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RESUMEN

La produccién de gametos es un proceso fundamental para la reproduccion; sin embargo, la
exposicion al estrés, como el aumento de la temperatura, puede disminuir o incluso interrumpir
este proceso, con consecuencias negativas en la fertilidad. Es por esto que la supervivencia de las
células madre espermatogoniales (spermatogonial stem cells o SSC) es crucial para la
recuperacion de la espermatogénesis en situaciones estresantes. En esta tesis demostramos que
la via de Notch esta implicada en dicha supervivencia, al proteger las SSC contra el estrés térmico.
Primero, corroboramos el deterioro de la espermatogénesis bajo estrés por calor en medaka,
observando una detencion en la metafase | a los 10 dias de tratamiento térmico, un aumento en el
numero de espermatocitos y una regulacion negativa de genes clave involucrados en la
proliferacion y diferenciacion de las espermatogonias, como ndrg1b y sycp3. Ademas, a los 30
dias de tratamiento térmico se observo una interrupcion de la espermatogénesis con una fuerte
pérdida de espermatocitos y espermatidas. Ademas, la exposicion de machos adultos a
condiciones de estrés térmico indujo apoptosis principalmente en células espermatogénicas y
somaticas de soporte, con excepcion de la region germinal, donde se ubican las SSC. Al mismo
tiempo, los genes relacionados con la via Notch estaban regulados positivamente, incluidos los
ligandos (dll4, jag1-2) y los receptores (notch 1a-3). Concomitantemente durante el estrés térmico,
presenilin enhancer-2 (pen-2), la subunidad catalitica del complejo y-secretasa de la via Notch, se
restringid a la regién germinal del testiculo medaka, observado en las células somaticas que
rodean las espermatogonias tipo A. La importancia de la via Notch se vio respaldada aun mas por
un enfoque ex vivo, en el que la inhibicion de la actividad de esta via indujo una pérdida de SSC.
En resumen, este estudio respalda la importancia de las vias de Notch para la proteccion de las
SSC bajo estrés térmico croénico.

Palabras claves: presenilin enhancer-2, células germinal, testiculo, medaka, apoptosis



ABSTRACT

Gamete production is a fundamental process for reproduction; however, exposure to stress, such
as increased environmental temperature, can decrease or even interrupt this process, affecting
fertility. Thus, the survival of spermatogonial stem cells (SSCs) is crucial for the recovery of
spermatogenesis upon stressful situations. Here, we show that the Notch pathway is implicated in
such survival, by protecting the SSCs against thermal stress. First, we corroborated the impairment
of spermatogenesis under heat stress in medaka, observing an arrest in metaphase | at 10 days of
heat treatment, an increase in the number of spermatocytes, and downregulation of ndrg1b and
sycp3. In addition, at 30 days of treatment, an interruption of spermatogenesis was observed with a
strong loss of spermatocytes and spermatids. Then, the exposure of adult males to thermal stress
condition induced apoptosis mainly in spermatogenic and supporting somatic cells, with the
exception of the germinal region, where SSCs are located. Concomitantly, the Notch
pathway—related genes were upregulated, including the ligands (dll4, jag1-2) and receptors
(notch1a-3). Moreover, during thermal stress presenilin enhancer-2 (pen-2), the catalytic subunit of
y-secretase complex of the Notch pathway was restricted to the germinal region of the medaka
testis, observed in somatic cells surrounding type A spermatogonia (SGa). The importance of the
Notch pathway was further supported by an ex vivo approach, in which the inhibition of this
pathway activity induced a loss of SSCs. Overall, this study supports the importance of Notch
pathways for the protection of SSCs under chronic thermal stress.

Keywords: presenilin enhancer-2, Germline, Testis, Medaka, apoptosis
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INTRODUCCION

La rapida transformacion del entorno global, fruto de la contaminacién generada por las
actividades humanas, marca un cambio sin precedentes en ritmo y alcance. Este fendmeno
impacta directamente a la vida silvestre, exponiéndose a multiples formas de contaminacién
antropogénica. Esta contaminacion se manifiesta a través de diversos agentes quimicos derivados
de la produccién, uso y desecho de una amplia gama de productos, como pesticidas, farmacos y
metales pesados (Dixit et al. 2015, Bernhardt et al. 2017). Ademas, la contaminacion luminica
originada por la actividad humana que ilumina la noche (Longcore y Rich 2004), el ruido
proveniente del transito, maquinaria y procesos industriales que se expande por los paisajes
naturales (Barber et al., 2011), asi como la contaminacion térmica, tanto a nivel local como global,
que altera los nichos en los diferentes ecosistemas (Hansen et al. 2006, Yow 2007), se suman a
este problema. Todas estas formas de contaminacién pueden desencadenar efectos adversos en

las comunidades que habitan estos ecosistemas.

Uno de los resultados mas preocupantes de esta contaminacion ambiental es la
perturbacion de los procesos reproductivos (Delbés et al., 2022). Los contaminantes tienen la
capacidad de intervenir en una amplia gama de caracteristicas vitales para el éxito reproductivo,
incluyendo la fisiologia reproductiva, la funcion de los gametos y el comportamiento del organismo.
Esta interferencia puede disminuir la eficacia del apareamiento, ya sea directamente mediante la
reduccion de las tasas de fecundidad o indirectamente al modificar la atraccién entre parejas y/o
las oportunidades de encuentro (Marlatt et al., 2022). Tales efectos pueden causar una marcada
alteracion en la cantidad y calidad de la descendencia que los individuos pueden aportar a las
generaciones futuras, lo que comunmente se conoce como la "aptitud" de un individuo (Orr, 2009).

Estos cambios en la aptitud pueden tener consecuencias perjudiciales a nivel de poblacién y



comunidad, y pueden influir significativamente en las trayectorias evolutivas de las poblaciones

afectadas (Aulsebrook et al., 2020).

En las ultimas dos décadas se ha revisado repetidamente el impacto del calentamiento
global en la reproduccion de los peces (Grazer y Martin, 2012; Miranda et al., 2013; Pankhurst y
King, 2010; Pankhurst y Munday, 2011; Servili et al., 2020; Van Der Kraak y Pankhurst, 1997),
debido principalmente a que este grupo se caracteriza por presentar una enorme variacion de los
habitats donde viven y se reproducen. A pesar del aumento constante de estudios en esta area,
los avances rapidos en metodologias como la biologia molecular y la creciente preocupacion
publica por la sostenibilidad de los peces, demandan una revision exhaustiva basada en mas
trabajos. La importancia de este campo de investigacion se acentlua especialmente tras las nuevas
proyecciones del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico, que muestran
un posible aumento en la temperatura media global de la superficie del mar (TSM). Por ejemplo, se
espera un incremento a corto plazo de +0,64 °C a 0,95 °C, mientras que hacia finales de siglo se
prevén +0,73 °C y 2,58 °C para los escenarios optimista y pesimista, respectivamente, por la
elevacion de los niveles de gases de efecto invernadero (Pdrtner et al., 2019). A pesar del
calentamiento generalizado, se proyecta una mayor intensidad de cambios en sistemas fluviales y
regiones marinas articas y subarticas (fendmeno conocido como amplificacién artica), como el
aumento de +1,5 °C entre 1985 y 2012 en el mar de Barents (Kjesbu et al., 2014). Estos cambios
se traduciran en una mayor frecuencia de eventos extremos, como por ejemplo las olas de calor en
los océanos (Boeke y Taylor, 2018; Pértner et al., 2019). Este aumento de la temperatura también
se ha registrado en ambientes acuaticos continentales, como por ejemplo en la laguna de
Chascomus, en donde se recopilaron temperaturas durante 47 afos y se ha registrado un aumento

de la temperatura de 1.4 °C (Elisio et al., 2015).

Dado que la mayoria de los teledsteos son poiquilotermos, la temperatura ambiente incide

directamente en su metabolismo, rendimiento reproductivo (Vagner et al., 2019; Wang et al., 2010),



crecimiento corporal, mortalidad natural y éxito en el reclutamiento (Kjesbu et al., 2014), factores
vitales en la dinamica poblacional. La respuesta de los peces a las variaciones térmicas varia
segun la especie y las etapas de su vida, debido a su rango de tolerancia térmica. Sin embargo,
las etapas mas sensibles al estrés térmico, como el desove y los primeros anos de vida, estan
estrechamente relacionadas con ventanas térmicas mas limitadas (Poértner y Farrell, 2008; Dahlke
et al., 2020). Ademas, la temperatura de desove suele estar vinculada a la preferencia térmica de
los embriones (Portner y Peck, 2010). Por lo tanto, la investigacién en la reproduccion de los peces
es esencial en el contexto del calentamiento global, ya que la capacidad reproductiva y la
adaptabilidad de los individuos influyen en procesos como la adaptacion, la especiaciéon y, en
ultima instancia, la supervivencia de las poblaciones afectadas por el cambio climatico (Grazer y

Martin, 2012).

En la mayoria de las especies de peces el ciclo reproductivo esta estrechamente ligado al
ciclo estacional del ambiente, permitiendo una sincronizacion periédica (Takemura et al., 2004;
Wang et al., 2010). En teledsteos de regiones templadas, el fotoperiodo, como indicador primario,
ejerce un papel fundamental en el control de los eventos reproductivos y la historia de vida en
general (Sundby et al., 2016), mientras que la temperatura se considera un factor secundario
(Migaud et al., 2010; Wang et al., 2010). En términos aplicados, el fotoperiodo se puede clasificar
como "desencadenante", mientras que la temperatura seria un "regulador" (Kjesbu et al., 2010).
En zonas tropicales y ecuatoriales, donde las fluctuaciones estacionales de fotoperiodo y
temperatura son menos pronunciadas, los cambios regionales en el entorno, como las
precipitaciones (Denusta et al., 2019; Karnatak et al., 2018), las mareas y el ciclo lunar, tienen un
impacto mayor en la sincronizacion de los eventos reproductivos (Takemura et al., 2004; Shima et
al., 2020), en contraste con las latitudes mas altas donde se observan cambios mas marcados en

la duracion del dia (Sundby et al., 2016).



Ademas de los factores determinantes, existen factores moduladores que afinan la
progresion y calidad reproductiva (Wang et al., 2010), como la temperatura en algunas especies,
tanto templadas como tropicales (Pankhurst y King, 2010; Takemura et al., 2004). Es crucial
sefalar que las especies de latitudes altas no estan mas en riesgo bajo el cambio climatico en
comparacion con las tropicales. De hecho, las especies tropicales ya operan en o cerca de su
limite térmico maximo, con ventanas térmicas estrechas, pero capacidad de aclimatacion rapida
(Donelson et al., 2012). Mientras tanto, las especies de aguas templadas frias a menudo estan en
la fase de "ascenso" de su respuesta fisiolégica esperada, mostrando una curva en forma de
cupula (Portner y Farrell, 2008), lo que sugiere que podrian beneficiarse reproductivamente de
temperaturas aun mas altas hasta alcanzar un o6ptimo (Kjesbu et al., 2010, 2014). De hecho,
ciertas especies como la anjova (Pomatomus saltatrix, Linnaeus 1766) y el bacalao del Atlantico
(Gadus morhua L.) en el mar de Barents, parecen mostrar beneficios derivados del calentamiento
del agua, como una posible expansién de su distribucién y un incremento en la condicién de los

peces (Kjesbu et al., 2014; Villegas-Hernandez et al., 2015).

Entre los procesos reproductivos influidos por la temperatura, la gametogénesis es
particularmente interesante, ya que durante este proceso se producen los gametos y las etapas
finales de la maduracién de los ovocitos parecen ser altamente sensibles a la temperatura (Bobe,
2015; Tveiten et al.,, 2001; Zucchetta et al., 2012). La calidad de los gametos es un factor
determinante del éxito en el desarrollo de la siguiente generacion, debido a la capacidad
combinada de espermatozoides y évulos para producir descendencia viable (Bobe y Labbé, 2010).
Por lo tanto, la comprensidn del impacto del calentamiento del ambiente sobre la gametogénesis y
sus consecuencias sobre la calidad de los gametos es de gran importancia para la ecologia
reproductiva, asi como para la acuicultura. Sin embargo, si bien el rendimiento reproductivo es un
atributo clave, debe tenerse en cuenta que las poblaciones podrian tener resultados negativos bajo

el cambio climatico por otras razones, como el desplazamiento hacia zonas de depredadores
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importantes (Fossheim et al., 2015), las dificultades asociadas con los ciclos generacionales largos
(menor posibilidad de adaptacion), la especializacion ecolégica, la sobreexplotacion (Dulvy et al.,
2003; Hillebrand et al., 2018), y los cambios impulsados por la temperatura en el momento y la

capacidad reproductiva (Alix et al., 2020), todas las cuales interactuaron con estas variables.

Espermatogénesis y homeostasis del nicho celular

La espermatogénesis es un proceso celular necesario para la formacién de gametos masculinos a
partir de células madres germinales (CMGs), abarca tres etapas fundamentales. Este proceso se
inicia con una fase mitética de proliferacion y diferenciacion, seguida por la meiosis, que resulta en
espermatidas redondas y culmina con una tercera fase denominada espermiogénesis postmeiética
(Schulz et al., 2010). Durante la espermatogénesis las células germinales proliferan a través de
sucesivas divisiones mitdticas sincrénicas, que daran lugar al inicio de la meiosis (Figura 1). Las
CMGs, en la madurez, se dividen para formar otro tipo de espermatogonia tipo A1
(autorrenovacion). Las espermatogonias A1 tiene tres opciones: puede formar otro
espermatogonia A2-A3-A4 (auto-renovacion); pueden sufrir muerte celular (apoptosis); o
diferenciarse en el primer tipo de célula madre comprometida, la espermatogonia intermedia. Las
espermatogonias intermedias estan destinadas a convertirse en espermatozoides y se dividen
mitéticamente una vez para formar las espermatogonias de tipo B. Estas células son las
precursoras de los espermatocitos y son las ultimas células de la linea que sufren mitosis (La y
Hobbs, 2019; Schulz et al., 2010). Se dividen una vez para generar los espermatocitos primarios,

las células que entran en meiosis.

Durante las divisiones de las espermatogonias, la citocinesis no se completa. Mas bien, las
células forman un sincitio en el que cada célula se comunica con las demas a través de puentes

citoplasmaticos de aproximadamente 1 ym de diametro (Dym y Fawcett 1971). Las divisiones
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sucesivas producen clones de células interconectadas, y como los iones y las moléculas pasan
faciimente a través de estos puentes intercelulares, cada cohorte madura sincrénicamente.
Durante este tiempo, el nucleo del espermatocito transcribe genes cuyos productos se utilizaran
mas tarde para formar el axonema y el acrosoma. Cada espermatocito primario sufre la primera
division meidtica para dar lugar a un par de espermatocitos secundarios, que completan la
segunda division de la meiosis. Las células haploides asi formadas se denominan espermatidas, y
siguen conectadas entre si a través de sus puentes citoplasmaticos. Las espermatidas que estan
conectadas de esta manera tienen nucleos haploides, pero son funcionalmente poliploides, ya que
un producto génico producido en una célula puede difundirse facilmente en el citoplasma de sus

vecinas (Braun et al. 1989).

Para mantener la espermatogénesis continua a lo largo de la vida reproductiva masculina,
un microambiente especializado en los testiculos, conocido como nicho de las células madre
germinales (CMGs), regula diversas propiedades como la autorrenovacién, la quiescencia, el
tamano y la capacidad de diferenciacion y proliferacion de las CMGs (Chiarini-Garcia et al., 2001;
Di Persio et al., 2017; Kitadate y Kobayashi, 2010; Makela y Hobbs, 2019; Mcintyre y Nance, 2020;
Nishimura et al., 2016; Noébrega et al., 2010). Este nicho en la gbnada se caracteriza por ser un
microambiente en el cual residen las células madre germinales en conjunto con células
progenitoras somaticas (CPSs), las cuales actuan como fuente de sefalizacion extrinseca para
que las CMGs mantengan su potencial de autorrenovacion (Kitadate y Kobayashi, 2010). Por
ejemplo, la falta de una regulacion adecuada en la formacion de los nichos da como resultado la
degeneracion del tejido o anomalias morfolégicas similares a tumores (Calvi et al., 2003;
Tanentzapf et al., 2007; Zhang et al., 2003). Ademas, el mantenimiento del niumero de células
germinales se logra gracias a un equilibrio delicado entre la proliferacion y la apoptosis, cuya
regulacion implica genes como amh (hormona antimdilleriana) o ndrg1b (gen 1b regulado aguas

abajo de n-myc), y p53, respectivamente (Arias Padilla et al., 2020; Hiroshi et al., 2003; Morinaga

12



et al., 2007; Rodriguez-Mari et al., 2010). Esta capacidad de los testiculos para mantener la
homeostasis en las CMGs y regular la decision entre autorrenovacion, diferenciaciéon o apoptosis

es esencial para su supervivencia de los individuos a condiciones adversas (La y Hobbs, 2019).

Uno de los nichos de células madre mejor caracterizados se encuentra en el testiculo de
Drosophila, en el que las CMGs son facilmente identificables y las células del nicho son las
encargadas de mantener la produccion continua de espermatozoides. En la punta apical del
testiculo las CMGs se encuentran en intimo contacto con células somaticas de nicho, o células
centrales, que envian la senal de autorrenovacion Unpaired (Upd), un ligando que activa la via de
sefializacion Jak/STAT en las CMGs vecinas (Hardy et al., 1979; Kiger et al., 2001; Tulina y
Matunis, 2001). Cuando una CMG se divide, la hija que permanece en contacto con las células
centrales mantiene la identidad de la célula madre, mientras que la hija que se desplaza del centro
recibe una sefial mas débil e inicia la espermatogénesis. Es por estos trabajos principalmente en
Drosophila que sabemos que las senales procedentes de microentornos reguladores (nichos)
hacen que las células madre conserven su potencial de autorrenovacion o adquieran un destino
diferente, mediante la diferenciacion. Este destino alternativo, que en el caso de las CMGs es la
proliferacion que dara inicio a la meiosis, esta regulado por diferentes factores, muchos de ellos

ambientales.

Figura 1:. (A) Los testiculos de los peces teledsteos, se componen de unidades llamadas l6bulos.
La espermatogénesis procede del lado distal al proximal. (B) Caracteristicas de las células
germinales en cada etapa de diferenciacién (barra, 5 um; blanco, DAPI; azul, OLVAS; verde,

SYCP1; SGeys, cisto espermatocito primario tipo B; pSCcys, quiste de espermatocito primario).
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Muchos factores ambientales afectan a la reproduccion, incluyendo el comportamiento, la
madurez sexual y la gametogénesis, a varios niveles (Munakata y Kobayashi, 2010; Tobari y
Tsutsui, 2019). Ademas como fue mencionado anteriormente, la temperatura, el fotoperiodo y la
nutricion son factores bien conocidos que afectan a la reproduccién (Shimizu et al., 2000; Sakae et
al.,, 2020; Sakae y Tanaka, 2021). Sin embargo, la mayoria de los mecanismos que controlan la
reproduccion en respuesta a estos factores siguen sin estar bien caracterizados (Sumita et al.,
2021). La temperatura es uno de los factores ambientales mas relevantes que afecta directamente
a la reproduccion (Alix et al., 2020). Mientras que durante el desarrollo temprano la temperatura
puede afectar el curso de la diferenciacion gonadal, en las etapas adultas, el aumento de la
temperatura puede influir en la calidad y cantidad de gametos en los testiculos, comprometiendo
asi la espermatogénesis y, en ultima instancia, el éxito reproductivo (Blackshaw y Massey, 1978;
Hayashi et al., 2010; Hutson et al., 2013; Mieusset y Bujan, 1995; Sarida et al., 2019; Setchell,
1998). Si bien en mamiferos se ha estudiado como la hipertermia compromete los diferentes tipos
de células germinales (Carlsen, 2003; Hansen, 2009), principalmente con foco en la apoptosis (Lue
et al., 1999), en animales poiquilotermos, esto toma una mayor relevancia. Este es el caso de los
peces teledsteos, donde se ha observado que bajo exposicidn cronica a temperaturas crecientes
solo quedan como remanente las células madre espermatogoniales (spermatogonial stem cells o
SSCs), que tienen la capacidad de recuperar la linea germinal (Ito et al., 2008). Por ejemplo, la
recuperacion de la linea germinal a partir de unas cuantas células germinales se observo en el pez
cebra después de un estrés apoptético inducido por altas temperaturas (Yamamoto et al., 2024).
Esta caracteristica resistente que permite que la linea germinal de los peces supere un factor de
estrés y la permanencia de las SSCs en los testiculos nos llevd a pensar que la proteccion de las
células germinales puede depender de un mecanismo celular que se activaria especificamente por

senales ambientales.
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Via Notch

Se observd que una de las principales vias de sefalizacion involucrada en la regulacion de la
proliferacion y quiescencia de diferentes células madre (Blanpain et al., 2006; Conboy y Rando,
2002), incluidas las células germinales primordiales (CGP) (Garcia et al., 2013, 2014; Garcia y
Hofmann, 2013; Mcintyre y Nance, 2020), es la via Notch. Esta es una via de sefalizacion
yuxtacrina altamente conservada y esta compuesta por cuatro receptores (Notch 1-4) que
interactan con sus ligandos, delta 1, 3—-4, jagged 1-2 (Figura 2) (Bray, 2006; Henrique y
Schweisguth, 2019). En la via de sefal candénica de Notch, después de unirse al ligando el
receptor es activado por el complejo y-secretasa, ocurriendo la protedlisis dentro del dominio
transmembrana (Fortini, 2002; Selkoe y Kopan, 2003; Zhang et al., 2000). Después de la escision,
el ligando se traslada al nucleo donde se asocia con proteinas de union al ADN para activar la
transcripcion de genes diana en cis, como hes1y hesb (Fischer y Gessler, 2007; Kageyama et al.,

2007).

Espacio extracelular

Ligandos
Notch

Notch f ADAM 4@$ y secretasa —

S2 chvaje S3 clivaje i Citoplasma

Nucleo Sefalizacion de Notch Activada
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Figura 2: Una vista simplificada de la sefalizacién canodnica de Notch. Resumen de la via de
sefalizacién central creada con BioRender.com. Los ligandos canodnicos de Notch se unen a los
receptores de Notch en los epidermal growth factor (EGF) repeats 11-12 (secciones verde oscuro).
La escision del receptor de Notch implica dos eventos de escision proteolitica, el primero
catalizado por las metaloproteasas ADAM en la regién reguladora negativa (secciones moradas),
el segundo por y-secretasa. Esto libera el dominio intracelular de Notch (NICD). En el nucleo,
NICD interactia con la proteina de unién al ADN CBF1/Suppressor of Hairless/LAG1 (CSL;
también conocida como RBPJ) y el coactivador Mastermind (MAM) para promover la transcripcion

génica. Modificado de O’Brien et al. (2022).

Notch en la conformaciéon de nichos celulares

Con la imagen emergente de como la sefalizacion de Notch da forma al comportamiento celular
durante el desarrollo, hay un escenario que recibié poca atencion: el mantenimiento del nicho de
las células madre y, menos aun, su formacién. Hasta ahora, se ha demostrado que el
mantenimiento de multiples tipos de células madre adultas en muchos organismos depende de la
sefalizaciéon de Notch, por ejemplo las células madre hematopoyéticas, cerebrales, mamarias y
musculares adultas humanas (Carlson et al., 2009; Ables et al., 2011; Maillard, 2014; Chakrabarti
et al., 2018). Sin embargo, lo mas interesante es que la demostracién de que la sefializacion de
Notch desempefia un papel importante en la formacién de todos los nichos de células madre,
como los nichos ovarico, testicular e intestinal, principalmente se a caracterizados con mayor
detalle en Drosophila (Ward et al., 2006; Song et al., 2007; Mathur et al., 2010; Okegbe y DiNardo,
2011 ). El papel de la senalizacion de Notch en los nichos de células madre adultas ha sido
demostrado en multiples sistemas, incluidos modelos de mamiferos. En comparacién con la

sencilla organizacion de la via Delta-Notch en moscas y Drosophila, los mamiferos tienen cinco

17



ligandos Notch (similares a Delta 1, 3 y 4; y Jagged 1y 2) y cuatro receptores Notch (Bray, 2006).
Por ejemplo, se ha propuesto que las células madre neurales (por Neural Stem Cell, NSC)
inactivas produzcan sus propias células de nicho utilizando el ligando Notch tipo Delta 1 (DII1)
(Kawaguchi et al., 2013). La proteina DII1 se induce en NSCs activadas y se segrega en una célula
hija durante la mitosis. Las células que expresan DII1 residen muy cerca de las NSCs inactivas, lo
que permite que una sefal de retroalimentacion mantenga las células madre neurales inactivas en
la zona subventricular del ratéon adulto, mientras se mantiene un equilibrio entre las NSCs y su
progenie. Hay datos que sugieren un mecanismo de retroalimentacion adicional a través de la
sefalizacion de EGFR en las células de la progenie que causa la reduccion de la senalizacion de
Notch en las células no autdbnomas en las NSCs y la induccion de neurogénesis en la progenie
(Aguirre et al., 2010). Como resultado, la cantidad de NSCs disminuye, lo que resulta en una
reduccion del conjunto de células madre que tiene efectos homeostaticos y de alteracion de la

composicion en el tejido en general.

Via Notch y espermatogénesis

A pesar de los numerosos estudios sobre la via Notch en la regulacién de la proliferacion celular,
se sabe poco sobre su participacion en la regulacién de la proliferaciéon de células germinales bajo
un factor de estrés ambiental como la temperatura. Se ha demostrado que Pen-2, (la subunidad
catalitica del complejo y-secretasa), desempena una funcion importante en la supervivencia de las
células, protegiéndose de la apoptosis (dos Santos et al., 2008). La eliminacion selectiva de pen-2
en el desarrollo de embriones en el pez cebra resultdé en una fuerte induccién de la cascada de
apoptosis dependiente de p53 en todo el animal (Campbell et al., 2006). Aunque la funcién de
Pen-2 ha sido muy estudiada en cerebro (Fortini, 2002; Xia, 2019) y cancer (Nowell y Radtke,

2017), su participacion en la goénada no ha sido del todo aclarada. Al respecto, en un estudio
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previo se sugirié que Pen-2, la subunidad catalitica del complejo y-secretasa, actia como un gen
antiapoptético, protegiendo a las espermatogonias de la temperatura durante la diferenciacion
testicular en peces (Fernandino et al., 2011). En dicho estudio se observd que en gonadas de
juveniles de pejerrey Odontesthes bonariensis sometidos a altas temperaturas el gen pen-2, y por
lo tanto la via de Notch, se encontraba regulado positivamente durante el proceso de
masculinizacién inducido por altas temperaturas, en el cual se observaron altos niveles de
apoptosis en la gonada (Fernandino et al., 2011). Al igual que en los peces teledsteos, también se
ha establecido que las células germinales de los mamiferos experimentan apoptosis a través de la
cascada p53 durante la exposicion a altas temperaturas (Hiroshi et al., 2003). Sin embargo, al igual
que otras células madre (Wabik y Jones, 2015), las células germinales tienen un mecanismo de
proteccién para evitar el dafo inducido por la apoptosis al entrar en un estado transitorio del ciclo
celular llamado quiescencia, donde la células permanecen en la fase GO. Por lo tanto, las células
germinales deben conservar la informacion y totipotencia adecuada, para luego recuperar la

reproduccion (Kadekar y Roy, 2019).

Con base en estos antecedentes nos planteamos evaluar la participacion de la via Notch
en el mecanismo de proteccién de las células germinales contra el efecto del estrés térmico en el
pez medaka Oryzias latipes. En este pez, el nicho ha sido bien caracterizado, donde las SSCs
estan rodeadas directamente por células de Sertoli y sufren divisiones asincronicas (Nakamura et
al., 2012; Nishimura et al., 2016). Ademas la disminucion del numero de células germinales debido
a la exposicion a altas temperaturas ha sido bien informada (Selim et al., 2009), lo que convierte a
esta especie en un excelente modelo para estudiar los efectos de la temperatura en el

mantenimiento de las CMGs.
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Medaka como modelo para estudiar la espermatogénesis

El medaka (o medaka japonés, Oryzias latipes) tiene una amplia distribucion en Asia,
especialmente en Japon, principalmente en pequenos estanques y arrozales (Kinoshita et al.
2012). El medaka puede reproducirse durante todo el afo (Shima y Mitani 2004), pero tiene un
periodo de desove limitado en estado salvaje. Se necesitan mas de 12 horas de luz diurna y una
temperatura del agua superior a 13 °C para que se produzcan la oogénesis y la espermatogénesis.
En estas condiciones los peces empiezan a aparearse y las hembras desovan los huevos. Estas
condiciones climaticas coinciden con las de la primavera y el verano japoneses. En realidad, la
combinacion de un ciclo de 14 horas de luz/10 horas de oscuridad (14L-10D) y temperaturas de
25-28°C (que coinciden con las de principios de verano en Japén) y suficiente alimento
proporciona las mejores condiciones para el desove de los huevos en la naturaleza. En primavera,
en estado salvaje, cuando la temperatura del agua es inferior a 25 °C, las larvas eclosionan en 10
o0 mas dias. Las larvas alcanzan la madurez a principios del verano. Se aparean y desovan huevos
hasta que las horas de luz se hacen mas cortas que las de oscuridad (de finales de verano a
otofio). Un pequefio numero de la siguiente generacion sobrevive al invierno y un nimero menor
puede sobrevivir dos inviernos (Hilgers et al., 2019). Se considera que la vida media en libertad es
de un ano, ya que la depredacion y/o los cambios estacionales del entorno son las principales
causas de muerte de los peces medaka en libertad. Egami informé de que la vida media es inferior
a tres afos y la vida maxima es de aproximadamente cinco afios en condiciones experimentales

(Egami 1971).

La mayoria de los teledsteos tienen un par de gonadas, que comprenden un lébulo
izquierdo y un Iébulo derecho. Sin embargo, en el medaka los I6bulos estan fusionados y se situan
en la region dorsal de la cavidad abdominal posterior. El testiculo aparece como una larga
estructura blanca, que a veces se encuentra incrustado en cuerpos grasos bien desarrollados

(tejido adiposo) compuestos de numerosas particulas blancas, y la superficie del testiculo esta
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cubierta de mesorquio. Un vaso sanguineo relativamente grande recorre el centro de la superficie
ventral del testiculo. El testiculo posterior conecta con un conducto eferente que desemboca en la
cloaca. El conducto eferente esta situado en el centro y discurre longitudinalmente; del conducto
irradian tubulos seminiferos cortos hacia las regiones periféricas. Los espermatozoides se
almacenan en este conducto hasta la eyaculacion. Las espermatogonias, fuente primaria de
gametos, se localiza en las regiones mas periféricas de cada tubulo. Las células germinales
sometidas a gametogénesis se dividen sincronicamente como un quiste rodeado de células de
Sertoli y se desplazan hacia un conducto eferente a medida que avanza la gametogénesis (Figura
3). Asi pues, la espermiogénesis se produce en las proximidades del conducto eferente (Murata et

al., 2019).

Testiculos
Medaka

Proliferacion

. @ Espermatogonia B

® Espermatocitos
i 1rios y 2rios Meiosis

® Espermatidas

Espermiogénesis

¢ Espermatozoide

Figura 3: Representacion esquematica de la estructura de testiculos en medaka. (A) Testiculos

restrictos de medaka con presencia de las espermatogonias en la region distal. (B) Composicion
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de cada tubulo testicular, en la parte distal de cada tubulo encontramos los cistos formados por
células de Sertoli que contienen las espermatogonias tipo A, las cuales se dividen por proliferaciéon
tipo | para autorrenovarse, y por proliferacion tipo Il cistica para diferenciarse a espermatogonias
tipo B. Las espermatogonias tipo B entran a meiosis dando lugar a los espermatocitos primarios
(1rios), y una vez avanzada la meiosis se da lugar a los espermatocitos secundarios (2rios), que
rapidamente avanzan dando lugar a las espermatidas. Las espermatidas se transforman en

espermatozoides, durante las espermiogénesis. Esquema modificado de Iwai et al., (2006).

En el tipo de testiculo espermatogénico restricto, como el de O. latipes, las
espermatogonias de tipo A se localizan en la region periférica en el lobulillo, regién germinal en el
testiculo, y existen muchos espermatocistos hacia el centro donde se localiza el conducto eferente.
El espermatocisto es un quiste de células de Sertoli que contiene espermatogonias de tipo B,
espermatocitos primarios y espermatocitos secundarios. Se trata de una estructura comun en los
testiculos de los vertebrados de aparicion evolutiva mas temprana (Pudney 1993). A medida que la
espermatogénesis progresa de forma sincronica en cada espermatocito, el propio espermatocito
se desplaza hacia el centro del testiculo (Grier 1981), lo que da lugar a la localizacion de los
estadios mas tempranos de las células germinales en la periferia y los estadios mas tardios hacia
el centro. Cuando se completa la espermatogénesis, los espermatozoides de cada espermatocito

se liberan en el conducto eferente y contribuyen a la reproduccion diaria (lwasaki et al., 2009).
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PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis

La via Notch participa en la proteccion de las espermatogonias frente al estrés por temperatura.

Objetivo general

Evaluar la via de sefializacion Notch en la proteccion de las espermatogonias durante un evento

de estrés por temperatura.

Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la temperatura en la linea germinal en el pez Oryzias latipes.

e Establecer la regidn del testiculo donde la via Notch se activa por un estrés térmico.

e Evaluar el rol de la via Notch en la supervivencia de las espermatogonias del tipo A.
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MATERIALES Y METODOS

Origen de los animales y diseifio experimental.

Todos los experimentos realizados en esta tesis fueron llevados a cabo con la linea hi-medaka (ID:
MT835) de la especie Oryzias latipes, perteneciente al orden Beloniformes y familia
Adrianichthyidae. Esta linea fue suministrada por el Proyecto Nacional de Recursos Biologicos de
Japén (National BioResource Project: NBRP; www. shigen.nig.ac.jp/medaka/). Todos los peces
fueron mantenidos y alimentados segun las condiciones y protocolos estandar establecidos para
Medaka por Kinoshita et al. (2012). Los peces se manipularon de acuerdo con el manejo de
animales de laboratorio (Handbook on the Care and Management of Laboratory Animals,

http://www.ufaw.org.uk) y reglamento institucional interno (CICUAE UNSAM 17/21).

Experimentos in vivo con altas temperaturas

Brevemente, 35 peces macho fueron criados en un tanque de 10 L a 25 °C £1 bajo un fotoperiodo
de 14 h de luz/10 h de oscuridad durante 2 semanas. Posteriormente, para el experimento de
estrés por calor, la temperatura se elevo a 33 °C 1 durante 30 dias. El grupo control se mantuvo
en condiciones normales de la sala de cria a 25 °C 11. Para el muestreo, a 5 peces de cada grupo
se les extrajo el testiculo a los 3, 10 y 30 dias tras el inicio del experimento para su posterior
analisis. Los peces fueron anestesiados mediante choque térmico en hielo, seguido de un corte en
la notocorda antes de proceder con la diseccion, la cual se llevd a cabo utilizando un estereoscopio

marca Nikon modelo SMZ745, empleando tijeras y pinzas de diseccion.
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Experimentos ex vivo con DAPT

Para llevar a cabo experimentos ex vivo con las secciones testiculares, los peces fueron
anestesiados con un shock de frio en hielo y luego sacrificados. Seguidamente se diseccionan los
testiculos bajo el microscopio estereoscopico, utilizando pinzas vy tijeras estériles. Las gonadas se
extrajeron y se colocaron en solucion salina tampoén fosfato (PBS) 1 Molar con penicilina
estreptomicina 1x (Gibco; Thermo Fisher Scientific™, Waltham). Luego se enjuagaron,
posteriormente se cortaron en trozos de aproximadamente 1 mm y se dejaron en medio L15
(Gibco) con antibiético durante la noche a 25°C. Luego se colocaron de 2 a 4 trozos de testiculo en
cada pocillo con 1 ml de medio con DAPT (Selleckchem, Hou-ston), un inhibidor de la y-secretasa
que inhibe indirectamente a Notch impidiendo el clivaje de y-secretasa en concentraciones de
12,5 yM y 25 pM. EIl control se incubd con DMSO (Sigma-Aldrich; Merck, Rahway), a una
concentracion final de 0,1%, que se utilizé como diluyente de DAPT. La incubacion fue realizada

durante 24 h en estufa (Thermo Fisher Scientific™) a 25 °C (NT) o0 33 °C (HT) y 5% CO2.

Extraccion total de ARN

Se extrajo la mitad del testiculo de los machos para analizar la expresién génica. La extracciéon de
ARN total se llevé a cabo utilizando 300 pL de TRIzol® (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific™), se
siguio las instrucciones del fabricante. EI ARN de cada muestra se utilizé (500 ng) para la sintesis

de ADNCc utilizando la enzima SuperScript Il (Invitrogen).

PCR cuantitativa en Tiempo Real (RT-gPCR)

Para llevar a cabo los ensayos de RT-gPCR se disefiaron oligonucledtidos especificos para cada

gen (Tabla 1) usando el software Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl). Previo al uso de cada
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oligonucledtido se validé su especificidad y se determiné su eficiencia de amplificaciéon (100 £ 10%,
R2 > 0.98). Las reacciones de qPCR se realizaron en placas de 96 pocillos en el termociclador de
tiempo real Agilent MX3005P Multiplex gPCR (Stratagene). Cada reaccioén fue llevada a cabo con
2x Fast Start SYBR Green Universal Master Mix con ROX (Roche), empleando condiciones
estandar de amplificacion con un ciclo inicial de 1 minuto a 95°C, seguido de 45 ciclos de 95°C por
10 segundos y 60°C por 30 segundos. Para cada amplificacion se realizaron dos réplicas técnicas,
y al final de cada amplificacion se analizaron las curvas de melting para verificar la amplificacion
especifica de cada producto, descartando aquellas muestras que presentaran algun desvio de la
normalidad. En cada experimento se incluyeron controles negativos, sin ADNc, para confirmar la
ausencia de productos amplificables en el medio de la reaccion. Finalmente, el método de
cuantificaciéon empleado fue el delta-delta Ct (AACt), utilizando como gen de referencia el gen de la
proteina ribosomal L7 (rpl/7) (Castaneda Cortés et al. 2019; Zhang y Hu, 2007) y el factor de

elongacion alfa (ef-1a) (Arias Padilla et al. 2021).

Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en técnicas de cuantificacion y sintesis de sondas de esta

tesis.
Nombre Numero de acceso a Secuencia oligonucleétidos Experimento
ENSEMBL (5°-3)
oct4 ENSORLG00000010471.2 Fw: GGCCCCGGCTTTCTTTG WMISH
Rv: CTCCGCTTCCTCTTCCTGGTG
amh NM_001104728.1 Fw:ACGCCACTTCTGCTTTTCAC
Rv: AAGTCCACAACATCCGCTTG
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notch1a ENSORLT00000006535 Fw:AAGGTCTGGAGGTGAACCAG
Rv: GTCGGTACAGGTTGCTCCAT
notch3 ENSORLG00000005980 PTG LA AT i
Rv: ATGGGGTTTGTGCAATTGGC
dll4 ENSORLG00000016743 Fw:AGCAAGCCTTGTTACAACGG
Rv: TCAAACCCATTTGCGCACAC
jag1a ENSORLG00000012175 Fw:AACATCGATGACTGCAGCAC
Rv: TGCACGTTGCTTCATCACAC
jag1b ENSORLG00000000972 Fw:TGTCAACGCCAAATCATGCC
Rv: ACCGTTCACCAAATCCTTGC
jag2a ENSORLG00000017877 POV AR LA e TER bRl
Rv: TGCACATTCACAGCGAAACC
jag2b ENSORLG00000017729 Fw:TGTGTGAACGCTAACGCTTG
Rv: TTGCATGTTGCCCCATTCTG
oct4 ENSORLG00000010471.2 Fw:TTGAGCGCGTATTTGCTGAC
Rv: ACTTGATGAAGTACGCCTCCCAG
p53 NM_001104742.1 Fw: TGCCAGCTTGCAAAAACCAG
Rv: AGAGTCCTCGTTTTGGTGGTG
rpl7 ENSORLG00000007967.2 Fw:CGCCAGATCTTCAACGGTGTAT

Rv: AGGCTCAGCAATCCTCAGCAT

RT-gPCR
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bcl2 XM 004079356.2 Fw: TATCGCGTTCTTCGAGTTCG
Rv: TCAATCCAGCTGTTGAGAGGTC

pen2 ENSDARG00000068698 Fw:ATTACTTGGGAGGCTTTGCG
Rv: TGCAGCTGTTCAGTGTAAGC

hes1 XM 004074234.2 Fw: GGGACTTTTTGCCAGTTTGA
Rv: TTTGTCGGGAGTTGTGTTCA

Histologia, cuantificacion celular e IF

Se tomaron muestras de la mitad restante del testiculo para histologia convencional e
inmunofluorescencia (IF). Los tejidos se fijaron primero en soluciéon de Bouin y se procesaron de
acuerdo con protocolos estandar para la preparacion de secciones histolégicas tefiidas con
hematoxilina y eosina. Luego, se seccionaron transversalmente utilizando un micrétomo DM
2125RT (Leica, Wetzlar, Alemania) de 4 a 5 ym de espesor. Para la cuantificacion celular,
seguimos nuestro trabajo anterior (Arias Padilla et al. 2021). Brevemente, se contaron tres
secciones gonadales para cada testiculo (n = 3-4 por punto de muestra), estableciendo la
distancia entre cada seccion para evitar contar la misma célula dos veces. Para reducir errores
técnicos, cada seccion se conté dos veces en todos los experimentos. Luego, las imagenes se
analizaron utilizando el software FIJI (https://imagej.nih.gov/ij/). Las células individuales se
contaron manualmente con el complemento Cell Counter para FIJI. Las espermatogonias se
contaron segun la descripcion de Iwasaki et al. (2009) y las células espermatogénicas siguiendo a
Schulz et al. (2010). Todas las fotografias de la seccidén se tomaron con una camara adosada a un

microscopio Eclipse E600 (Nikon, Tokio).

Para las IFs las secciones se lavaron con PBS 0,1 M (pH 7,4) y se bloquearon en PBS 0,1
M que contenia albumina sérica bovina al 0,5 % (Sigma-Aldrich) y Triton X100 al 0,5 % durante 60
minutos antes de la incubacion durante la noche a 4 °C con anticuerpo primario, anticuerpo
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anti-Pen-2 (1:200, conejo, LS-C135520, LSBio, Seattle). También se realizé un control negativo
para comprobar la especificidad sin el anticuerpo primario. Después de la incubacion, las
secciones se lavaron dos veces en PBS y se incubaron a temperatura ambiente (RT) durante 90
minutos con anticuerpos secundarios IgG anti-conejo conjugados con Alexa Fluor 488 (Thermo
Fisher Scientific™, A-11008) en una dilucion de 1:2000 en PBS. Después de la incubacion, las
secciones se enjuagaron dos veces con PBS y se montaron con medio de montaje Fluoromount
(Sigma-Aldrich) que contenia 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 5ug/ ml, Life Technologies; Thermo

Fisher Scientifc™).

Ensayo de TUNEL

Los explantos testiculares fueron fijados en solucion de Bouin (Formol, Acido Picrico y Acido
Acético), embebidos en parafina y cortados sagitalmente cada 5 ym en micrétomo de
deslizamiento (Leica) ubicandolos en portaobjetos tratados con TESPA (Sigma- Aldrich). Tras
desparafinar los cortes se procedio con la técnica de TUNEL (del inglés, TdT- mediated dUTP Nick
End Labeling, TdT: Terminal deoxynucleotidyl Transferase), la cual marca el fragmento terminal de
los acidos nucleicos resultado del corte de ADN generado durante la apoptosis (en otras palabras:
el marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa), para lo cual se
utilizo el kit de deteccion de muerte celular in situ con fluoresceina (Roche, Cell Death Detection
Kit, Fluorescein) siguiendo las recomendaciones del fabricante, permeabilizando con PBS-T (PBS
pH 7.4, TritonX100 0,1% Yy citrato de sodio 0.1%). La fluorescencia se observé con un microscopio
Nikon Eclipse E600. Para la cuantificacion de células TUNEL positivas, se cuantificaron 2

portaobjetos por testiculo para cada individuo (n = 3 por puntos de muestra).
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Hibridacion in situ en testiculos

Se realizaron las hibridaciones in situ (HIS) segun el protocolo descrito por Nakamura et al. (2006).
Para construir la sonda de oct4 (marcador de células troncales, también conocido como pou5f1;
Wang et al.,, 2011, del inglés Octamer-Binding Protein 4), se emplearon oligonucledtidos
especificos (Tabla 1) para amplificarlos por medio de PCR, clonarlos en el vector pGEM®-T
(Promega), y finalmente llevar a cabo la transcripcion in vitro. Para sintetizar las sondas de ARN se
procedi6 a la linealizacion de 10 ug de cada plasmido con enzimas de restriccion especificas. La
linealizacion se realizé hacia el extremo 5’ de la secuencia del gen con la finalidad de sintetizar una
sonda de ARN antisentido. Tras purificar el ADN linealizado se procedio a realizar la transcripcion
in vitro utilizando la ARN polimerasa T7. El marcaje de la sonda del gen oct4 (del inglés
Octamer-Binding Protein 4) se realizd con una mezcla de ribonucleétidos con uracilos marcados

con digoxigenina (DIG labeling mix, Roche).

Para llevar a cabo la HIS se emplearon explantos testiculares de tratamiento ex vivo, los
cuales fueron fijados en RNAse-free paraformaldehyde (PFA) at 4 °C, PFA 4% durante 16 horas a
4°C. Se utilizaron los explantos testiculares y se siguid el protocolo de HIS empleando la
permeabilizacion con metanol creciente (25, 50, 75y 100% 1X PBS DEPC), por 16 horas, después
se lleva de la misma forma a PBSw-DEPC (PBS preparado con agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) mas Tween 20 0,1%), hibridando a 66°C durante 16 horas, lavando e
incubando con anticuerpo anti-DIG-Alkaline Phosphatatase (Roche), para su posterior deteccion

en presencia de los sustratos NBT/BCIP (tetrazolio nitroazul/5-bromo-4-cloro-3-idolil fosfato).

Analisis estadistico

Los analisis histologicos se presentan como media * error estandar de la media (SEM) para

variables continuas y como porcentajes para variables categoéricas. EI cambio de veces y el
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andlisis estadistico de las cuantificaciones de RT-gPCR se realizaron utilizando la media
geométrica en el software FgStatistics, segun el método comparativo de expresiones genéticas
(Pfaff 2001). Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Prism 9 (GraphPad Software, San
Diego). Las variables continuas se compararon mediante analisis de varianza de una via (ANOVA),
seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey, para comparar la media de cada
grupo. Las variables continuas se compararon entre dos grupos mediante la prueba t-Student de
dos colas no apareadas. Todas las diferencias se consideraron estadisticamente significativas para

valores de p < 0,05.

31



RESULTADOS

Inhibicion de la espermatogénesis en machos criados a alta temperatura.

En este primer paso se analizé el proceso de espermatogénesis in vivo en adultos, manteniendo a
los machos adultos a temperatura normal (TN — 25 °C) o alta (TA — 33 °C) durante 30 dias
(Figura 4A). Inicialmente, la respuesta de medaka al tratamiento térmico se analiz6 mediante
histologia de los testiculos. Se observé que el numero de espermatogonias (CG: espermatogonias
indiferenciadas tipo A y espermatogonias diferenciadas tipo A como SGa; espermatogonias tipo B
como SGb) asi como el numero de quistes con CG no cambiaron por el efecto del tratamiento
(Figuras 4B, C). Ademas, la inhibicion de la proliferacion de SGa y SGb fue respaldada por la
regulacion positiva de amh, un conocido regulador de la proliferaciéon de células germinales
(Morinaga et al. 2007; Ohta et al. 2003; Rodriguez-Mari et al. 2010), a los 10 dias de tratamiento
térmico (tres veces en comparacion con TN) (Figura 5A). Por otro lado, observamos un aumento
en el numero de espermatocitos (espermatocitos primarios leptoténicos/cigoténicos;
espermatocitos primarios paquiténicos; espermatocitos diploténicos/metafase 1) a los 10 dias, con

una reduccién del numero a los 30 dias de tratamiento térmico (Figuras 4A, C).
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Figura 4. Inhibicién de la espermatogénesis en machos criados a alta temperatura. (A) Disefo
experimental: Se analizé la espermatogénesis en adultos criados a temperatura normal (TN - 25°
C, gris claro) y alta (TA - 33° C, gris oscuro) durante 30 dias. (B) Histologia: Secciones
transversales de testiculo tefiidas con hematoxilina y eosina (HyE) de machos adultos criados a TA
durante 0 (y control), 3, 10 y 30 dias. (C) Cuantificacion de células de espermatogénesis: Numero
de espermatogonias (SGs: espermatogonias indiferenciadas tipo A y diferenciadas tipo A como
SGa; espermatogonias tipo B como SGb), numero de quistes con SGs, nimero de espermatocitos
(espermatocitos primarios leptoténicos/zygoténicos; espermatocitos primarios paquiténicos;
espermatocitos diploténicos/metafase 1) y niumero de espermatidas (espermatidas tempranas,
intermedias y finales). Las variables continuas se compararon entre dos grupos mediante la prueba
t de Student no apareada de dos colas. La barra de escala representa 20 um. Las cuantificaciones
de las células espermatogénicas se compararon mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey, para comparar la media de
cada columna con la media de las demas columnas. Todas las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas para p < 0,05. NS, no significativo estadisticamente.

Ademas, el gen ndrg1b, caracterizado como un regulador negativo de la proliferacién de
células germinales quisticas (Arias Padilla et al. 2021), se regulé negativamente a los 10 dias de
tratamiento térmico (Figura 5B), lo que se correlaciona con el aumento del numero de
espermatocitos. En este sentido, el marcador de espermatogénesis sycp3, proteina 3 del complejo
sinaptonémico que se ha asociado con la metafase | de la espermatogénesis en medaka (Iwai et
al. 2006; Yuan et al. 2000), se regulé a la baja (Figura 5C), en concordancia con la reduccion del
numero de espermatidas (espermatidas tempranas, intermedias y finales) observadas a los 10

dias de tratamiento térmico (Figuras 4B, C, D).
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Figura 5. gqPCR: Cuantificacién de la abundancia de los transcritos (A) amh, (B) ndrg1by (C)
sycp3 a los 10 dias en testiculos de machos criados en TN y TA. Para la cuantificacion de la
abundancia de transcritos, los valores de amh, ndrg1b y sycp3 se normalizaron frente a la media
geométrica de los genes de referencia rpl7 y ef-1a. Las variables continuas se compararon entre
dos grupos mediante la prueba t de Student no apareada de dos colas. Todas las diferencias se

consideraron estadisticamente significativas para p < 0,05.

Apoptosis de la linea germinal de los testiculos a alta temperatura.

Para poder determinar el destino de la pérdida de células germinales en respuesta al aumento de
la temperatura, se evalud la aparicion de apoptosis en el tratamiento térmico. La via apoptdtica,
cuantificada por la abundancia de transcritos de p53 y bcl2, mostré una regulacion positiva en los
testiculos TA a los 10 dias (0,5- veces de p53 y dos veces de bcl2) en relacion con TN (Figura
6A), lo que sugiere que el tratamiento térmico indujo la apoptosis. Finalmente, el analisis de
apoptosis en la linea germinal mediante el ensayo TUNEL mostré un mayor numero de células

TUNEL positivas a los 10 dias de tratamiento (40 veces; Figura 6B, C). Ademas, a los 30 dias, el
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numero de células TUNEL positivas fue mayor en comparacién con el grupo de control (80 veces;
Figura 6B-C). Este mayor numero de células apoptéticas se encontré en la region medular del
testiculo, mientras que no se encontraron espermatogonias apoptéticas. Se observaron células en

la porcion distal del tubulo (Figura 6C), donde se localizan los SGa (ver mas abajo).
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Figura 6. Las altas temperaturas inducen la apoptosis en la linea germinal de los testiculos. (A)
Via apoptética: Cuantificacion de la abundancia de transcritos de p53 y bcl2 a los 0, 3, 10 y 30 dias
en testiculos de machos criados a temperatura normal (TN - 25° C, gris claro) y alta (TA - 33° C,
gris oscuro). (B) Células apoptoticas: Cuantificacion de células apoptoticas mediante ensayo
TUNEL a diferentes tiempos de muestreo y tratamiento térmico. (C) Ensayo TUNEL: Seccion
transversal del testiculo con ensayo TUNEL mostrando células apoptéticas (verde) y nucleos
tefidos con DAPI (azul) a los 0 (y control), 3, 10 y 30 dias (D). Para la cuantificacion de la

abundancia de transcritos, los valores de p53 y bcl2 se normalizaron frente a la media geométrica
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de los genes de referencia rpl7 y ef-1a. Las cuantificaciones de células apoptéticas se compararon
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de una via, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey, para comparar la media de cada columna con la media de todas las demas
columnas. Los valores p se indican cuando las diferencias entre tratamientos en el mismo dia de
muestreo difieren significativamente (P<0,05). NS, no significativo estadisticamente. La barra de

escala representa 20 pym.

Identificacion de Pen-2 en testiculos adultos

Para comprender mejor los reguladores responsables del mantenimiento del nimero de células
germinales (CG) durante el tratamiento térmico, se evaluod la via de Notch, una de las principales
rutas de sefalizacion implicadas en la regulacion de la proliferacion y la quiescencia de diversas
células madre (Blanpain et al. 2006; Conboy y Rando 2002). Como primer paso, se caracterizo la
presencia de Pen-2, la subunidad catalitica del complejo y-secretasa, en testiculos adultos
mantenidos en condiciones control (TN). Se observaron células positivas para Pen-2 en la porcion
distal del I6bulo testicular, que incluye la regién germinal donde se localizan las SSC (Figuras 7A,
B). Para verificar la co-localizacion de Pen-2 con las células germinales activas (SGa), se realizd
un ensayo de hibridacion in situ (HIS) utilizando una ribosonda contra oct-4. Se detectaron células
inmunorreactivas para Pen-2 (IrPen-2) en células somaticas que rodean a las CGa (células
positivas para oct4) (Figuras 7C, D), lo que sugiere que Pen-2 se expresa predominantemente en

células de Sertoli.
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Figura 7. Pen-2 se regula al alza durante el tratamiento térmico en machos. (A, B) Secciones
transversales de la porcion distal del I6bulo testicular en machos adultos criados en TN, con
expresion de Pen-2 (verde, inmunofluorescencia, IF) y nucleos tefiidos con DAPI (azul). (C, D)
Co-localizacion de Pen-2 (verde, IF) con oct-4 (azul, hibridacion in situ). Las barras de escala

representan 20 pm.

Regulacién positiva de Pen-2 en los testiculos a alta temperatura.

Tras caracterizar la localizacion de Pen-2 en el testiculo, el siguiente paso fue analizar su
expresion durante el tratamiento térmico. Luego se analizdé la expresion de pen-2/Pen-2
(transcripcion y proteina) en un tratamiento para adultos in vivo, manteniendo a los machos adultos
en TN y TA durante 30 dias (Figura 8A). En primer lugar, cuantificamos la abundancia de

transcripciones de genes relacionados con la via de Notch, como pen-2 y hes-1 (un conocido
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efector de Notch) (Henrique y Schweisguth 2019). En el tratamiento térmico, ambos genes estaban
regulados positivamente en 3 (pen2 1,5 veces y hes1 2,5) y 10 dias (pen2 y hes1 el doble en TA
respecto a TN) de tratamiento, no mostrandose diferencias al final del experimento (30 dias)
respecto a TN (Figuras 8A, B). Ademas, no se observaron diferencias en la abundancia de

transcripciones de pen-2y hes1 en TN entre los dias de muestreo (Figuras 8A, B).
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Figura 8. Via Notch: Niveles de abundancia de transcripcion de (A) pen-2y (B) hes1 alos 0, 3, 10
y 30 dias de tratamiento. La cuantificacién de la abundancia de transcritos se realizé mediante el
método de la media geométrica y los valores de pen-2 y hes1 se normalizaron frente a la media
geomeétrica de los genes de referencia rpl7 y ef-1a. Se indican los valores p cuando la abundancia
de transcritos entre tratamientos en el mismo dia de muestreo difiere significativamente (P<0,05).

NS, no estadisticamente significativo.

Ademas, se caracterizo la localizacion del Pen-2 en los testiculos de peces criados a alta
temperatura (Figuras 9A-D). Al comienzo del tratamiento (TN - O dias), Pen-2 mostré expresion en

39



las células somaticas que rodean las SGa de la porcion distal del I6bulo y en la regién medular del
testiculo (Figuras 9A, A '). Bajo tratamiento a alta temperatura, la expresiéon de Pen-2 se limité a la

porcion distal del I6bulo, donde se localizan los SGa (Figuras 9B — D, 9B’ — D’).

TA - 10 dias TA - 30 dias

Figura 9. IF de Pen-2 (verde) en testiculos de machos criados en TA alos 0 (A), 3 (B), 10 (C) y 30

(D) dias de tratamiento térmico, y nucleos tefiidos con DAPI (azul). Ampliaciéon de cada testiculo
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(linea naranja punteada) a diferentes tiempos de muestreo a los 0 (A'), 3 (B), 10 (C') y 30 (D') dias
de tratamiento térmico. La SGa se indica con una punta de flecha (C'-D'). Las barras de escala

representan 20 pym.

Activacion de la via Notch en testiculos bajo tratamiento a alta temperatura

Teniendo en cuenta la regulacién positiva de Pen-2/pen-2 y hes1, dos actores clave en la via
Notch, en testiculos mantenidos a alta temperatura, se midieron los niveles de transcripcion de
ligandos y receptores de esta via a los 10 dias de tratamiento. La transcripcion abundante de los
receptores notch-1a y notch3 (Fig. 4A, B), asi como los ligandos dll4, jag1a, jag1by jag2 (Figuras
10C-F), se regulé positivamente a alta temperatura en comparacion con el control. Por el contrario,
Jjag2b no mostré ninguna diferencia entre TN y TA a los 10 dias del tratamiento (Figura 10G). Esta
regulacién positiva de receptores y ligandos tras el tratamiento con temperatura respalda la

activacion de la via Notch en los testiculos sometidos a altas temperaturas.
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Figura 10. La via Notch se regula al alza en los testiculos a los 10 dias de tratamiento térmico.
Cuantificacion de la transcripcion de diferentes receptores de la via Notch (notchia, 3; A-B) y
ligandos (dll4, jag1a-b, jag2-2b; C-G) a los 10 dias en testiculos de machos criados a temperatura
normal (TN - 25° C, gris claro) y alta (TA - 33° C, gris oscuro). La cuantificacion de la abundancia
de transcritos se realizé6 mediante el método de la media geométrica y los valores de notch1a, 3,
dlli4, jag1a-b y jag2-2b se normalizaron frente a la media geométrica de los genes de referencia
rpl7 y ef-1a. Los valores p se indican cuando la abundancia de transcritos entre tratamientos en el

mismo dia de muestreo difiere significativamente (P<0,05).
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Inhibicion de la via Notch ex vivo en explantes de testiculos sometidos a altas temperaturas

Basandonos en la regulacién positiva de la via Notch y la expresion restringida de Pen-2 en la
region germinal del I6bulo distal, nuestro siguiente paso fue inhibir esta via bajo un tratamiento a
alta temperatura. Dada la complejidad de la via de Notch y la forma en que afecta el destino de
muchos tipos de células en diferentes tejidos (Campbell et al. 2006), se utilizé un enfoque ex vivo
con explantes de testiculos para analizar el papel protector de esta senalizacion intercelular.
Inicialmente, se indujo apoptosis a partir de 3 h de exposicion, con una regulacion positiva en p53
(Figura 11A). Ademas, no se observaron diferencias en la transcripcion de p53 entre las 3, 12y 24
h de exposicién a alta temperatura, llevando esto ultimo al siguiente experimento ex vivo. Ademas,
una respuesta dependiente de la dosis mostré que las condiciones mas altas para bloquear la
accion de Notch oscilaron entre 12,5 (regulacion negativa moderada de hes?) y 25 yM (alta

inhibicion de hes7) de DAPT (Figura 11B).
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Figura 11. Optimizacion del tiempo y la dosis para el experimento ex vivo. (A) Curva de exposicidon
temporal de la abundancia del transcrito de p53 en explantes de testiculo incubados a temperatura

control (TN - 25° C, gris claro) y alta (TA - 33° C, gris oscuro), con muestreo a las 0, 3, 12y 24

43



horas. (B) Respuesta a dosis de DAPT: Niveles de abundancia de transcripcion de hes? (genes
diana cis de la via Notch) en explantes de testiculo adulto incubados durante 24 horas a 0, 6,25,
12,5, 25, 50 y 100 uM de DAPT (inhibidor de y-secretasa). La cuantificacion de la abundancia de
transcritos se realiz6 mediante el método de la media geométrica y los valores de p53 y hes1 se
normalizaron frente a la media geométrica de los genes de referencia rpl7 y ef-1a. Los valores p se
indican cuando la abundancia de transcritos entre tratamientos en el mismo dia de muestreo difiere

significativamente (P<0,05).

Finalmente, en el experimento ex vivo con los explantes de testiculos (Figura 12A), como
habiamos observado previamente, hes? aumenta su expresion a alta temperatura. Sin embargo,
cuando los explantes testiculares sometidos a alta temperatura se tratan con el inhibidor de la via
de Notch, el DAPT, se observé una pérdida de la regulacién positiva de hes? (Figura 12B), lo que
muestra que se inhibid la respuesta de la via de Notch. Ademas, la expresion del marcador de
células madre oct-4 solo se vio afectada por el tratamiento con temperatura, mostrando una
regulacion positiva (Figura 12C). Curiosamente, en la temperatura con el tratamiento DAPT se
observé una reduccion de estos niveles en los explantes testiculares, presentando niveles
similares al tratamiento control. Esto sugiere una reduccion de SGa y un efecto protector de Notch

sobre el destino de las células germinales bajo estrés térmico.
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Figura 12. La via Notch protege a la espermatogonia tipo A de la pérdida inducida por el calor. (A)
Disefio experimental del enfoque ex vivo, en el que se incubaron explantes de testiculo adulto
durante 24 horas a temperatura control (TN - 25° C, gris claro) y alta (TA - 33° C, gris oscuro) con
DAPT (inhibidor de y-secretasa; 12,5 y 25 yM) por ftriplicado. (B-C) Niveles de abundancia de
transcripcién de hes? (B, genes diana cis de la via Notch) y oct-4 (C, gen marcador del estado del
tallo) en diferentes tratamientos. La cuantificacién de la abundancia de transcritos se realizd

mediante el método de la media geométrica y los valores de hes? y oct-4 se normalizaron frente a
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la media geométrica de los genes de referencia rpl7 y ef-1a. Los valores p se indican cuando la
abundancia de transcritos entre tratamientos en el mismo dia de muestreo difiere

significativamente (P<0,05).
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DISCUSION

En los sistemas multicelulares, incluidos los vertebrados, las células germinales son el origen de
nuevos individuos y la fuerza impulsora de la diversidad genética y por lo tanto, de la evolucion.
Esta notable capacidad de las células germinales ha inspirado a muchos investigadores a realizar
enormes esfuerzos en estudiar los mecanismos que subyacen al desarrollo de las mismas
utilizando una amplia variedad de organismos modelo. El 6rgano donde se van a desarrollar las
células germinales es la génada (ovario y testiculos), lugar donde estas células adquieren
caracteristicas especificas del sexo biolégico durante el desarrollo gonadal. Esto constituye un
proceso excepcional, complejo y de varios pasos, que incluye la migracién de células germinales
primordiales (PGCs, del inglés primordial germ cells) hasta alcanzar el primordio gonadal. Tras
este paso, las PGCs adquieren competencia para gametogénesis dando lugar a las células
madres germinales embrionarias (CMGEs) de caracter pluripotencial, seguido de una proliferacion
mitética-cistica, proliferacion, diferenciacion y finalmente inicio de la meiosis (Tanaka, 2016; Zhang

et al., 2016; Arias Padilla et al., 2021).

Ciertas caracteristicas de los ciclos celulares mitético y meidtico son universales. Durante
el ciclo celular mitético, el genoma se replica durante la fase S, los cromosomas duplicados se
segregan unos de otros durante la fase M y luego se incorporan en dos hijas diploides. La fase S
va precedida de G1, una etapa en la que se ejercen los controles clave del desarrollo, y va seguida
de G2, una etapa caracterizada por el crecimiento y la preparacion para la fase M. En los
animales, las PGCs proliferan mediante el ciclo celular mitético en los embriones, y las CMGs
adultas dependen del ciclo mitdtico para autorrenovarse (Kimble, 2011). Antes del inicio de la
meiosis, las CMGs proliferan por mitosis sincrénica, sucesiva e incompleta. Este tipo de
proliferacion mitotica genera grupos celulares interconectados por puentes celulares conocidos
como cistos, que estan rodeados de células somaticas. Por ejemplo, en Drosophila las CMGEs

experimentan cuatro rondas de divisiones mitoticas sincrénicas, justo antes de entrar en meiosis,
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dando lugar a cistos de 16 células, las cuales formaran el armazon celular para la formacion de
gametos (Hinnant et al., 2017). Tal es asi que después de varias rondas de divisién mitética, las
CMGEs ingresan a la meiosis para convertirse finalmente en ovocitos o espermatozoides (Matova
y Cooley 2001; Lei et al., 2013; Tanaka, 2016; Arias Padilla et al., 2021). La sostenibilidad de la
espermatogénesis, y por ende del éxito reproductivo, se basa principalmente en la capacidad de
las células madre espermatogoniales (SSCs) de decidir entre estos dos tipos de division: la
autorrenovacion para mantener el numero adecuado basal de células madre o la division

diferenciadora que dara inicio a la meiosis para la produccion continua de espermatozoos.

Para que ocurra normalmente la espermatogénesis es necesaria una homeostasis en el
testiculo, la cual puede verse afectada por perturbadores externos, como agentes quimicos o
fisicos (Delbés et al., 2022). Entre los factores estresantes que afectan la reproduccién, el aumento
de la temperatura es especialmente relevante debido al cambio climatico actual (Hou, et al. 2015;
Alix et al., 2020). A la luz de la actual crisis climatica, una cuestion clave y oportuna a considerar
es como la temperatura afecta a la reproducciéon. Varias lineas de evidencia indican que la
fertilidad masculina se ve afectada negativamente por el aumento de las temperaturas ambientales
en una amplia gama de organismos, incluyendo plantas, corales, insectos y vertebrados (Walsh et
al., 2019; Gonzalez- Tokman et al., 2020; Kumar et al., 2021; Mishra, 2021). Los peces por
ejemplo, al tener una capacidad limitada para termorregular son especialmente susceptibles al
cambio climatico, sobre todo al aumento de las temperaturas agravado por la pérdida de habitats
de refugio (Vagner et al., 2019; Wang et al., 2010; Kjesbu et al., 2014). En este contexto, el
presente estudio demostrd que la exposicion a altas temperaturas en machos adultos de medaka
induce la interrupcion de la espermatogénesis, lo cual afectaria negativamente el éxito

reproductivo.

Nuestros datos de la inhibicion de la progresion de la espermatogénesis por hipertermia se

encuentran en concordancia con experimentos previos en mamiferos, en donde el aumento de la
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temperatura compromete los diferentes tipos de células germinales (Carlsen, 2003; Hansen, 2009).
Por ejemplo en humanos un episodio febril durante el periodo postmeidtico de la
espermatogénesis (espermiogénesis) afecta negativamente la concentracién, la morfologia y la
motilidad de los espermatozoides (Carlsen, 2003). Resultados similares fueron reportados en nifos
que presentan criptorquidia o los testiculos no descendidos, que es la anomalia genital mas
frecuente en los varones. El riesgo de infertilidad en la edad adulta es mas significativo en
pacientes con testiculos no descendidos bilaterales (Chung et al., 2015). Aproximadamente el 10%
de los varones infértiles tienen antecedentes de criptorquidia y orquidopexia (Robin et al., 2010).
La azoospermia es evidente en el 13% de las criptorquidias unilaterales y aumenta hasta el 89%
en las criptorquidias bilaterales no tratadas (Urry et al., 1994). En el caso de los peces teledsteos
la exposicion cronica a hipertermia produce la pérdida de la linea germinal, con excepcion de las
SSCs, que tienen la capacidad de recuperar la linea germinal una vez que los parametros fisicos
vuelven a las condiciones normales de la especie (Ito et al., 2008). Sin embargo, no se habian
descrito los estadios espermatogoniales en donde este fendbmeno ocurre en este grupo de
vertebrados. En el presente trabajo observamos que la exposicién de adultos machos de medaka
a hipertermia produce una detencion inicial en la metafase | con una pérdida final de células
espermatogénicas, a excepcion de los GCs. Nuestras observaciones, al igual que las realizadas en
otras especies de vertebrados, soportan la capacidad de las CMGs de mantenerse en un estado
de quiescencia, frenando la progresion de la espermatogénesis, y por lo tanto protegiéndose de

esta forma de la apoptosis.

Aunque el aumento de las temperaturas promueve la espermatogénesis mediante la
diferenciacion de las espermatogonias (Alvarenga y Franca 2009), la persistencia prolongada a
altas temperaturas causa una reduccion en la linea celular espermatogénica debido a un aumento
en la apoptosis en la mayoria de las células del testiculo (Ito et al. 2008b; Rockett et al. 2001).

Llamativamente, las unicas células que resisten este estrés fisico son las espermatogonias tipo A
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(Ito et al. 2008a, b; Majhi et al. 2009). Estas células madre se mantienen en un estado de reposo o
quiescente, una estrategia que las protege del estrés al inhibir las sefales que activan la
diferenciacion, ya sea intrinsecas o mediante interacciones entre células (Chen et al. 2017; Liao et
al. 2014; Zhou et al.2017). Por este motivo, la interpretaciéon del mecanismo que permite a estas
células persistir durante el estrés tendria implicaciones importantes para comprender la reduccion
de la fecundidad masculina, la calidad del esperma o incluso la infertilidad. En nuestro modelo
experimental, el pez medaka, el estrés térmico demostréo inducir la pérdida de la linea
espermatogénica, de espermatocitos a espermatozoides. Esta pérdida de la linea germinal se
debid principalmente a la induccién de la apoptosis, la cual se observé tempranamente mediante la
regulacion positiva de genes relacionados con la apoptosis, como p53 y bcl2, lo que indica que
tanto la via apoptética como la antiapoptoética estan activas bajo estrés térmico. Sin embargo, lo
mas interesante en el tratamiento térmico fue que observamos células apoptoéticas principalmente
en la regién medular del testiculo, pero no en la porcion distal del I6bulo donde se localizan las
SSCs. Estos hallazgos en medaka coinciden con lo reportado recientemente en el pez cebra
donde fue observado que la apoptosis se inicia primero en las células somaticas Trpv4 positivas
(células de Leydig). En ese trabajo descubrieron que en las células de Leydig el gen Trpv4, que
codifica el canal i6nico sensible a la temperatura se regulaba al alza, especificamente a altas
temperaturas. Ademas, la alta temperatura también redujo la sintesis de hormonas en las células
de Leydig y provocdé una pronta regulacion a la baja de la motilidad de los espermatozoides
(Yamamoto et al. 2024). Estos resultados sugieren que las SGa son menos susceptibles a la
apoptosis que otras células germinales y somaticas, lo que sugiere ademas la existencia de un
mecanismo protector de la diferenciacion de SGa bajo estrés térmico. Ademas, en la region
germinal del testiculo, donde se encuentran las SSCs, observamos la activacion de la via Notch.
La inhibicion de esta via bajo estrés térmico provocéd un rapido deterioro de las células madre

germinales espermatogénicas, sugiriendo que la activacion de la via Notch es esencial para el
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mantenimiento de la linea germinal y podria asegurar la recuperacion mediante el restablecimiento

del ciclo espermatogénico.

Se ha observado que la via Notch protege a diferentes tipos celulares de la apoptosis
(Chadwick et al., 2010; Zetterberg et al.,, 2006). La apoptosis por una hipertermia también fue
corroborada en un trabajo reciente donde se evalu6 caspasa 3, observandose que, en principio,
las células madres germinales no son positivas para la caspasa 3 clivada (Yamamoto et al., 2024),
lo que convierte a la via Notch en una interesante opcidn a analizar en la proteccién que presentan
las espermatogonias ante un estrés térmico. En este sentido, la accion protectora de la apoptosis
de Notch fue corroborada en embriones de pez cebra usando morfolinos contra pen-2 y DAPT,
como inhibidor de la actividad de este complejo y-secretasa (Zetterberg et al., 2006), esencial para
la correcta escision y transduccién de sefales en el interior de la célula (Zhang et al., 2000). En el
presente trabajo analizamos la expresion del miembro Pen-2 de la via Notch durante el estrés
térmico, donde pen-2 se expreso en niveles altos y, curiosamente, la proteina se limitd a la porcién
distal del I6bulo que rodea las SSCs, presuntamente en células presuntivas de Sertoli (Alix et al.,
2020; Nishimura et al., 2016; Schulz et al.,, 2010). En este sentido, nuestras observaciones
establecerian una comunicacion entre células que protegen las SSCs de la apoptosis inducida por
altas temperaturas, y la via de Notch desempefiaria un papel importante en dicho mecanismo

protector.

Ademas de la proteccion de las células germinales, la sefializacién Notch se ha relacionado
con la regulacién del estado de autorrenovacion y/o la prevencion de la diferenciacion de las SSCs
a través de la regulacién de Nanos2, Stra8, Bcl6b, Cxcr4 y otros genes en las espermatogonias
tipo A indiferenciadas o SGa (Chen et al., 2005; Garcia et al., 2017, 2014; Oatley et al., 2006; Sada
et al., 2012). Esta activacion diferencial por temperatura en medaka promoveria la protecciéon a
través de un estado de quiescencia y la inhibicion concomitante de la diferenciaciéon de SGa

mediante la supresion de la espermatogénesis. La regulacion negativa de Notch se produce
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mediante la activacion de la expresion de Jag1 (jagged 1) en células germinales que expresan
Jag1 (Garcia et al. 2014, 2017; Makela y Hobbs 2019), un ligando que se expresa en altos niveles
en nuestro estudio del tratamiento térmico en el pez medaka. En el caso del receptor NOTCH1, se
expresa en células germinales indiferenciadas y en células de Sertoli de testiculos de ratédn,
mientras que el ligando DIl4 se expresa de forma ubicua en células germinales y en algunas
células de Sertoli (Murta et al. 2013). Durante la embriogénesis, la activacion constitutiva de la
sefalizacion NOTCH1 en las células de Sertoli provocé la salida de los gonocitos del estado de
quiescencia (Garcia et al. 2013). En moscas, la senalizacion de Notch controla directamente el
desarrollo y mantenimiento de las células madre de la linea germinal (Kimble y Crittenden 2007;
Mclintyre y Nance 2020), lo que refuerza la importancia de la sefalizacion de Notch de célula a
célula en la regulacion de la diferenciacion de las células germinales. En este sentido, nuestros
resultados respaldan un fuerte vinculo entre la activacion de la via Notch y la inhibicién de la

espermatogénesis al aumentar la temperatura en peces.

Ademas, la inhibicidn de la proliferacion de SGa se observé a nivel celular por la pérdida
del linaje espermatico, y también a nivel molecular por el aumento de genes relacionados con la
inhibicion de la proliferaciéon de células germinales en peces, como amh (Morinaga et al. 2007).
Ademas, se observa un aumento inicial en la proliferaciéon de espermatocitos al aumentar la
temperatura, lo que se corrobora con una disminucion del inhibidor de la proliferacién quistica
ndrg1b (Arias Padilla et al. 2021). Sin embargo, estos espermatocitos se detienen en la metafase |,
como también lo corrobora una disminucion de los marcadores de esperma, como sycp3 (lwai et
al. 2006; Yuan et al. 2000). Algo remarcable es que si persiste la exposicion a altas temperaturas
se observa una drastica disminucion en el numero de espermatocitos y espermatidas, resultando
un testiculo con un numero limitado de espermatogonias. Curiosamente, aunque nuestros
resultados en medaka respaldan la activacion de la via Notch, incluidos los receptores, ligandos,

y-secretasa y los respectivos efectores de esta via, la activacion de las senales de Notch parece

52



funcionar en la direccién opuesta a la descrita anteriormente en otros trabajos, en la que la sefial
de entrada (alta temperatura) parece ser detectada por SGa, mientras que la salida parece estar
en las células somaticas que presentaron una alta expresion de Pen-2, presumiblemente células
de Sertoli (Nishimura e alt 2016). Esta activacion diferencial por temperatura en medaka
promoveria la proteccion a través de un estado de inactividad y la inhibicion concomitante de la

diferenciacion de SGa mediante la supresion de la espermatogénesis.

Otra observacion interesante con relacion a la apoptosis observada a altas temperaturas en
las células de la gdnada es una gran diferencia en el curso temporal de la respuesta apoptoética a
la temperatura entre los experimentos in vivo y ex vivo. Estas diferencias en la respuesta podrian
depender de que la exposicidon en un organismo completo presenta regulaciones diferentes o mas
complejas que las del cultivo de tejidos, tanto a nivel celular y paracrino, como a nivel sistémico y
endocrino, lo que implica una limitacion ya bien conocida en las experiencias de las exposiciones
en experimentos ex vivo. Todo el organismo presenta diferentes estrategias para afrontar el
aumento de temperatura a nivel sistémico, como la elevacion del cortisol a través de una
traduccion cerebral por la hormona liberadora de corticotropina (Crh) en el hipotalamo, para la
posterior sintesis de este glucocorticoide en la glandula suprarrenal/interrenal, y su accion
moduladora en los 6rganos diana, como por ejemplo la gonada (Wang et al. 2011). En este sentido
se ha observado en peces, como la anguila japonesa y el pejerrey, que un aumento de
temperatura va acompafado de un aumento de cortisol, la principal hormona del estrés, a través
de la activacion de Crh en el cerebro (Fernandino et al. 2012; Mommsen et al . 1999; Ozaki et al.
2006). Este aumento de cortisol produce una elevacion concomitante de los niveles de
andrégenos, como efecto secundario, que promueve un aumento inicial de la espermatogénesis
(Mommsen et al. 1999; Ozaki et al. 2006). Luego, bajo estrés térmico crénico, este efecto
disminuye y se puede detectar un aumento de la apoptosis, como en nuestro estudio, asi como en

experimentos realizados en otras especies (lto et al. 2008a). En cambio, el cultivo ex vivo no
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presenta estas modulaciones homeostaticas ante factores externos, por lo que sus respuestas
pueden acelerarse por el contacto directo con el estresor, en este caso la temperatura. Siempre
teniendo en cuenta las limitaciones del enfoque ex vivo, la combinacion de experimentos in vivo 'y
ex vivo ha permitido dilucidar la regulacion de la via Notch en la proteccién de SGa frente al
aumento de temperatura, mecanismo que cobra mayor relevancia en el escenario actual de

calentamiento global/cambio climatico.
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CONCLUSIONES GENERALES

El hallazgo mas significativo de esta tesis radica en la funcion crucial que desempena la via de
sefializacion celular NOTCH en la supervivencia de las células madre germinales, particularmente
en condiciones de estrés térmico. Se ha observado que, bajo estrés térmico, la via NOTCH, a
través de su receptor notchl1a y sus ligandos dll4 y jag1-2, desempefia un papel importante al
mantener a las células madre germinales en un estado de quiescencia. En este estado de
quiescencia, las células madre germinales se encuentran protegidas de la diferenciacién y la
apoptosis, permitiendo que ante la recuperacién de las condiciones normales para esta especie la

espermatogénesis pueda reactivarse y recuperarse.

Sin embargo, al bloquear esta sefial mediante la inhibicién de Pen2, la subunidad de la
enzima gamma secretasa necesaria para la activacion de la via NOTCH, se interrumpe este
mecanismo de proteccion. Como consecuencia, las células madre germinales pierden su estado
quiescente protector y pueden comenzar a diferenciarse dentro de la linea germinal, lo que

potencialmente las hace mas susceptibles a la apoptosis.

Estos hallazgos sugieren un papel fundamental de la via NOTCH en la regulacién de la
homeostasis de las células madre germinales bajo condiciones de estrés térmico. Ademas,
destacan la importancia de comprender los mecanismos moleculares subyacentes a esta via de
senalizacidon en el contexto de la espermatogénesis y la respuesta celular al estrés ambiental. En

base a estos resultados hemos establecido un modelo abreviado en la Figura 13.
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Figura 13. La activacion de la via Notch en células somaticas del testiculo induce la inhibicién de
la espermatogénesis bajo exposicion a temperaturas elevadas. SGa: espermatogonia de tipo A;

SGb: espermatogonia de tipo b; Sc: espermatocito; Sd: espermatida; Sz: espermatozoide.
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DIRECCIONES FUTURAS

Ampliar el conocimiento y evaluar las diferentes posibilidades que pueden surgir en la
interaccion célula-célula y su resultado final permitira profundizar en la comprensién de esta
comunicacion y la plasticidad de las sefales, especialmente en la linea germinal y el
estudio del nicho celular en sistemas complejos que involucran un gran numero de sefales
y diferentes tipos celulares.

Es fundamental determinar como las células pueden protegerse frente a adversidades en
un momento en que el calentamiento global, el cancer, los teratégenos y los tratamientos
reproductivos son temas que cada vez adquieren mas relevancia. La relacién entre los
receptores, los ligandos y el tipo de sefalizacion (pulsatil o continua) es un campo atractivo
que puede tener un impacto significativo en el tipo de sefial y su modulacion.

Es importante recordar que la via de sefializacion desempefia un papel crucial en el
desarrollo temprano. Por lo tanto, es esencial investigar con mayor detalle como ocurre
este proceso en el establecimiento de la linea germinal en estadios embrionarios.

Los modelos como Drosophila y murinos sugieren que el tamafo y la organizacién de las
células germinales madre estan estrechamente relacionados con la expresién de Notch y
su antagonista, un aspecto que aun no se ha explorado en peces. Considero que realizar
un estudio de lineas germinales utilizando la técnica de CRISPR con sus diferentes
variables (corte especifico, tipo celular especifico) brinda una oportunidad Unica para
comprender con mas detalle esta regulacion y su impacto en la proteccion y el estado

quiescente.
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