occupied a statistically higher area in the estrus phase than the
diestrous phase (p < 0.01) (Fig. 5b). Likewise, optical micro-
scopic study of Harderian gland sections revealed that in the
female Harderian gland during estrus, the intraluminal areas
were usually wider and without cellular debris compared with
the intraluminal areas in diestrus (Fig. Se, f).

Proteasome activity
The proteasome is now known to degrade the majority of

intracellular proteins, including both short- and long-lived
proteins. It has been shown that the Ub/20S proteasome

system is responsible for protein degradation. When we
measured the 20S proteasome activity, the results showed a
higher activity in estrus than in diestrus (p < 0.01) (Fig. 6).

Discussion

Several studies have demonstrated that the Harderian
gland is under gonadal and pineal regulation (Hoffman
et al. 1985) and expresses androgen, estrogen, and mela-
tonin receptors in animals of both sexes (Vilchis and Perez-
Palacios 1989; Coto-Montes et al. 1996; Tomas-Zapico
et al. 2005a). The HG response to sex hormone alterations
is fast and complete: both photoperiodic changes and cas-
tration of adult males result in feminization of the gland
structure, implying a rapid increase in Harderian gland por-
phyrin production and a reduction in Type II cells (Payne
et al. 1977; Coto-Montes et al. 1994). Testosterone admin-
istration to female (Marrufo et al. 1989) hamsters leads to
masculinization of the gland, including changes in porphy-
rin production and an increase in Type II cells. As noted
in the introduction, changes in porphyrin production induce
important variations in the glandular redox balance, and
when porphyrin levels are very high, as in female Harderian
glands, oxidative stress is exacerbated. Recently, our group
has demonstrated that the autophagic-lysosomal processes
help counteract the glandular oxidative stress in glands
from both sexes (Tomas-Zapico et al. 2005b). Thus, we
have shown that male HGs developed survival autophagy,
while in female HGs, autophagy culminated in detachment-
derived cell death (Vega-Naredo et al. 2009). Although
these observed differences in autophagy evolution suggest
that sex hormones are involved in autophagy regulation in
the Harderian gland of both sexes, the data supporting this
involvement are not definitive. However, the present study
shows that the autophagic process fluctuates throughout the
estrous cycle, not only as a consequence of prevailing oxi-
dative stress in the Harderian gland but also as an active
mechanism controlling HG activity.

Our results have shown that activated mTOR could act
as an autophagic switch during the estrous cycle, activat-
ing or blocking autophagy and controlling the production
of secreted porphyrin during the estrus phase, which is the
phase of highest estrogen production. Furthermore, all the
autophagic enzymes analyzed in this study were inversely
correlated with mTOR and pS6K phosphorylation expres-
sion: Beclin-1 and LC3, markers of macroautophagy, and
Lamp-2a, a marker of chaperone-mediated autophagy, were
increased in the estrus phase compared with the diestrous.
Therefore, autophagic-lysosomal processes oscillate during
the estrous cycle depending on estrogen levels.

Our results have demonstrated that autophagy and the
ubiquitin-proteasome system, the main cellular proteolytic
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systems, are regulated by the estrogen levels, showing
higher activity when the plasma estrogen concentration is
increased, as in the estrus phase.
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These data correlate perfectly with previous results
that showed that estrus is the period of highest production
of copro- and protoporphyrins (which is by far the most
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«Fig. 5 Morphological changes during the estrous cycle. a Percent-
age of Type II cells in the secretory acini, b area occupied by por-
phyrins/total glandular area, ¢ detached cells/mm?, and d glandular
area/HPFs (high-power fields) in female hamster Harderian glands
from the estrous and diestrus phases. e Paraffin section of the female
HG in the estrus phase. Two morphological features are noticeable:
larger than normal lipid droplets in special Type 1I cells (arrow) and
a clear acinar lumen (asterisk). f Paraffin section of the female HG in
the diestrus phase; note the holocrine secretion in the acinar lumen
(asterisk). g Paraffin section of the male HG with typical Type II
cells (arrow) and Type I cells (arrowhead). Bar 50 pm. **(p < 0.01)
**%(p < 0.001)

prevalent types of porphyrin) in the gland. However, during
diestrus, the concentrations of coproporphyrins, protopor-
phyrins, and total porphyrins were significantly decreased
(Payne et al. 1979). It appears that the proteolytic sys-
tems and porphyrin production are synchronized during
the estrous cycle for a common purpose. What is the role
of these important biochemical changes in the HG during
this short temporal period? These changes are most likely
related to Harderian gland function. While the function
of the Harderian gland is still unknown, there have been
numerous theories on this subject. The characteristics of
this gland, including its pronounced sexual dimorphism in
histology, porphyrin production, and oxidative stress (Coto-
Montes et al. 2001a), seem too complex for a gland whose
only role is to lubricate the eye. The Harderian gland likely
also plays a role as a source of olfactory cues (Payne et al.
1979).

Results from the late 1970s support this hypothesis and
our results. Both sexually experienced and inexperienced
males were more attracted to fresh smears of the female
Harderian gland than to smears of the male HG (Payne
et al. 1979). These results suggest that porphyrins may
act as pheromones and provide the basis for transmitting
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Fig. 6 Higher proteasome activity in the estrus phase. Proteasome
activity from tissue extracts of estrous and diestrus phase Harderian
glands. The results are expressed in equivalents of UAF/mg protein.
Data are expressed as the mean =+ SD and are calculated from at least
three separate experiments, with each experiment performed in tripli-
cate **(p < 0.01)

information about the reproductive status of the female
hamster. Previous results from our laboratory showed that
in the female HG, massive autophagy provoked a holocrine
secretion with the release of porphyrin accretions into the
acinar lumen (Vega-Naredo et al. 2009). Our current results
show a significant reduction during the estrus phase in the
release of cells into the glandular lumen and an accumula-
tion of these cells during diestrous, when autophagy and all
proteolytic processes were reduced. Moreover, a reduction
in total mTOR occurs at the same time as the activation of
autophagy in the estrus phase. This increase in autophagy
has a rapid morphological effect in the gland. Massive pro-
teolytic activity induces a clearance of the Harderian gland,
resulting in a wide and clean glandular lumen.

Previous data from our laboratory (Vega-Naredo et al.
2009; Vega-Naredo et al. 2012) led us to suggest that Type
I and Type 1I cells, the classical HG cells with special sex-
specific morphological characteristics, are simply different
states of one type of cell. The results of the present study
corroborate this hypothesis. Type II cells increase signifi-
cantly during the estrus phase when autophagy is increased
and almost disappear during the diestrus phase when
autophagy is blocked. Our previous studies showed that
Type II cells have an essential role in massive autophagy
and in provoking holocrine secretion (Vega-Naredo et al.
2009), while Fung and coworkers (Fung et al. 2008)
showed that cellular detachment is induced by autophagy.
Hence, in the estrus phase, the increased autophagic pro-
cesses promote holocrine secretion in the Type II cells,
which have almost disappeared from the acinar lumen in
the diestrus phase. In fact, our results show that glandu-
lar tissue is disappearing while porphyrin deposits remain
present in the acinar lumen. Several studies, mostly from
our group, have demonstrated significant plasticity in the
Harderian gland, displaying its ability to change the rela-
tive number of Type II cells and porphyrin concentrations
after castration (Antolin et al. 1996) or treatment with sex
hormones (Rodriguez-Colunga et al. 1993; Vilchis et al.
2006), melatonin (Coto-Montes et al. 1994), triiodothy-
ronine (Hoffman et al. 1985), human chorionic gonado-
tropin, or progesterone (Menendez-Pelaez et al. 1992).
Previous data indicate that there is a strong negative corre-
lation between the porphyrin concentration and the relative
number of Type II cells, but the reason for this correlation
remained unknown. On the basis of data from the present
study, we conclude that autophagy could be the mecha-
nism that accounts for the biochemical and morphological
changes in the Harderian gland. This process, in turn, can
be regulated by sex hormones and other hormones through
oxidative stress.

Previous studies have shown maximal porphyrin produc-
tion in the HG during the receptive period of the female
hamster (Payne et al. 1979). This demonstrates that the
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Harderian gland from the female hamster has the ability
to act as a scent organ, releasing porphyrins that function
like pheromones to signal that the female is receptive. Our
data from the present study correlate porphyrin produc-
tion with the fluctuations in autophagy and the estrogen
level throughout the estrous cycle. Specifically, porphy-
rin production is blocked in diestrus but is activated in
estrus, when there are high levels of macroautophagy,
chaperone-mediated autophagy, and proteasome activity.
These increases should induce the morphological changes
observed in the gland because estrogens and indolamines
are autophagic activators.

In the light of our findings, the role of estrogens in HG
autophagy and, thereby, in porphyrin release via autophagy
could be of clinical interest. The relationship between por-
phyria crises and sex hormones have recently been estab-
lished (Farfaras et al. 2010), and clinical studies have
shown that porphyrin production in normal women rises
during pregnancy (Lyberatos et al. 1972). Consequently,
porphyrin overproduction, such as in AIP, is exacerbated
during pregnancy and could induce acute attacks and con-
siderable fetal mortality, especially during the first tri-
mester (Farfaras et al. 2010). Our results have shown that
autophagy could present a physiological basis for the cyclic
changes in porphyrin content. Furthermore, autophagy
blockage caused by the activation of mTOR could regu-
late the cyclic production of porphyrin. Because this is the
first article that shows the relationship between autophagy
and porphyria regulated by sex hormones, and these data
suggest a promising approach for the treatment of AIP dur-
ing pregnancy, which currently lacks treatment options.
However, further studies are needed to better understand,
for instance, the evolution of autophagy in the HG during
pregnancy in the hamster. Such studies could provide new
approaches to treat porphyria.
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ABSTRACT

The Syrian hamster Harderian gland (HG) exhibits important changes during the
estrous cycle. The estrus phase showed the highest porphyrin production and subsequent high
oxidative stress, as well as the highest proteolytic activity, mediated by both the ubiquitin-
proteasome system and autophagy. This phase also shows morphological changes such as a
significant increase in Type II cells over the diestrus phase. The aim of this study was to
identify the main processes behind these differences and their modulator. In the present study,
we observed that the estrus phase was characterized by NF-«kB activation, along with an
increase in p62 expression, which, in turn, was associated with mitochondrial degradation via
mitophagy. NF-kB activation also appears to lead to lipolytic processes, including a reduction
in perilipin expression. Diestrus phase, as a retrieval stage, showed a restoration of
mitochondrial homeostasis, activation of Nfr2, a transcription factor that stimulates the
transcription of antioxidant enzymes, and, consequently, a reduction in oxidative stress.
Regarding these variations in redox-sensitive transcription factors, oxidative stress seems to
be the key point in the processes that occur during the estrous cycle. Therefore, melatonin, as
the main natural antioxidant molecule and a regulator of circadian and stational rhythms,
could be behind these processes, mainly via its membranal and nuclear receptors. Indeed,
results showed that melatonin is able to significantly modulate these mechanisms because
both receptors showed increased expression in the diestrus phase, leading to decreases in pro-
inflammatory mediators and enhanced Nrf2 expression. Consequently, autophagy was

blocked, and porphyrin release was reduced.
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1. INTRODUCTION

The Syrian hamster Harderian gland (HG) is a tubule-alveolar orbital gland that
secretes lipids favoring lubrication of the cornea (Sakai, 1981). However, other potential
functions including the production of pheromones (Payne et al., 1979), functions related to the
pineal-gonadal axis (Hoffman et al., 1985), and synthesis of indolamines (Menendez-Pelaez et
al., 1993) have been studied in this gland. HG exhibits marked sexual differences in relation
to cell type and porphyrin production. In particular, the concentration of porphyrins is the
determining factor that induces two levels of physiological oxidative stress in this gland: mild
oxidative stress in the male HG, and extremely elevated oxidative stress in the female gland
(Coto-Montes et al., 2001a; Coto-Montes et al., 2001b). Regarding cell type, female glands
possesses a single secretory cell type (Type I cells), which is characterized by small lipid
droplets, while the male HG contains two secretory cell types, Type I cells (similar but not
identical to those of females) and Type II cells, which are filled with large lipid vacuoles and
have a swollen appearance.

In previous studies, we have demonstrated alterations of female gland activity during
the estrous cycle (Garcia-Macia et al., 2013). Interestingly, the estrus phase presents the
highest porphyrin—production activity, which has been associated with a prominent oxidative
damage to proteins, together with a lower total antioxidant activity, compared to that found in
the diestrus phase (Garcia-Macia et al., 2013). Consistently, morphological changes were also
observed throughout the estrous cycle, with Type II cells increased during the estrus phase
(Garcia-Macia et al., 2013). Notably, proteolytic activity, such as that of the ubiquitin-
proteasome system as well as autophagic machinery, is significantly elevated in the estrus
phase (Garcia-Macia et al., 2013). We assumed that the increased autophagy is not merely a

consequence of the prevailing oxidative stress of female glands but should also be considered
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an active physiological mechanism (Tomas-Zapico et al., 2005b; Vega-Naredo et al., 2009).
Thus, autophagic activity would promote the release of porphyrins, which can act as
pheromones during the estrus phase, making the HG act as a scent organ (Garcia-Macia et al.,
2013). By contrast, the diestrus phase shows a lower porphyrins production causing reduced
oxidative stress levels, a decrease in proteolytic activities and a blockage of autophagy due to
activation of the mammalian target of rapamycin (mTOR) (Garcia-Macia et al., 2013).
Morphological changes associated with the diestrus phase were also observed, including
decreased numbers of Type II cells and higher holocrine secretion (Coto-Montes et al., 2013;
Garcia-Macia et al., 2013; Vega-Naredo et al., 2009). Thus, a retrieval phase appears to be
necessary after the intense activity of the estrus phase.

Large lipid droplets, described as the main characteristic of Type II cells, cannot be
inactive cytoplasmic compartments. Along the estrous cycle, oscillations between fatty acid
synthesis and lipolysis have been described in fat cells, functioning in cell energy generation
or in the maintenance of lipid homeostasis (Hansen et al., 1980). Interestingly, lipolytic
enzymes in tears, and consequently lipolytic processes, can contribute to appropriate or
inappropriate inflammatory responses (Remington and Nelson, 2002). Secretion of tear lipids
from the HG may also have a reproductive role (Garcia-Macia et al., 2013; Payne et al.,
1979). Furthermore, a new type of autophagy related to lipid degradation has been recently
described, called lipophagy (Singh and Cuervo, 2012). Lysosomal lipolytic activities have
been described in several organs (Debeer et al., 1979). However, an objection against this
process has often been proposed, which is that the lipolytic enzymes and lipid droplets have
different intracellular localizations (Skop et al., 2012). Singh's group has recently revealed
evidence supporting a model in which the mobilization of lipid droplets to lysosomes is
mediated by the autophagy machinery (Singh et al., 2009). Although lipophagy was first

discovered in liver, it has also been observed in several cell types, where it acts as an energy
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source with the peculiar capability to provide large amounts of free fatty acids (FFAs) in a
short time (Singh and Cuervo, 2012). Lysosomal acid lipase (LAL) has been implicated in the
turnover of endogenous lipid stores via lipophagy (Pearson et al., 2014), which makes it an
essential lipophagy marker. However, the presence of lipophagy in HG is still unconfirmed,
even though lipid droplets are indispensable components of glandular cells.

The pineal melatonin is the endogenous synchronizer of the circadian rhythms in
organisms, mainly of those related to the control of seasonal reproductive phenomena (Reiter,
1980). Likewise, melatonin and its metabolites are well-known antioxidants (Negi et al.,
2011). Notably, melatonin is able to maintain mitochondrial homeostasis (Coto-Montes et al.,
2012). Melatonin also increases the activity of the mitochondrial respiratory complexes I and
IV, which result in increased ATP production (Martin et al., 2000). Furthermore, melatonin’s
beneficial effects are linked to increased activity of mitochondrial antioxidant enzymes
(Garcia-Macia et al., 2011). Previous studies showed that melatonin secretion varies with the
phase of the estrous cycle (Ozaki et al., 1978) because it is diminished by gonadal steroid
hormones (Rato et al., 1999). Moreover, in previous studies developed by our group,
coexpression of membranal (MT;) and nuclear (RORa) melatonin receptors has been
described in the HG (Tomas-Zapico et al., 2005a).

Based on those findings and considering the observed oscillations in autophagy
activity as well as Type II cell abundance along the estrous cycle (Garcia-Macia et al., 2013),
the aim of this study was to assess the existence of lipophagy in HG and the implications of
this process throughout the estrous cycle, as well as how melatonin, as a modulator of
stational rhythm, could be the essential key to these variations in processes developing during

the estrous cycle.

2. MATERIALS AND METHODS
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2.1 Animals

Eight-week-old female Syrian hamsters (Mesocricetus auratus) (Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona, Spain) were housed 2 per cage under long days with a 14:10 light:dark
cycle (lights on daily from 07:00 to 21:00) at 22 + 2°C (n=8 per experimental condition).
Animals received water and a standard pellet diet ad libitum. The Oviedo University Local
Animal Care and Use Committee approved the experimental protocols. All experiments were
carried out according to the Spanish Government Guide and the European Community Guide
for Animal Care (Council Directive 86/609/EEC). Female hamsters were monitored daily by
vaginal smears to determine their reproductive phase (proestrus, estrus, metestrus, diestrus)
according to the method of Orsini (Orsini, 1961), during 3 consecutive cycles. For studying
opposite phases, we collected female hamsters during the estrus and diestrus phases because
these phases present the highest plasmatic differences in estrogen concentration during the
estrous cycle (Lisk, 1985). After determination of the specific estrus phase, hamsters were
sacrificed, and the Harderian glands were immediately removed, frozen in liquid nitrogen, and
stored at -80°C until performing of the experiments.

HGs (0.1 g) were homogenized using a Polytron homogenizer at 4°C in 1 ml of lysis
buffer (50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl at pH 7.4). The tissue homogenates were then
centrifuged for 6 min at 3000 rpm at 4°C. The supernatants were collected and centrifuged
again under the same conditions. The protein concentration of the supernatants was measured

by the method of Bradford (Bradford, 1976).

2.2 Immunoblotting

Protein samples (100 pg) were prepared in western-blotting sample buffer (65.8 mM
Tris-HCI, pH 6.8, 2.1% SDS, 26.3% (w/v) glycerol, 0.01% Bromophenol Blue). The 12%

SDS-polyacrylamide gels were run and analyzed as previously described (Garcia-Macia et al.,
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2011; Vega-Naredo et al., 2012; Vega-Naredo et al., 2005). Primary antibodies applied were
as follows: nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), superoxide dismutase 2 (SOD2),
perilipin (PLIN), retinoid-related orphan receptor alpha (RORa) and melatonin receptor 1A
(MT)) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), nuclear factor kappa-B p65
subunit (NF-kB p65) and nuclear factor kappa-B p65 subunit phosphorylated at Serine 536
(Phospho-NF-kB p65 [Ser536]) and sequestosome-1 (SQSTM1/p62) from Cell Signaling
Technology (Boston, MA, USA), Lysosomal acid lipase (LAL) antibody from Abcam
(Cambridge, UK) and Bcl2/Adenovirus EIB 19 kDa and protein-interacting protein 3-like
(BNIP3L/NIX) from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Primary antibodies were mostly
diluted 1:1000 in blocking buffer, except for Phospho-NF-kB p65 (Ser536), which was
diluted 1:500, and Nrf2, which was diluted 1:250. Goat anti-human B-actin antibody (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) diluted at 1:1000 was always assayed as a loading reference. After
washing in TBS-T (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4 and 0.05% Tween-20), the
membranes were then incubated with the corresponding horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluted 1:2500. Binding of antibodies to
their antigens was detected using the Western Blotting Luminol Reagent (sc-2048; Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) according to the manufacturer’s protocol. The results were calculated
from at least three separate experiments for each antibody and were normalized to actin. Band
intensity was quantified using the Quantity One 1D analysis software v. 5.5.1. (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA).

2.3 Morphological studies.
For ultrastructural studies, HGs were treated as previously described (Coto-Montes et
al., 1994; Tomas-Zapico et al., 2002a). HGs were lightly fixed by immersion in a solution

containing 1.5% glutaraldehyde and 2.5% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH
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7.4). Fixation was continued overnight at 4°C using fresh fixing solutions. Tissues were then
postfixed in 1% Osmium (OsO4) for 2 hours. After dehydration in a graded acetone series,
the tissue fragments were embedded in the epoxy resin TAAB 812, and 1 pm semithin
sections were stained with toluidine blue. Ultrathin sections were collected on copper grids,
stained with uranyl acetate-lead citrate, and examined using a Zeiss EM-109 transmission

electron microscope (Zeiss, Oberkochen Germany) operating at 80 kV.

2.4 Mitochondrial functionality

As an indicator of the mitochondrial population, citrate synthase (CS) activity was
determined spectrophotometrically at 412 nm and 30°C, as previously described (Garcia-
Macia et al., 2011).

The intracellular ATP content in the HGs was measured with an Adenosine-5'-
triphosphate bioluminescent assay kit (FL-AA, Sigma Aldrich Inc.). Bioluminescent
luciferase-luciferin reactions provide the basis of simple, rapid, and highly sensitive assays for
ATP (Taylor et al., 1998). Samples (100 pL) of tissue homogenates diluted 1:100 were mixed
with 100 pL of ATP assay mix dilution buffer FL-AAB (pH 7.8). Light production was then
immediately measured by luminescence using a Luminometer Turner Designs TD-20/20

(Turner BioSystems Inc., Sunnyvale, CA, USA) (Yen et al., 2007).

3. RESULTS

3.1 Cellular response to oxidative stress

Nrf2 is an essential transcription factor in the cellular response to oxidative stress

(Zhang, 2006). Under basal conditions, Nrf2 levels remain relatively low because it is

normally sequestered in the cytosol (Jung et al., 2009). The canonical mechanism of Nrf2
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activation involves increases in oxidative stress level (Wakabayashi et al., 2010). It has been
demonstrated that increased expression of Nrf2 induces the activation of this pathway (Lau et
al., 2010). Our study reveals a strong Nrf2 activation in the diestrus phase, due to a higher
Nrf2 expression in this phase compared to the estrus phase, and this was evaluated by
immunoblotting (Fig. 1A, p<0.05).

Nuclear factor-kappa B (NF-xB) is a transcription factor that also plays a key role in
cell responses against oxidative stress (Michiels et al., 2002). We examined its activation state
using immunoblot analysis of key proteins in the NF-kB pathway: The NF-xB-p65 and
phospho-NF-xB-p65 (Ser536) (phospho-p65). Activation occurs via phosphorylation of NF-
kB-p65 phosphorylation at Ser536, and only the phosphorylated protein has nuclear
localization and transcriptional activity (Vega-Naredo et al., 2009). In our results, total
amount of p65 did not show significant differences between phases of the estrous cycle of HG
(Fig. 1B). However, expression of the phosphorylated p65 was significantly lower in diestrus
than estrus phase (Fig. 1B). To characterize the NF-xB activation, we evaluated the ratio of
phospho-p65 respect to total p65 protein and thus confirmed a lower level of phospho-
p65/p65 in diestrus compared to estrus (Fig. 1B, p<0.001). Thus, our data suggest a lower
activation level of the NF-xB pathway in the diestrus phase.

3.2 Functional mitochondrial status

Mitochondria play an essential role in cell survival (Caballero et al., 2013), but this
process generates free radicals that alter the oxidative balance (Leon et al., 2004; Suski et al.,
2011). Furthermore, mitochondria play a key role in lipid metabolism (Schatz, 1995). To
characterize their functional status, we studied citrate synthase activity, ATP generation, and
SOD2 and NIX expression.

Citrate synthase is a mitochondrial matrix enzyme that is used as an indicator of the

cellular mitochondrial population (Garcia-Macia et al., 2011). Based on this mitochondrial
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marker, the number of mitochondria seems to be higher in diestrus than in estrus (Fig. 2A,
p<0.05).

Efficiency of mitochondrial function was studied via ATP levels, which were
significantly higher in diestrus respect to estrus phase (Fig. 2B, p<0.001). We also studied the
efficiency of the mitochondrial antioxidant defense by assaying the levels of SOD2, well-
known mitochondrial antioxidant protein (Macmillan-Crow and Cruthirds, 2001). In our
results, western blotting for SOD2 expression showed no differences between these two
phases of the estrous cycle in HG (Fig. 2C).

Many recent findings have revealed that there are specific types of autophagy that are
able to degrade damaged organelles, including mitochondria (Coto-Montes, 2013; Coto-
Montes et al., 2012). This process is called mitophagy (Coto-Montes et al., 2012; Kim et al.,
2007; Lemasters, 2005). The mitochondrial protein NIX has been described as an autophagy
receptor, mediating the clearance of damaged mitochondria (Novak et al.,, 2010). NIX
expression was lower in diestrus than estrus (Fig. 3A, p<0.01). Furthermore, electron
microscopic studies were performed to study the presence of autophagosomes containing
mitochondria, which are normally called mitophagosomes (Kim et al., 2007). In our analysis,
we were able to find mitophagosomes, as shown in figure 3B with an estrus image (Fig. 3B).

3.3 Lipophagy

The LC3-interacting protein p62 is a key autophagic protein for cell homeostasis by
the selective specific degradation of protein aggregates and cytoplasmic bodies (Inami et al.,
2011; Lin et al., 2013). Recent studies have described p62 as a key regulator of lipolytic
processes (Inami et al.,, 2011). p62 also mediates the crosstalk between the ubiquitin-
proteasome system and autophagy after proteotoxic cellular damage (Su and Wang, 2011).
p62 levels were studied in HGs during the estrus cycle. Notably, p62 protein levels were

significantly lower during the diestrus phase than those levels found in estrus (Fig. 4A,
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p<0.01). Accordingly, mRNA p62 expression was also lower in diestrus than in estrus (data
not shown).

Furthermore, p62 interacts with TNF-a and NF-kB through several of its domains
(Manley et al., 2013). In fact, this may be an important pathway for the regulation of lipid
homeostasis by p62 (Lee et al., 2010; Vega-Naredo et al., 2012). Recently, NF-«B was linked
with Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a)-induced lipolysis. NF-kB activation is important for
maintaining this lipolytic response (Laurencikiene et al., 2007), in which perilipin has a major
role. Perilipin acts as a protective coating from the natural lipases and is the main regulator of
lipid storage. The disappearance of perilipin allows the lipase activity (Miyoshi et al., 2006;
Moore et al., 2005). Our results showed a significantly higher perilipin expression level in
diestrus (Fig. 4B, p<0.05); likewise, we have shown NF-kB activation in this phase. Thus, this
lipolytic pathway appears to be unblocked in this phase of the estrous cycle.

Following this line of thought, decreased perilipin expression was observed in the
estrus phase, permitting lipase activity. Classic lipolytic processes were studied by assaying
the expression of lysosomal acid lipase (LAL). This lysosomal lipase is involved in the
degradation of cholesteryl esters and triglycerides (Anderson et al., 1999). Our data showed
opposite results for LAL and perilipin. LAL occurs at lower levels in the diestrus phase than
in the estrus phase (Fig. 4C, p<0.05)

Interestingly, recent studies suggested a relationship between LAL activity and
lipophagy (Skop et al., 2012). Consistently, our results from electron microscopic analysis of
HGs during the estrous cycle revealed the presence of lipid droplets inside the
autophagosomes. In particular, lipid droplets were mainly caught inside the autophagosomes
during the estrus phase, as shown in figure 4D.

3.4 Melatonin receptor expression

12
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The role of melatonin in estrous cycle physiology could be assessed by the expression
of melatonin receptors, which have been described in HG (Tomas-Zapico et al., 2005a). MT,
is a G protein-coupled receptor at the plasma membrane (Reppert et al., 1994), and it is
activated by the pineal-synthesized melatonin (Tomas-Zapico et al., 2005a). In our data,
western-blotting analyses for MT; protein showed a higher level of MT; expression in
diestrus (Fig. 5, p<0.05). RORa, a nuclear melatonin receptor, plays an important role in cell
protection against oxidative stress (Caballero et al., 2008; Delerive et al., 2001; Novak et al.,
2010). Western-blotting analysis for RORa, again, showed a higher expression of this
melatonin receptor in diestrus than estrus (Fig. 5, p<0.05).

Consistent with the mitochondrial markers studied in HG, which indicate more highly
efficient mitochondria in diestrus than in estrus, these higher levels of melatonin receptors
found in the diestrus phase should be associated with an increased need for antioxidant

protection in this phase.

4. DISCUSSION

Syrian hamster HG has an intrinsic plasticity to quickly respond to several internal and
external stimuli via both morphological and biochemical changes (Rodriguez-Colunga et al.,
1991; Rodriguez-Colunga et al., 1993). We have previously shown important variations in the
HG of the female that are dependent on the fluctuations in sex hormones during the estrous
cycle (Garcia-Macia et al., 2013). As described above, the highest porphyrin accumulation in
the HG was produced during the estrus phase, which caused substantial oxidative damage to
proteins due to a lower antioxidant defense (Garcia-Macia et al., 2013). Furthermore, different
types of selective proteolysis were increased in the estrus phase of HG, including CMA and

macroautophagy (Garcia-Macia et al., 2013). Notably, these autophagic processes were
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considered to be involved in porphyrin release to the lumen of the cells (Garcia-Macia et al.,
2013). In addition, we found that Type II cells, with large lipid droplets, were more abundant
in the estrus phase of HG (Garcia-Macia et al., 2013). By contrast, the diestrus phase showed
the opposite situation as a retrieval state, characterized by a decrease in porphyrin production
that causes, in turn, a decline in oxidative stress (Garcia-Macia et al., 2013). Coupled with a
higher observed antioxidant capacity, this phase showed a reduction in protein damage
(Garcia-Macia et al., 2013). Interestingly, proteolytic and autophagic activities were also
decreased, and the Type II cells almost disappeared (Garcia-Macia et al., 2013). Based on
these data, in the present work, we decided to further examine the physiological relevance of
these observed differences regarding the oxidative stress level and autophagy activity, mainly
the new described autophagy type: lipophagy, during the estrous cycle in the female’s HG.

In the HG, melatonin usually appears to be related to protection against oxidative
stress because of its antioxidant properties (Tomas-Zapico et al., 2002a; Tomas-Zapico et al.,
2003; Tomas-Zapico et al., 2002b; Vega-Naredo et al., 2012). However, we cannot forget the
previously described hormonal role of melatonin; our previous works suggested that chronic
administration of melatonin induced changes in HG activity and morphology, displaying an
interrelation with the gonadal status (Rodriguez-Colunga et al., 1992; Vega-Naredo et al.,
2012). Notably, it has also been shown that melatonin treatment can modify the number of
Type II cells (Rodriguez-Colunga et al., 1991). However, in female hamsters subjected to a
long-term ovariectomy, these changes in Type II cells have not been observed (Rodriguez-
Colunga et al., 1991), suggesting that other sexual hormones may be involved in these
morphological changes. Interestingly, an anti-estrogenic effect of melatonin has also been
reported (Rato et al., 1999). Direct anti-estrogenic actions of melatonin at the cellular level
have been proposed in breast cancer cells (Cos et al., 1991; Hill and Blask, 1988). Recent

studies have shown that this effect is primarily induced by the membrane-bound melatonin
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receptor MT; (Girgert et al., 2009). However, the participation of melatonin nuclear receptors
remained unclear (Girgert et al., 2009). Interestingly, the rate of melatonin excretion during
the dark period clearly varies synchronously with the vaginal estrous cycle (Ozaki et al.,
1978). This pineal indolamine secretion is higher when estrogen secretion is lowest, as in the
diestrus phase (Ozaki et al., 1978; Soares et al., 2003). Accordingly, melatonin receptors, both
MT, and RORa, are expressed more highly in this phase. Thus, melatonin, via its receptors,
reduced pro-inflammatory mediators and alleviated higher oxidative stress levels, as we have
shown in the diestrus phase. After the intense activity promoted by the high estrogen levels
during the estrus phase, melatonin appears to be responsible for the diestrus phase acting as a
retrieval stage in HG. Further, this stage is developed by the activation of its own receptors as
well as, perhaps, by the induction of another antioxidant. Previous works have corroborated
that melatonin treatment induced the activation of Nrf2 and enhanced its nuclear translocation
and its subsequent antioxidant response (ARE) binding (Aparicio-Soto et al., 2014; Jung et
al., 2009). In the diestrus phase, we observed higher Nrf2 expression, which corroborates
Nrf2 activation. Thus, the melatonin antioxidant effect seems to be potentiated by Nrf2
activation in this phase along with minimal estrogen levels.

Based on the description of processes triggered during the estrous cycle, in the present
work, females’ HGs showed increased p62 levels in the estrus phase. In addition, we have
previously showed significant autophagic processes in HGs during estrus phase (Garcia-
Macia et al., 2013). In particular, we observed increases in macroautophagic processes as well
as in chaperone-mediated autophagy (CMA) (Garcia-Macia et al., 2013). These processes of
selective autophagy should be considered associated with the high p62 levels found in
females” HGs at the estrus phase. Autophagy and other proteolytic processes such as

proteasome activity have been previously demonstrated to release porphyrins from the
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female’s HG during the estrus phase, possibly to act as pheromones (Garcia-Macia et al.,
2013).

In addition, p62 plays a particularly important role in the selective removal of
damaged and dysfunctional organelles, including mitochondria (Ding et al., 2010; Lemasters,
2005; Novak et al., 2010) and peroxisomes (Kim et al., 2008). Recently, it has been described
that the mitochondrial localization of p62 may influence mitochondrial morphology and
dynamics, including the mitochondrial membrane potential (Seibenhener et al., 2013). Thus,
p62 protein is associated with both mitochondrial integrity and degradation (Boldrini et al.,
2004; Ding et al., 2010). Regarding mitochondrial clearance, the NIX protein, which is
localized at the mitochondrial outer membrane, has been defined as the mitochondrial
receptor for mitophagy (Novak et al., 2010; Sandoval et al., 2008). Notably, our present result
showed a higher NIX expression in the female HG at the estrus phase than in the diestrus
phase. Additionally, we observed the presence of mitophagosomes (Fig. 3B) (mitochondria
localized inside on autophagosome for their selective autophagy), mainly in the estrus phase.
These data suggest the activation of mitophagic processes in the female’s HG during this
phase. Interestingly, mitochondrial depolarization and the subsequent mitochondrial ROS
generation have been previously linked to the ability of NIX to directly activate the autophagy
machinery via mTOR inhibition (Ding et al., 2010). Consistent with these previous markers
and data, mitochondrial energetic functions must be altered in female HG at the estrus phase.
In our data, energetic levels, as assayed by ATP concentration, were significantly lower in the
HGs during the estrus phase. Therefore, increased levels of the mitophagic protein such as
p62 and NIX, formation of mitophagosomes, and impaired mitochondrial functionality
suggest an intense mitochondrial removal by selective autophagy in the female HG at the

estrus phase.
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p62 has a ZZ zinc finger and TB domains, which are closely associated with NF-xB
activation (Manley et al., 2013). The transcription factor NF-xB is a pro-inflammatory factor
normally activated by oxidative stress (Jung et al., 2009). In particular, the ZZ zinc finger
domain of p62 is responsible for binding to the receptor interacting protein (RIP), which is a
serine/threonine kinase that regulates NF-kB activation by TNF-a (Manley et al., 2013). The
TB domain also leads to activation of the NF-kB pathway, via its interaction with TRAF-6
(Manley et al., 2013). p62 also regulates NF-kB activation through its PB1 domain; this
domain interacts with the extracellular signal-regulated kinase (ERK), which plays a crucial
role in lipid homeostasis (Lee et al., 2010). Interestingly, female HG showed activation of
both p62 and NF-kB, mainly during the estrus phase. In our previous studies, we described
elevated levels of oxidative stress in HGs during the estrus phase (Garcia-Macia et al., 2013).
Thus, activation of NF-kB may also favor a pro-inflammatory profile in HG at the estrus
phase. Notably, it has been observed that inflammatory cytokines such as TNF-a can be
related to the activation of lipolytic processes (Laurencikiene et al., 2007; Ryden et al., 2004).
In both rodent and human cells, TNF-o promotes the phosphorylation (Zhang et al., 2002) and
downregulation of PLIN (Ryden et al., 2004; Souza et al., 1998), which would favor the
activation of lipolytic processes by hormone-sensitive lipases (Londos et al., 1999; Miyoshi
et al.,, 2006; Moore et al., 2005). The lipolytic activity induced by TNF-a requires NF-xB
activation (Laurencikiene et al., 2007). Interestingly, the female’s HG in estrus phase showed
lower PLIN expression. This result, together with the NF- kB activation, appears to indicate
the activation of lipolytic processes in the estrus phase. Autophagy and lipolytic processes, as
described in the female’s HG in the estrus phase, could be associated with the degradation of
the large lipid droplet in the Type II cells, which is characteristic of this phase. Notably, our
electron microscopic studies have revealed the presence of lipid droplets within the

autophagosomes. Recent studies consider lipid droplets to be dynamic organelles (Singh and
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Cuervo, 2012). There is now evidence that the autophagic system directly contributes to the
mobilization of lipids from lipid droplets to lysosomes, as a type of selective process actually
known as lipophagy (Singh and Cuervo, 2012). Thus, our data are able to relate lipolytic and
proteolytic activities with cellular changes usually observed in the HG during the estrous
cycle and, until now, inexplicable. Thus, these described degradative processes may
contribute to the disappearance of Type II cells that in fact occurs in the female HG at the
diestrus phase.

As we previously described, autophagy is associated with lipid secretion by holocrine
processes, which contribute to the reproductive role of HG at the estrus phase (Garcia-Macia
et al., 2013; Vega-Naredo and Coto-Montes, 2009). Moreover, the female HG at the diestrus
phase is characterized by a completely opposite situation from that described in the estrus
phase. At the diestrus phase, the p62 expression is diminished in HG, together with a decrease
in NF-kB activation. Additionally, selective autophagy was found to be diminished in the
diestrus phase [7, this work]. Accordingly, mitochondrial efficiency was significantly restored
at this phase, as demonstrated by increased citrate synthase activity and ATP production and,
thus, increased mitochondrial metabolism.

Our group has previously described the coexpression of melatonin receptors, MT; and
RORa, in the HG (Tomas-Zapico et al., 2005a). Both receptors are involved in the antioxidant
effects of melatonin (Kharwar and Haldar, 2012; Mollaoglu et al., 2007; Ortega-Gutierrez et
al., 2002). RORa has a negative transcriptional effect on the antioxidant enzymes superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and catalase by blocking the transcriptional activity of NF-
kB (Tomas-Zapico et al., 2005a). Notably, melatonin can temper RORa activity through its
interaction with calmodulin or its binding to MT; receptors, which may favor the transcription
of antioxidant genes (Tomas-Zapico and Coto-Montes, 2005). Interestingly, recent studies

have shown that melatonin was able to activate Nrf2 signaling and simultaneously block the
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NF-kB pathway under oxidative stress conditions (Negi et al., 2011). As we described above,
in addition to increased levels of melatonin receptors, we found elevated levels of Nrf2 and
decreased levels of NF-kB factor in the female HG at the diestrus phase.

In conclusion, as detailed in figure 6, HG in the estrous cycle is characterized by
important variations in estrogen levels and oxidative stress, and melatonin may be its primary
moderator. RORa expression is reduced in the estrus phase and entails the activation of NF-
kB, which induces not only macroautophagy and CMA (Garcia-Macia et al., 2013) but also
the increase of p62 expression associated with a clear decrease in mitochondrial activity,
leading to its degradation via mitophagy. Likewise, activation of NF-kB may also lead to
lipolytic processes, as suggested by the decrease in perilipin and the degradation of large lipid
droplets in Type II cells. All of these degradation processes require a high lysosomal effort, as
shown by the increases in LAL expression. RORa and MT) are recovered during the diestrus
phase, when the gland returns to a rest period.

Oxidative stress seems to be the key to these observed processes developed along the
estrous cycle, with melatonin as the modulator. Melatonin, via both membranal and nuclear
receptors, reduces pro-inflammatory mediators and enhances the expression of Nrf-2 in
diestrus phase. Consequently, autophagy is blocked and porphyrin release is reduced. Later,
during the estrus phase, oxidative stress is increased, triggering all types of autophagy,

accompanied by lipolysis and increased porphyrin production.
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LEGENDS

Fig. 1 Cellular response to oxidative stress. (A) Nrf2 protein band intensity and (B) phospo-
p65 and p65 protein band intensities in the different fractions of the Harderian glands from
the estrus and diestrus phases. The bar graph of Nrf2 (A) quantifies the optical densities of the
western blot bands normalized to 3-actin and the phospho-p65/ p65 ratio as NF-«xB activation
marker (B). Similar results were obtained from three separate experiments. Data are expressed
as the means = SEM and are calculated from at least three separate experiments. *: (p< 0.05),

5% (p< 0.001).

Fig. 2 Mitochondrial status. (A) Comparison of Citrate Synthase (CS) activity, (B) ATP
intracellular content and (C) SOD2 protein band intensities in the different fractions of the
Harderian glands from the estrus and diestrus phases. The CS results are expressed in
nmoles/min*mg protein. The ATP content results are expressed as ATP moles/g protein. The
bar graph of SOD2 (C) quantifies the optical densities of the western blot bands normalized to
B-actin. Data are expressed as the means = SEM and are calculated from at least three separate

experiments, with each experiment performed in triplicate. *: (p< 0.05) ***: (p< 0.001).

Fig. 3 Mitochondrial clearance. (A) NIX protein band intensity and NIX bar graph that
quantifies the optical densities of the western blot bands normalized to B-actin. Data are
expressed as the means + SEM and are calculated from at least three separate experiments,
with each experiment performed in triplicate. **: (p< 0.01). (B) Electron micrograph of
female cells in estrus phase showing mitochondria within a autophagosome (arrowhead) as a

representative image. Scale bar, 0.2 pm.

Fig. 4 Lipolisis-related autophagy activity. (A) p62, (B) Perilipin and (C) LAL protein band

intensities and its respectives bar graphs that quantifies the optical densities of the western
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blot bands normalized to B-actin. Data are expressed as the means + SEM and are calculated
from at least three separate experiments, with each experiment performed in triplicate. *: (p<
0.05) **: (p< 0.01) (D) Electron micrograph of female cells in estrus phase showed lipid

droplets within autophagosomes (arrowheads) as a representative image. Scale bar, 200 nm.

Fig. S Melatonin receptors expression. MT-1 and RORa protein band intensities in the
different fractions of the Harderian glands from the estrus and diestrus phases. The bar graphs
of MT-1 and RORa quantifies the optical densities of the western blot bands normalized to B-
actin. Similar results were obtained from three separate experiments. Data are expressed as

the means + SEM and are calculated from at least three separate experiments. *: (p< 0.05).

Fig. 6 Modulation by melatonin of the estrous cycle mechanisms. The scheme proposes as
oxidative stress seems to be the key of these observed processes developed along estrous
cycle with melatonin as modulator of it. Thereby, in estrus phase the high oxidative stress
(Garcia-Macia et al., 2013) and estrogens (Lisk, 1985) trigger the NF-xB activation, whose
activation plays an important role in p62 activity. Increased p62 expression, involves an
increased selective autophagic processes: from macroautophagy (Garcia-Macia et al., 2013)
and CMA (Garcia-Macia et al., 2013) until mitophagy. This NF-kB activation mediates
lipolitic activities. Notably, the expression of melatonin receptors is lower in this phase. On
the other hand, Nrf2 pathway is activated in HG at the diestrus phase. Antioxidant activity is
higher in this phase (Garcia-Macia et al., 2013), the Nrf2 higher activation in diestrus phase
should be related to the antioxidant signaling to the Nrf2 factor. Melatonin, via its receptors,
which expression is higher in this phase, reduces pro-inflammatory mediators and enhances

the expression of Nrf-2.
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