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RESUMEN

La temperatura es un importante factor ambiental que contribuye al drastico aumento de
la infertilidad masculina en el mundo. El aumento de temperatura o hipertermia afecta
mecanismos fundamentales que regulan la meiosis, como la sinapsis cromosomica,
crossing overs, y estabilidad del DNA, desencadenando apoptosis de espermatocitos. En
plantas, la hipertermia gatilla mecanismos epigenéticos que median la respuesta
meidtica frente al estrés térmico y permiten su adaptabilidad a largo plazo. En ratones, la
hipertermia altera el acetiloma de las células germinales y sugiere que el epigenoma
podria cambiar frente a este estrés. Sin embargo, aun se desconoce si la alta
temperatura induce cambios epigenéticos en las células germinales y si afecta el

establecimiento de la memoria epigenética durante la meiosis.

En esta tesis se estudio el efecto de la hipertermia testicular transitoria (42°C durante 15
minutos) sobre las modificaciones epigenéticas que silencian y remodelan la cromatina
de los cromosomas sexuales X-Y durante la meiosis masculina en raton a las 3, 48 y 120
horas post-hipertermia. Las modificaciones post-traduccionales de histonas se evaluaron
mediante inmunofluorescencia indirecta. Se encontraron cambios en la temporalidad de
H3K9me3 en las etapas de Paquiteno tardio y Diploteno temprano a las 48 y 120 hrs
PHT. También se encontraron variaciones en la intensidad de fluorescencia de todos los
marcadores analizados: yH2AX, H3K9me3, H2A K119ub y H3K4me1. Los hallazgos se
concentran particularmente a las 48 y 120 horas post-hipertermia. Los resultados
obtenidos indican que la hipertermia altera las modificaciones de histonas analizadas.
Mas investigacion es necesaria para identificar el origen de los cambios observados y su
implicancia biologica en los procesos de reparacion del DNA, silenciamiento

transcripcional y sobrevida de espermatocitos.



ABSTRACT

Temperature is an important environmental factor that contributes to the drastic increase
of male infertility around the world. High temperature or hyperthermia affects crucial
regulatory mechanisms of meiosis, such as chromosomal synapse, crossing overs and
DNA stability, leading to apoptosis of spermatocytes. In plants, hyperthermia triggers
epigenetics mechanisms that modulate the meiotic response to heat stress, allowing its
long-term adaptability. In mice, hyperthermia alters germ cells acetylome, suggesting
potential epigenetic changes due to heat stress. Nevertheless, it is still unknown whether
high temperature induces epigenetic changes in germ cells, affecting the epigenetic

memory during meiosis.

The present research studied the effect of temporary testicular hyperthermia (42°C for 15
minutes) on silencing and chromatin-remodeling epigenetic mechanisms on the X-Y sex
chromosomes during mice meiosis at 3, 48 and 120 hours post-hyperthermia. Histone

post-translational modifications were assessed by indirect immunofluorescence.

Variation in the timing of H3K9me3 were found in Late pachytene and Early diplotene
stages at 48 and 120H PHT. Changes were also found in the fluorescence intensity of all
the analyzed markers: (yH2AX, H3K9me3, H2A K119ub and H3K4me1). These findings
are particularly concentrated at 48 and 120H PHT. The results obtained indicate that
hyperthermia alters the histone post-translational modifications analyzed. More research
is needed to identify the origin of the observed changes and their biological implication in

DNA repair, transcriptional silencing and spermatocyte survival.



INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define la Infertilidad como la imposibilidad de
lograr un embarazo clinico manteniendo regularmente relaciones sexuales sin
emplear un método anticonceptivo durante 12 meses o mas. La prevalencia actual de
infertilidad es de 8-12% (1), afectando a 186 millones de personas a nivel mundial
(2). De todos los casos, aproximadamente el 50% son debidos a problemas
reproductivos masculinos y alrededor del 7% de los hombres a nivel mundial son

infértiles (3).

La infertilidad masculina se manifiesta como una combinacion de baja concentracion,
pobre motilidad y morfologia anormal de los espermatozoides. En los ultimos 40
afnos, la infertilidad masculina ha aumentado sostenidamente 1.6% por afio, con un
incremento global de 59.3% en la poblacidn mundial (4-6). Este aumento se
manifiesta a través de la presencia de oligospermia (recuento de esperma <15
millones/ml), astenospermia (motilidad total <40%), teratospermia (<4% de
espermatozoides con morfologia normal), o una combinacion de ellas. (1, 7); bajo
estos umbrales se reduce considerablemente la probabilidad de concepcion (8). Un
amplio numero de factores, tales como factores genéticos, envejecimiento,
enfermedades infecciosas y, por sobre todo factores ambientales, explicarian la
drastica disminucion del numero de espermatozoides y el incremento del riesgo de
infertilidad en la poblacion (9, 10). Esto da cuenta de un significativo y progresivo
deterioro en la salud reproductiva masculina que requiere con urgencia

investigaciones para dilucidar sus causas e implicaciones.



Influencia del ambiente y la temperatura en la espermatogénesis.

La alta temperatura, polucidn, ejercicio, dieta y estrés son ejemplos de factores
ambientales y de estilo de vida que disminuyen el numero de espermatozoides (11-
14) y alteran la fertiidad masculina, incluso por sobre factores genéticos o

infecciosos (10, 15-19).

En el caso de la temperatura, la linea germinal masculina es particularmente sensible
a cambios térmicos. En la mayoria de los mamiferos, la funcidon testicular y la
correcta progresion de la espermatogénesis es dependiente de la temperatura (20) y
por ello, al menos en el hombre y en el raton, la posiciéon de los testiculos en el
cuerpo asegura que estén entre 2°C y 8°C por debajo de la temperatura corporal
(21). Sin embargo, en situaciones cotidianas como largos periodos de sedentarismo
(17, 22, 23), banos calientes y saunas (18, 24), uso de ropa interior ajustada o
térmica (25), y el uso de computadores en el regazo (19, 26, 27), incrementan en

hasta 3°C la temperatura testicular.

La espermatogénesis es un proceso de tres etapas sucesivas que son
interdependientes entre si: proliferacion mitética de espermatogonias, meiosis de
espermatocitos, y espermiogénesis de espermatidas haploides (Figura 1).
Alteraciones en cada etapa pueden impactar en las etapas sucesivas, especialmente
considerando que la meiosis y espermiogénesis son hipersensibles al aumento de la
temperatura (28-30). Por el contrario, las espermatogonias son menos susceptibles a

la hipertermia y no sufren grandes alteraciones (31).
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Consecuencias de la hipertermia en la linea germinal y efectos en la meiosis.

En espermatocitos y espermatidas, la hipertermia produce dafio en el DNA (13, 31,
33) y apoptosis a partir de los 39°C (14, 30, 34). Asimismo, en espermatozoides
maduros se produce fragmentacion del DNA (35) y compactacion nuclear incompleta
(33). Tras la hipertermia, en las células germinales también se expresan proteinas de
shock térmico (o HSP por su sigla en inglés) (36), que previenen el plegamiento
incorrecto y la denaturacion de proteinas (37). Ademas, las HSPs gatillan la
transcripcion de proteinas chaperonas (38) y la represion de genes pro-apoptéticos,
permitiendo la sobrevida celular y evitando la destruccidn masiva de las células

germinales (39).

En la meiosis, la hipertermia afecta eventos centrales de la Profase |, como sinapsis,
recombinacion y formacion de crossing-over. En C. elegans, Drosophila y plantas, la
temperatura afecta significativamente la frecuencia y localizacion de los crossovers'y,
a T° extremas, causa la disrupcion del elemento axial del complejo sinaptonémico, lo
cual produce fallas en el apareamiento, sinapsis, recombinacion y segregacion
cromosomica (15). En ratén, el aumento de temperatura causa la presencia de
cromosomas aquiasmaticos durante Metafase |, sugiriendo que podrian estar
ocurriendo perturbaciones durante la formacion de crossing-over en Paquiteno (40).
Asimismo, ocurre una disminucion en la transcripcion génica, cambios en el splicing
e inhibicion de la traduccion de proteinas en general (29). Esto induce la
transcripcion de genes de shock térmico por parte de factores de shock térmico

(HSFs, Heat Shock Factors) y activa proteinas de shock térmico (HSPs, Heat Shock

12



Proteins), iniciando una cascada de eventos que confiere proteccion celular y permite

su adaptabilidad frente al aumento de temperatura (37, 41).

Pese a que la hipertermia causa la apoptosis de espermatocitos debido a
alteraciones masivas en el complejo sinaptonémico y dafio en el DNA (42), se han
encontrado espermatidas y espermatozoides que provienen de espermatocitos
sometidos a hipertermia con alteraciones en la integridad y compactacion del DNA,
de modo que algunos espermatocitos pueden culminar la meiosis y diferenciarse a
espermatozoides, pese a haber sufrido alteraciones en el genoma (13, 33). Este
fendbmeno es ampliamente reconocido en plantas, levaduras y moscas, en donde la
flexibilidad y adecuacion meittica frente a cambios de temperatura permite la

tolerancia a la hipertermia.

Respuesta Epigenética de las células germinales frente a la Hipertermia.

Se ha demostrado que en las células germinales hay mecanismos epigenéticos
involucrados en la respuesta celular frente a la hipertermia (43). Los mecanismos
epigenéticos regulan la funcion de la cromatina mediante modificaciones reversibles
como metilaciones en los dinucledtidos CpG en el DNA (44) y modificaciones
covalentes en histonas (45), asi como también mediante el reposicionamiento de
nucleosomas y la expresion de RNAs no codificantes (ncRNAs) (46). Estas
modificaciones son también heredables de célula a célula y de un individuo a otro, a
través de las células germinales. Varios estudios efectuados en plantas han
mostrado que los cambios epigenéticos juegan un rol fundamental en la plasticidad y

adaptabilidad de las células meioticas frente a la hipertermia. De hecho, no solo

13



regulan la expresion génica en respuesta al aumento de la temperatura, sino que
también permiten cambios transcripcionales a largo plazo y proveen “memoria” de
eventos de estrés que permiten la reaccién diferencial de las células germinales
frente a un subsecuente estrés (43). Este fendmeno en plantas, llamado
termotolerancia (47), estda mediado por una reprogramacion epigenética que incluye
cambios en el patron de metilacion del DNA, en la expresion de micro RNAs (miRNA)
y RNAs no codificantes largos (IncRNAs), y reduccién de la dimetilacion en la histona

H3K9 (H3K9me2) y trimetilacion de H3K4 (H3K4me3) (43).

En raton, analisis protedmicos de testiculos de ratones sometidos a hipertermia
(43°C) mostraron que el perfil del acetiloma (set completo de proteinas acetiladas en
el testiculo) cambia significativamente. Es asi como proteinas involucradas en la
motilidad del espermatozoide, proteinas kinasas y por sobretodo, histonas y
variantes de histonas, mostraron variaciones en los sitios de acetilacion, ademas de
cambios cuantitativos de acetilaciones en distintos sitios de las proteinas (48). Estos
resultados demuestran que en las células germinales de ratén, las modificaciones
post-traduccionales en las proteinas cambian significativamente frente a la
hipertermia y sugieren que estas variaciones impactarian en la organizacion
epigendmica, especialmente durante procesos claves de la espermatogénesis,

altamente sensibles a la temperatura, como son la meiosis y espermiogeénesis.
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Regulacién epigenética de la meiosis.

Durante la espermatogénesis, la proliferacion y diferenciacion celular estan
estrictamente regulados por mecanismos epigenéticos que son caracteristicos de las
células germinales y que controlan la generacion de un espermatozoide genética y
epigenéticamente competente (49). Particularmente durante la meiosis, mecanismos
epigenéticos modulan el apareamiento, sinapsis, recombinacion y actividad
transcripcional de los cromosomas, de una manera diferente entre autosomas y
cromosomas sexuales X e Y (50). La correcta ocurrencia de estos eventos es
fundamental para la funcién de la meiosis: generar células haploides con nuevas

combinaciones genéticas a partir de una célula diploide.

La regulacion epigenética de la meiosis comienza desde la primera etapa de la
Profase I. En Leptoteno, la acetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9ac) y la tri-
metilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3) en sitios especificos del genoma
guian la generacion de rupturas de doble hebra en el DNA (DSBs) para permitir el
reconocimiento y apareamiento entre los cromosomas homologos (51). La posterior
recombinaciéon del DNA durante las etapas de Zigoteno y principios de Paquiteno,
esta también guiada por mecanismos epigenéticos como la fosforilacion de la histona
H2AX (yH2AX), evento inmediatamente posterior a la generacion DSBs y gatillante
de una cascada de eventos que induce la reparacion del DNA (52). Las
modificaciones epigenéticas, como metilaciones en el DNA, enriquecimiento de
H3K4me3 y baja densidad de nucleosomas, son también necesarios para modular la

posicion y ocurrencia de los crossing-overs en el genoma (53, 54).
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Silenciamiento meidtico de los cromosomas sexuales (MSCI).

Durante la Profase | ocurre uno de los procesos epigenéticos mas importantes, bien
caracterizado y distintivo de la meiosis llamado silenciamiento meidtico de los
cromosomas sexuales X e Y (Meiotic Sex Chromosome Inactivation, MSCI). EI MSCI
permite la condensacion y silenciamiento transcripcional de las regiones no
homologas de los cromosomas sexuales durante las etapas tardias de la Profase |,
Paquiteno y Diploteno, lo cual es esencial para la generacién de las células
germinales y para la fertilidad masculina (55). Ademas, el MSCI impone una marca
epigenética en la cromatina de los cromosomas X e Y, que persiste en las
espermatidas (Post Meiotic Sex Chromatin, PMSC) (56) (Figura 2), y contribuye a la
memoria epigenética del espermatozoide al poder ser transmitida en la descendencia

del individuo (57).

Profase Meiética

Inactivacion Meiética de los Cromosomas
Sexuales (MSCI)

Cromosomas

@ Sexuales
» » -» @ ]

Leptoteno Zigoteno Paquiteno Diploteno

CICRCIC)

PMSC

Figura 2: Principales etapas de la profase meiética. Esquema de la formacion del
complejo sinaptonémico en autosomas (rojo) y cromosomas X (morado) e Y
(naranjo), durante las etapas de la profase meidtica, formacion del MSCI y
mantencion de la condensacion de los cromosomas sexuales en espermatidas
redondas (PMSC) (adaptado de Kato 2015 (58)).

16



La formacién del MSCI comienza en la etapa de Paquiteno temprano, en respuesta a
la presencia de DSBs que aun no han sido reparados por la via de reparacion
homologa del DNA, de modo que son reclutadas otras proteinas de reparacion,
como ATR, proteina kinasa que fosforila a H2AX en sitios donde los ejes se
encuentran en asinapsis, permitiendo la expansion de la sefial de su forma
fosforilada, YH2AX, a través de los ejes cromosdmicos X-Y (Figura 3.1) (58, 59). A
continuacion, MDC1 amplifica sefial de yH2AX hacia los loops de cromatina en
ambos cromosomas sexuales a través del reclutamiento de nuevas kinasas ATR
(Figura 3.2) (60, 61). Con la consecuente persistencia de yH2AX, tanto en ejes como
en la cromatina de X-Y, se desencadenan reclutamientos de otras proteinas de
reparacion y modificadoras de histonas, produciendo un remodelamiento de la
cromatina de los cromosomas sexuales. Asi, en Paquiteno Medio ocurre el
establecimiento del MSCI con el consecuente silenciamiento de genes presentes en
los cromosomas X-Y (55), y la mantencién de la sinapsis de los cromosomas
sexuales (62). De este modo, el MSCI se caracteriza por la presencia de proteinas
ligadas a reparacion de DSBs tales como yH2AX, H2A K119ub, BRCA1 y ATR (63,
64); modificaciones post-traduccionales de histonas ligadas a condensacion y
silenciamiento génico como H3K9me3, H3K4me1, H3K4me2, H3K27me3 y H3.3 (53,
65, 66) y ausencia de marcadores transcripcionales como H3K9ac y RNApol I,

algunas de ellas ilustradas en la Figura 3.3 (53, 65).
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Figura 3: Esquema del mecanismo molecular del MSCI y modificaciones post-

traduccionales de histonas asociadas a su establecimiento y mantencion. Adaptado

de Ichijima 2012 (60), Hasegawa 2015 (69) y Kato 2015 (58).
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La persistencia de proteinas de reparacion y la presencia de modificaciones post-
traduccionales de histonas (H-PTM, Histone Post Translational Modifications)
asociadas a condensacion de la cromatina y silenciamiento génico en los
cromosomas X e Y, permiten la formacién de una estructura caracteristica de los

nucleos de espermatocitos, llamada cuerpo sexual.

Cada uno de los marcadores del MSCI seleccionados en este estudio exhibe una
dinamica temporal y de localizacion en los cromosomas sexuales que es
caracteristica durante las etapas de Paquiteno y Diploteno, y ademas, algunas de
ellas pueden ser heredadas a las espermatidas (Tabla 1). Esto favorece el estudio
del MSCI, al permitir definir y disectar el rol de las modificaciones epigenéticas
particulares de cada etapa, que conducen a la reprogramacion epigenética de los

cromosomas sexuales en la meiosis.

Tabla 1: Dinamica temporal de modificaciones post-traduccionales de histonas y
variantes de histonas asociadas a MSCI durante las etapas tardias de la meiosis,

segunda division meidtica y espermatidas redondas.

Marcador Paquiteno | Paquiteno | Paquiteno | Diploteno | Metafases | Espermatida
Temprano Medio Tardio Redonda
YH2AX v v v v X X
H3K4me1 VIX X v v v VIX
H3K9me3 V4 VIX VIX v X X
UbiH2A Y vIX VIX X ? $?

V1 Presencia; X: Ausencia; v/X: Presencia parcial en el cuerpo sexual. ?: No
descrita en la literatura. (53, 56, 65, 67)
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En mamiferos, aun se desconoce si la hipertermia induce cambios epigenéticos en
las células meidticas y si afecta el establecimiento de la memoria epigenética durante
la meiosis. En este contexto, surge la interrogante si el aumento de temperatura
testicular causa modificaciones en la reprogramacion epigenética de los cromosomas
sexuales que sucede en la meiosis, particularmente a nivel de modificaciones post-

traduccionales de histonas (H-PTM) en espermatocitos.

En esta investigacion se estudio el efecto de la hipertermia en modificaciones post-
traduccionales de histonas asociadas a la formacién, establecimiento y mantencion
del MSCI en espermatocitos de ratones adultos, y si la hipertermia afecta algunas de

estas marcas epigenéticas que permanecen en etapas post-meioticas.
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1)

2)

3)

HIPOTESIS

La hipertermia causa alteraciones en modificaciones post-traduccionales de histonas
asociadas al silenciamiento meidtico de los cromosomas sexuales (MSCI) en

espermatocitos de raton adulto (C57BL/6).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar cambios en modificaciones post-traduccionales de histonas que contribuyen
a la formacion, establecimiento y mantencion del MSCI en espermatocitos de ratones

adultos sometidos a hipertermia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar cambios en la localizacién sub-celular de las modificaciones post-
traduccionales de histonas ligadas al silenciamiento meiético de los cromosomas

sexuales (MSCI) en espermatocitos de raton.

Identificar variaciones en la dinamica temporal de las modificaciones de histonas
asociadas al silenciamiento meidtico de los cromosomas sexuales (MSCI) en

espermatocitos de raton.

Estimar semi-cuantitativamente el efecto de la hipertermia sobre la presencia de las
modificaciones de histonas asociadas al silenciamiento meiético de los cromosomas

sexuales (MSCI) en espermatocitos de raton.
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METODOLOGIA

Animales y Disefio Experimental.

El trabajo con animales fue realizado en trabajo colaborativo con Columbia
University, bajo el protocolo de animales RASCAL numero AC-AAAS0560 (Y1 M0O).
Ratones C57BL/6 de 3 meses de edad fueron sometidos a hipertermia al sumergirlos
parcialmente en un bafo termorregulado a 42°C durante 15 minutos. Tres ratones
fueron eutanizados por cada grupo de estudio: Controles, 3 horas, 48 horas y 120
horas post-hipertermia. Se evalué a las 3 horas post-hipertermia los cambios
epigenéticos inmediatos al estrés térmico. A las 48 horas post-hipertermia se evalué
los cambios epigenéticos de los espermatocitos que progresaron durante la Profase |
(no afectados por el peak apoptético que ocurre a las 24 horas post-hipertermia (35));
mientras que a las 120 horas post-hipertermia se evalué aquellas células que
estando a inicios de la Profase | avanzaron hasta finales de esta etapa, y a aquellos
espermatocitos que progresaron hasta etapas post-meitticas (Figura 4). De este
modo, espermatocitos en Paquiteno (temprano, medio y tardio) y Diploteno
(temprano y medio/tardio), se evaluaron en los distintos tiempos para determinar el

impacto del estrés térmico en la reprogramacion epigenética del MSCI en la meiosis.
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Figura 4: Estadio de la Profase | de espermatocitos y espermatidas post-hipertermia
presentes en cada tiempo de sacrificio, calculado de acuerdo a la temporalidad de la
espermatogénesis establecida por Bellve 1977 (68), Clermont 1969 (69), y Oakberg
1956 (70).
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Microesparcidos de Tubulos seminiferos.

A partir de los testiculos de cada ratdn se realizaron microesparcidos, de acuerdo a
Manterola et al. 2009 (71), permitiendo obtener y analizar en una misma lamina todos
los tipos celulares presentes en los tubulos seminiferos. Brevemente, los tubulos
seminiferos se disgregaron mecanicamente y se agregaron 200ul de solucion de
Sacarosa 100mM. A continuacion, se esparcieron 14ul de esta diluciéon en la
superficie de un portaobjetos previamente sumergido en Formaldehido 2%. Los
microesparcidos fueron depositados en una camara humeda durante 2.5 horas y
posteriormente secados al aire durante 1 hora. Finalmente, las laminas fueron
lavadas 3 veces por arrastre con solucion de Photoflo 0.08% y luego se almacenaron

a -80°C hasta su uso para Inmunocitoquimica.

Inmunocitoquimica.

Las muestras fueron incubadas con los siguientes anticuerpos anti-modificaciones
post-traduccionales de histonas, en conjunto con el marcador SYCP3 (elemento axial
del complejo sinaptonémico) para determinar el estadio de la profase | (Paquiteno y

Diploteno) y la morfologia de cada cromosoma (Tabla 2).

Tabla 2: Anticuerpos Primarios utilizados en el presente estudio.

Anticuerpo | Especie Fabricante Dilucién Tiempo de

Primario Incubacién
SYCP3 Rabbit Abcam (Ab15093) 1:200 12 horas a 4°C
SYCP3 Mouse | Abcam (Ab97672) 1:200 12 horas a 4°C
yH2AX Mouse Upstate 1:1000 12 horas a 4°C
H3K4me1 Rabbit Millipore 1:100 12 horas a 4°C
H3K9me3 Rabbit Upstate 1:800 12 horas a 4°C
UbiH2A Rabbit Upstate 1:1500 12 horas a 4°C
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Luego de 3 lavados con PBST 0.1% (PBS 1X + Tween 20), las preparaciones se
incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos Alexa Fluor 594 y
Alexa Fluor 488, segun corresponda a las especies de los anticuerpos primarios. Las
placas posteriormente se contrastaron con DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol)
(0.1mg/ml) y fueron montadas con ProLong antifade reagent (Invitrogen) para su

observacién al microscopio de fluorescencia.

Analisis de las imagenes.

Las muestras se analizaron con un Microscopio de Epifluorescencia Nikon BX61,
mediante el lente objetivo Nikon PL APO 100X, 1.30 NA. Solo espermatocitos con
morfologia normal y no apoptética (segun morfologia descrita por Ayarza et al. 2016;
Anexo 1) fueron seleccionados y evaluados (42). Al menos 400 espermatocitos
fueron fotografiados mediante la camara DS-L1 Nikon. Por cada espermatocito, se
determind el estadio y sub-estadio de la Profase | (Leptoteno, Zigoteno, Paquiteno
Temprano, Paquiteno Medio, Paquiteno Tardio, Diploteno Temprano, Diploteno
Medio/Tardio) y a continuacion, se evalué el patron de inmunomarcacion de
modificaciones de histonas presentes en los cromosomas sexuales a través de las
etapas en que transcurre el MSCI. Se determin6 la presencia/ausencia de marca
fluorescente en las distintas sub-regiones de los cromosomas X-Y (Anexo 1). Para
YH2AX, H2A K119ub y H3K4me1, cuya presencia en los cromosomas sexuales es
homogénea en toda la cromatina, ambos cromosomas sexuales fueron considerados
como una unidad; pero para H3K9me3, que exhibe un patron diferencial entre X e Y,

se consideraron como independientes, pudiendo darse tres casos: 1) encontrarse en
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la cromatina de ambos cromosomas, 2) en la heterocromatina pericentromérica de X
junto a la totalidad de marca en Y, o bien, 3) sélo en la HPC del cromosoma X

(Figura 7).

Para la confeccién de los paneles presentados en la seccion “Resultados”, las
imagenes fueron procesadas con el software Adobe Photoshop (Figuras 6A, 8A,

10A, 12A, 13A y 15F). Fotografias originales pueden ser consultadas en Anexo 2.

Para medir la intensidad de fluorescencia de la inmunmarcacion, se seleccionaron
los nucleos de espermatocitos cuyo X-Y se encontraba aislado y sin autosomas
entrecruzados, para evitar la interferencia de sefal. Con esta consideracion, el
numero muestral de las subetapas Paquiteno temprano y Diploteno temprano fue de
n=15, mientras que para Paquiteno medio, Paquiteno tardio y Diploteno medio/tardio
el numero muestral analizado fue de n=20. Utlizando el software Imaged (National

Institute of Health, USA; htips://imagej.nih.gov), se realizaron 5 mediciones dentro de

la cromatina de los cromosomas sexuales, junto con 5 mediciones de la marcacion
de fondo, todas con la misma area, para cada nucleo fotografiado (Figura 5). Estas
mediciones de fondo fueron promediadas y dicho promedio fue sustraido a cada
medicion de intensidad de sefial en los cromosomas X-Y, normalizando la intensidad

de fluorescencia.
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Figura 5: Ejemplo de medicion de intensidad en microfotografia de espermatocito

con inmunodeteccion de SYCP3 y yH2AX utilizando el software ImagedJ.

Analisis estadistico.
Se realiz6é un analisis de varianza de una via (one-way-ANOVA) con un post-test de
Tukey entre los resultados de cada animal de un mismo grupo de estudio y no se

encontraron diferencias significativas.

Luego, para determinar las diferencias entre los grupos de estudio, se efectu6 un

analisis de varianza de una via (one-way-ANOVA) con un post-test de Dunnett.
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RESULTADOS

. Evaluacién de modificaciones post-traduccionales de histonas mediante
inmunofluorescencia.

En esta tesis se analizaron las etapas de Paquiteno y Diploteno debido a que es en
estos estadios donde se forma y establece el silenciamiento meidtico de los
cromosomas sexuales. Asimismo, es importante destacar que diferentes eventos
moleculares distinguibles ocurren dentro de Paquiteno y de Diploteno, caracteristicos
de cada sub-etapa. Por esta razén y para caracterizar en profundidad los cambios
epigenéticos que ocurren dentro de Paquiteno y Diploteno, en este trabajo se
subdividié estas etapas en Paquiteno temprano, medio y tardio, y Diploteno
temprano y medio/tardio de acuerdo a lo descrito en la literatura (53, 65, 71).
Asimismo, cada modificacion de histona a estudiar en esta tesis fue seleccionada en
base a su funcion en los eventos que forman y establecen el MSCI y a que su patron
temporal durante la profase | en la cromatina de los cromosomas XY ha sido ya
caracterizado (Tabla 1). En este sentido, se seleccionaron modificaciones post-
traduccionales de histonas ligadas a reparacion del DNA (yH2AX, H2A K119ub),
silenciamiento génico (H3K4me1) y condensaciéon de la cromatina (H3K9me3). Esto
posibilita la diseccion de cada etapa de la reprogramacion epigenética de los
cromosomas sexuales y el analisis de las eventuales alteraciones causadas tanto en
su localizacion, en la temporalidad o en intensidad de fluorescencia, en ratones
adultos sometidos a estrés térmico. El presente analisis también se enfocara en

metafases y espermatidas redondas, especificamente para analizar aquellas
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modificaciones de histonas, como H3K4me1, que persisten en el X-Y, y que se

propagan a las células post-meioticas.

a) Efecto de la hipertermia en yH2AX durante MSCI.

yH2AX es una variante de la histona H2A, implicada en reparacion del DNA que es
fosforilada en serina 139 en presencia de DSBs en el DNA. Durante la Profase |,
existen tres ondas de fosforilaciéon de yH2A: la primera es dependiente de la kinasa
ATM y ocurre en Leptoteno, la segunda y tercera son dependientes de la kinasa ATR
y ocurren en Zigoteno y Paquiteno, respectivamente. La tercera onda de fosforilacion
ocurre en los cromosomas XY en respuesta a la persistencia de DSBs que no han
sido reparados por la via de reparacion homologa del DNA y esta involucrada
directamente en la formacion del MSCI (72). Por ello, en este trabajo, se evaluo si la
hipertermia afecta esta onda de fosforilaciéon de YH2AX, particularmente su dinamica
temporal y de localizacidén en los cromosomas X e Y a las 3, 48 y 120 horas post-
hipertermia (PHT). El numero de espermatocitos evaluados por grupo de estudio se

indica en la Tabla 3.

Tabla 3: Numero de espermatocitos analizados para yH2AX por cada sub-estadio de

Paquiteno y Diploteno, y por cada grupo de estudio.

Paquiteno | Paquiteno | Paquiteno | Diploteno Diploteno TOTAL
temprano medio tardio temprano | medio/tardio
Control n=90 n=281 n=377 n=188 n=461 n=1307
3Hrs PHT n=142 n=251 n=302 n=230 n=517 n=1442
48Hrs PHT n=89 n=201 n=221 n=106 n=204 n=821
120Hrs PHT n=73 n=229 n=158 n=138 n=231 n=829

*PHT: Post-Hipertermia

29




Durante Paquiteno temprano (Figura 6Aa y 6Bb), etapa donde todos los autosomas
se encuentran sinaptados y los cromosomas X e Y presentan una gran extension de
la sinapsis de la region pseudoautosémica (PAR), se observé que el 92.6% (n=90) de
los espermatocitos controles presentaban una senal de yH2AX en toda la cromatina
de los cromosomas sexuales. Esto es coherente con la formacion del MSCI en esta
etapa. Luego, en Paquiteno medio (Figura 6Ab y 6Bb), donde la sinapsis X e Y se
ha reducido y comienza el establecimiento del MSCI, se observé que en el 91.68%
(n=281) de los espermatocitos controles yH2AX persiste en la cromatina de los
cromosomas X e Y, en coherencia con el establecimiento del MSCI que ocurre en
esta etapa (72). Durante Paquiteno tardio (Figura 6Ac y 6Bc), los cromosomas
sexuales exhiben un patrén morfolégico especifico caracterizado por una sinapsis
distal en el PAR y por modificaciones estructurales de los elementos axiales de los
cromosomas X e Y, tales como engrosamientos, elongaciones y excrecencias (65).
En este estadio, se observo que yYH2AX persiste intensamente en la cromatina de los
cromosomas sexuales en el 88.21% (n=377) de los espermatocitos control. Este
patron de yH2AX persiste hasta Diploteno, etapa donde comienza (Diploteno
temprano, Figura 6Ad y 6Bd) y termina (Diploteno medio/tardio, Figura 6Ae y 6Be)
la desinapsis cromosomica y los cromosomas permanecen unidos solo por los
quiasmas (regiones puntuales donde ocurrié crossing-over). El patron temporal y de
localizacion de yH2AX observado en los espermatocitos controles esta en
concordancia con lo descrito en la literatura respecto a esta modificacion post-

traduccional de histona (52).
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Frente a la hipertermia, la dinamica temporal y de localizacion de yH2AX durante las
sub-etapas de Paquiteno y Diploteno en los cromosomas X e Y a las 3 horas (Figura
6A, f-j y 6B), 48 horas (Figura 6A, k-o y 6B) y 120 horas (Figura 6A, p-t y 6B) post-
hipertermia no mostré diferencias estadisticamente significativas respecto a lo
observado en los espermatocitos controles. Un porcentaje menor de espermatocitos
(entre el 0.3 y el 14.3%) presentd patrones de localizacion de yH2AX distintos a la
mayoria de las células, tales como sefal de YH2AX débil en la cromatina del XY y
sefal de YH2AX ausente durante el MSCI. Sin embargo, ninguno de estos patrones
fue significativo respecto de los espermatocitos controles al ser analizados mediante

analisis de varianza de una via con un post-test de Dunnett.

Estos resultados sugieren que la hipertermia no tiene consecuencias en la dinamica

temporal y ni en la ubicacién subcelular de yYH2AX durante la formacion del MSCI.
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Figura 6: La hipertermia no afecta la dinamica temporal y de localizacién de
yH2AX durante el MSCI. (A) Inmunodeteccion de yH2AX (verde) y SYCP3 (rojo) en
los cromosomas sexuales X-Y (recuadro blanco) durante Paquiteno y Diploteno en
controles (a-e), 3 horas PHT (f-j), 48 horas PHT (k-0) y 120 horas PHT (p-t). Paneles
inferiores muestran una magnificacion de los cromosomas sexuales y su
correspondiente representacion grafica de cromosomas X (morado) e Y (naranjo), en
las que se disminuy6 intencionalmente la intensidad de serial con fines didacticos.
(B) Cuantificacion de espermatocitos con presencia de yH2AX en la cromatina de los
cromosomas X-Y en Paquiteno y Diploteno. Analisis de varianza de una via con post
test de Dunnett. En cada grafico los grupos de estudio se ordenan de izquierda a
derecha como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y 120Hrs PHT. Barras de error indican

desviacion estandar.

Luego, se determind si la hipertermia afecta el cambio relativo de la sefial de yH2AX
en los cromosomas sexuales durante el MSCI. Cuantificando la intensidad de senal
presente en la cromatina del X e Y en las imagenes de inmunofluorescencia, se
observo que, a las 3 horas, los espermatocitos en Paquiteno (Paquiteno temprano
n=15, p=0.1198; Paquiteno Medio n=20, p=0.9899; Paquiteno Tardio n=20,
p=0.3689) y Diploteno (Diploteno temprano n=15, p=0.9098; Diploteno Medio/Tardio
n=20, p=0.9621) presentaban similar intensidad de sefial de yYH2AX en comparacion

con espermatocitos controles (Figura 7A).
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Sin embargo, al aumentar el tiempo post-hipertermia, se observd que a las 48 horas
la intensidad de la sefal de yH2AX aumenta 1.3 veces en los espermatocitos en
Paquiteno Tardio (n=20; ****p=<0.0001) y 1.2 veces en los espermatocitos en
Diploteno temprano (n=15; p=**0.0043), respecto al grupo control. No se observaron
diferencias significativas entre espermatocitos en Paquiteno temprano (n=15;
p=0.1014), Paquiteno medio (n=20; p=0.0555) ni en Diploteno medio/tardio (n=20;

p=0.2529) a las 48hrs PHT y sus respectivos controles (Figura 7B).

En tanto, a las 120 horas post-hipertermia, no se encontraron diferencias
significativas entre espermatocitos PHT y controles en Paquiteno temprano (n=15;
p=0.2729) y en Paquiteno medio (n=20; p=0.5213). Sin embargo, los espermatocitos
de 120hrs PHT en Paquiteno tardio presentaron una sefnal de yH2AX 1.2 veces mas
intensa en comparacién con espermatocitos controles (n=20; **p=0.0016). De la
misma forma, en Diploteno temprano, la sefial de yYH2AX fue también 1.2 veces mas
intensa en espermatocitos 120hrs PHT en comparacién con controles (n=15;
**p=0.0082). Finalmente, en Diploteno medio/tardio (n=20; p=0.9356) no se
encontraron diferencias significativas entre espermatocitos sometidos a hipertermia

en comparacion con los controles (Figura 7C).

Por lo tanto, la hipertermia no se asocié con un cambio en la temporalidad de la
marcacion de yH2AX en los cromosomas X-Y durante la meiosis. Sin embargo, si se
puede ligar a un aumento en la intensidad de fluorescencia a las 48 y 120 horas

PHT, especificamente en Paquiteno tardio y Diploteno temprano.
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Figura 7: La hipertermia afecta
la intensidad de fluorescencia
de yH2AX en lo cromosomas
MSCI.
intensidad de

sexuales durante el
Cuantificacion de
fluorescencia en espermatocitos
con presencia de yHZ2AX en la
cromatina de los cromosomas X-Y
en Paquiteno y Diploteno, a las
(A) 3Hrs PHT, (B) 48Hrs PHT
(**p=0.0043, ****p=<0.0001) y (C)
120Hrs PHT (**p=0.0016,
**p=0.0082) vs. Control. Analisis
de varianza de una via con post
test de Dunnett. Barras de error

indican desviacion estandar.
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b) Efecto de la hipertermia en H3K9me3 durante MSCI.

La trimetilacion de la histona 3 en lisina 9 (H3K9me3) esta asociada a la
condensacion de la cromatina y represion transcripcional de los cromosomas XY,
presentando una temporalidad caracteristica durante el MSCI (65). En esta tesis, se
analiz6 la dinamica temporal y de localizacion de H3K9me3 en la cromatina de los
cromosomas sexuales de espermatocitos tanto de ratones controles como de ratones
sometidos a hipertermia transitoria, que fueron sacrificados a las 3, 48 y 120 horas
post-hipertermia. EI numero de espermatocitos evaluados por grupo de estudio se

indica en la Tabla 4.

Tabla 4: Numero de espermatocitos analizados para H3K9me3 por cada sub-estadio
de Paquiteno y Diploteno, y por cada grupo de estudio.

Paquiteno | Paquiteno | Paquiteno | Diploteno Diploteno TOTAL
Temprano Medio Tardio Temprano | Medio/Tardio
Control n=81 n=308 n=224 n=142 n=232 n=987
3Hrs PHT n=78 n=251 n=259 n=137 n=266 n=991
48Hrs PHT n=57 n=174 n=136 n=98 n=154 n=569
120Hrs PHT n=59 n=138 n=127 n=94 n=177 n=595

*PHT: Post-Hipertermia

En concordancia con la literatura (65), se observé que durante Paquiteno temprano,
el 78.6% (n=81) de los espermatocitos controles presentaban H3K9me3 en toda la
cromatina de los cromosomas X-Y (Figura 8Aa y 8Ba). En Paquiteno medio, en el
57.33% (n=308) de espermatocitos controles, la sefial de H3K9me3 en los
cromosomas sexuales disminuye y sélo se observd en la region distal del
cromosoma X (heterocromatina pericentromérica, HPC) y en todo el cromosoma Y

(Figura 8Ab y 8Bb). Durante Paquiteno tardio (Figura 8Ac y 8Bc) y Diploteno
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temprano (Figura 8Ad y 8Bd), la sefial de H3K9me3 se encuentra unicamente en la
HPC del cromosoma X, y ausente tanto en el resto de la cromatina del cromosoma X
como en la totalidad del cromosoma Y. Este patron fue observado en el 88.6%
(n=224) y 77.63% (n=142) de los espermatocitos controles en Paquiteno tardio y
Diploteno temprano, respectivamente. Finalmente, en Diploteno medio/tardio (Figura
8Ae y 8Be), la sefial de H3K9me3 reaparece y se observa en toda la cromatina de

los cromosomas sexuales en el 68.03% (n=232) de los espermatocitos controles.

A las 3 horas post-hipertermia, los espermatocitos presentaron un patrén temporal y
de localizacidn similar al observado en las células control y ninguno de los estadios

analizados presento diferencias significativas con el control.

A las 48 horas PHT, en la etapa de Paquiteno tardio (n=136) el porcentaje de
espermatocitos con sefial de H3K9me3 solamente en la HPC del cromosoma X'y en
todo el cromosoma Y aumentd significativamente a 33.7% (p=0.029), disminuyendo
por consiguiente la cantidad de espermatocitos con un patron de H3K9me3 similar a
los controles en esta etapa (Figura 8Am y 8Bc). Asimismo, en Paquiteno medio
(n=174), 42% de los espermatocitos soélo tenian sefial de H3K9me3 en la HPC del
cromosoma X, mientras que el resto de las células (52.37%) en este estadio
presentaban el patréon normal de H3K9me3 correspondiente a sefial solamente en el
cromosoma Y (Figura 8Al y 8Bb). Otra diferencia significativa observada fue durante
Diploteno temprano (n=96). En esta etapa soélo el 40.87% de los espermatocitos
exhibieron el patron normal de H3K9me3 (ausencia en los cromosomas sexuales);

43.8% presentaron H3K9me3 en la cromatina del Y (p=<0.0001), y 15.8% en toda la
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cromatina de los cromosomas sexuales (Figura 8An y 8Bd). Este resultado sugiere
que la condensacion de los cromosomas X-Y estaria adelantada respecto al patrén
control de H3K9me3. Finalmente, en Diploteno tardio (n=154), el 73,07% de los
espermatocitos presentaron sefial de este marcador en toda la cromatina y solo
22.1% exhibieron alteracion del patron con marca solamente en el cromosoma Y

(Figura 8Ao y 8Be).

Similarmente, a las 120 horas post-hipertermia, se observaron diferencias
significativas solo en los estadios de Paquiteno tardio y Diploteno temprano. Durante
Paquiteno temprano (n=59; Figura 8Ap) y medio (n=138; Figura 8Aq), el 82.1% y
67.37% de los espermatocitos evaluados conservaron el patron normal,
respectivamente. Sin embargo, en el siguiente estadio de Paquiteno tardio (n=127;
Figura 8Ar), sélo en el 23.83% de las células se observé ausencia de marca en el X-
Y, aumentando significativamente 3.7 veces (76.17%) la presencia de la histona en el
cromosoma Y (p<0.0001). Del mismo modo, en Diploteno temprano (n=94; Figura
8As) se observd que solo el 44.5% de los espermatocitos analizados conservo el
patrén normal, mientras que la presencia de H3K9me3 en el cromosoma Y aumentd
significativamente 1.7 veces (55.5%) respecto al control (p<0.0001). Finalmente, y al
igual que a las 48hrs PHT, en Diploteno tardio (n=177; Figura 8At) no se

encontraron diferencias significativas.

Estos resultados indican que la hipertermia cambia la dinamica temporal de
H3K9me3 durante el MSCI en las etapas de Paquiteno tardio y Diploteno Temprano

a las 48 y 120 horas post-estrés térmico.
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Figura 8: La hipertermia afecta la dinamica temporal de H3K9me3 durante el
MSCI. (A) Inmunodeteccion de H3K9me3 (verde) y SYCP3 (rojo) en los cromosomas
sexuales X-Y (recuadro blanco) durante Paquiteno y Diploteno en espermatocitos
controles (a-e), 3 horas PHT (f-j), 48 horas PHT (k-0) y 120 horas PHT (p-t). Paneles
inferiores muestran una magnificacion de los cromosomas sexuales y la
correspondiente representacion grafica de cromosomas X (morado) e Y (naranjo), en
las que se disminuy6 intencionalmente la intensidad de serial con fines didacticos.
(B) Cuantificacion de espermatocitos con presencia de H3K9me3 en la cromatina de
los cromosomas X-Y durante Paquiteno y Diploteno. Analisis de varianza de una via
con post test de Dunnett. En cada gréfico los grupos de estudio se ordenan de
izquierda a derecha como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y 120Hrs PHT. Barras de

error indican desviacion estandar. **p = 0.0076; ***p = <0.0001.

Ademas, el analisis de intensidad de sefial de H3K9me3 en los cromosomas
sexuales indicd que la hipertermia produce cambios relativos significativos en la
presencia de esta histona modificada en todos los grupos de estudio (Figura 9). A
las 3 horas post-hipertermia, durante Paquiteno temprano (n=15), no se encontraron
diferencias significativas, pero si se hallaron en las etapas posteriores. De este
modo, se encontr6 un aumento de 1.7 veces en la intensidad de fluorescencia de
H3K9me3 en los cromosomas sexuales en Paquiteno medio (n=20, ****p=<0.0001),

1.8 veces en Paquiteno tardio (n=20, ***p=0.0004), 1.8 veces en Diploteno temprano
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(n=15, ***p=<0.0001), mientras que en Diploteno medio/tardio (n=20) no se
encontraron diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia respecto al

control (Figura 9A).

Similar a lo hallado a las 3hrs PHT, las 48 horas post-hipertermia no se encontraron
diferencias significativas en la intensidad de fluorescencia de H3K9me3 en los
cromosomas sexuales en la etapa de Paquiteno temprano (n=15) ni en Diploteno
medio/tardio (n=20), pero si se hallaron aumentos significativos de 1.9 veces en
Paquiteno medio (n=20, ****p=<0.0001), 2.6 veces en Paquiteno tardio (n=20,
****p=<0.0001) y 1.6 veces en Diploteno temprano (n=15, **p=0.0018), respecto al

grupo control (Figura 9B).

Finalmente, lo mismo se observo a las 120 horas post-hipertermia: no se encontraron
diferencias en la intensidad de fluorescencia de H3K9me3 ni en Paquiteno temprano
(n=15) ni en Diploteno medio/tardio (n=20), pero se encontraron aumentos de 1.8
veces en Paquiteno medio (n=20, ****p=<0.0001), 3.1 veces en Paquiteno tardio
(n=20, ****p=<0.0001) y de 1.6 veces en Diploteno temprano (n=15, p=**0.0024),

respecto al control (Figura 9C).

Estos resultados sugieren que la hipertermia afecta la dinamica temporal de
H3K9me3 en las etapas de Paquiteno tardio y Diploteno Temprano a las 48 y 120
horas PHT, junto con un cambio en la intensidad de fluorescencia durante Paquiteno

medio y tardio, y Diploteno temprano, en todos los grupos de estudio analizados.
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Figura 9: La hipertermia afecta
la intensidad de fluorescencia
de H3K9me3 durante el MSCI.
Cuantificacion de intensidad de
fluorescencia en espermatocitos
con presencia de H3K9me3 en la
cromatina de los cromosomas X-
Y en Paquiteno y Diploteno, a las
(A) 3Hrs PHT (***p=0.0004,
****p=<0.0001), (B) 48Hrs PHT
(**p=0.0018, ****p=<0.0001) y (C)
120Hrs PHT (**p=0.0024,
****p=<0.0001)  vs.

Andlisis de varianza de una via

Control.

con post test de Dunnett. Barras

de error indican desviacion

estandar.
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c) Efecto de la hipertermia en H2A K119ub durante el MSCI.

La ubiquitinacion de la histona H2A clasicamente se asocia a represion
transcripcional (73) y es parte de la respuesta frente a dafio en el DNA, ya que puede
ser encontrada en sitios donde han ocurrido DSB (59). Es por esto que no es
inesperado encontrar esta modificacion adyacente a MDC1, proteina que junto a
yH2AX, dan inicio a la cascada de reclutamientos que contribuiran a formar y
establecer el MSCI (Figura 3). La identificacion con el clon D27C4 permite detectar
selectivamente la mono-ubiquitinacion en la lisina 119 de la histona H2A (H2A
K119ub), que tiene un rol dual en el MSCI. EI numero de espermatocitos analizados

por grupo de estudio se indica en la Tabla 5.

Tabla 5: Numero de espermatocitos analizados para H2A K119ub por cada sub-
estadio de Paquiteno y Diploteno, y por cada grupo de estudio.

Paquiteno | Paquiteno | Paquiteno | Diploteno Diploteno TOTAL
Temprano medio Tardio temprano | medio/tardio
Control n=89 n=273 n=322 n=204 n=393 n=1281
3Hrs PHT n=93 n=253 n=307 n=191 n=425 n=1269
48Hrs PHT n=65 n=201 n=284 n=138 n=307 n=995
120Hrs PHT n=67 n=189 n=259 n=132 n=289 n=936

*PHT: Post-Hipertermia

En los espermatocitos controles analizados, se encontré un patron de marcacion de
H2A K119ub en concordancia con la literatura (74). Durante las etapas de Paquiteno
temprano (Figura 10Aa y 10Ba), medio (Figura 10Ab y 10Bb) y tardio (Figura 10Ac
y 10Bc) se observo presencia de esta modificacion en la totalidad de la cromatina de
los cromosomas X-Y en el 93.25% (n=89), 96.72% (n=273) y 96.67% (n=322) de los

espermatocitos analizados, respectivamente. Luego, en la etapa de Diploteno
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temprano (Figura 10Ad y 10Bd), se detecto la presencia de H2A K119ub en ambos
cromosomas sexuales en el 95.74% (n=204) de los nucleos, mientras que en
Diploteno medio/tardio (Figura 10Ae y 10Be), el 62.14% (n=393) de los

espermatocitos presentd sefal de esta modificacién en los cromosomas sexuales.

A las 3Hrs post-hipertermia no se detectaron diferencias significativas respecto al
control. Durante Paquiteno temprano (Figura 10Af y 10Ba), medio (Figura 10Ag y
10Bb) y tardio (Figura 10Ah y 10Bc), se observo sefial de esta ubiquitinacion en el
94.36% (n=93), 93.92% (n=253) y 94.45% (n=307) de los espermatocitos analizados,
respectivamente. En el estadio de Diploteno temprano (Figura 10Ai y 10Bd) el
92.11% (n=191) de los nucleos analizados presentaron sefal en toda la cromatina
del X-Y, mientras que en Diploteno medio/tardio (Figura 10Aj y 10Be) se detectd

presencia de esta modificacidon en el 53.96% (n=425) de los espermatocitos.

En tanto, a las 48Hrs PHT, las etapas de Paquiteno temprano (Figura 10Ak y 10Ba),
medio (Figura 10Al y 10Bb) y tardio (Figura 10Am y 10Bc) presentaron presencia
de UbiH2A en el 76.89% (n=65), 93.4% (n=201) y 89.82% (n=284) de nucleos
analizados, respectivamente, sin diferir significativamente de los controles. Sin
embargo, en el estadio de Diploteno, tanto temprano (n=138, ***p=<0.0001) como
medio/tardio (n=307, ***p=<0.0001), se encontraron diferencias significativas, ya que
sblo el 70.47% (Figura 10An y 10Bd) y el 16.5% (Figura 10Ao y 10Be) de los
espermatocitos presentaron sefal de esta modificacion en los cromosomas X-Y,

respectivamente.
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De manera similar, a las 120Hrs PHT se identifico H2A K119ub en el 95.33% (n=67),
94.22% (n=189) y 91.04% (n=259) de los espermatocitos en Paquiteno temprano
(Figura 10Ap y 10Ba), medio (Figura 10Aq y 10Bb) y tardio (Figura 10Ar y 10Bc),
respectivamente, en la cromatina de ambos cromosomas sexuales. En el estadio de
Diploteno también se encontr6 un numero significativamente menor de
espermatocitos con presencia de H2A K119ub en los cromosomas sexuales respecto
al control; en el 69.22% de nucleos de espermatocitos en Diploteno temprano
(n=132, Figura 10As y 10Bd) se detecto H2A K119ub, mientras que sdélo en el
27.91% de espermatocitos en Diploteno medio/tardio (n=289, ***p=<0.0001) (Figura
10At y 10Be) se observo presencia de esta modificacion post-traduccional de

histona.

Lo anterior indica que la hipertermia disminuye la presencia de H2A K119ub en la

etapa de Diploteno (temprano y medio/tardio) a las 48 y 120 horas post-hipertermia.
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Figura 10: La hipertermia afecta la localizacion de H2A K119ub durante el MSCI.
(A) Inmunodeteccion de H2A K119ub (verde) y SYCP3 (rojo) en los cromosomas
sexuales X-Y (recuadro blanco) durante Paquiteno y Diploteno en espermatocitos
controles (a-e), 3 horas PHT (f-j), 48 horas PHT (k-0) y 120 horas PHT (p-t). Paneles
inferiores muestran una magnificacion de los cromosomas sexuales y la
correspondiente representacion grafica de cromosomas X (morado) e Y (naranjo), en
las que se disminuy6 intencionalmente la intensidad de serial con fines didacticos.
(B) Cuantificacion de espermatocitos con presencia de H2A K119ub en la cromatina
de los cromosomas X-Y durante Paquiteno y Diploteno. Analisis de varianza de una
via con post test de Dunnett. En cada grafico los grupos de estudio se ordenan de
izquierda a derecha como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y 120Hrs PHT. Barras de
error indican desviacion estandar. ***p = <0.0001.

Complementario a los resultados anteriores, el analisis de intensidad de sefnal de
H2A K119ub en los cromosomas sexuales arrojo que a las 3Hrs post-hipertermia no
se producen cambios significativos en la intensidad de fluorescencia (Figura 11A).
Sin embargo, se encontré una disminucion significativa relativa en la presencia de
esta modificacidn en todos los estadios de la profase | analizados a las 48Hrs PHT:
se detectd una disminucion en la intensidad de fluorescencia de 1.7 veces en
Paquiteno temprano (n=15; ****p=<0.0001), 2.2 veces en Paquiteno medio (n=20;

****p=<0.0001), 2.0 veces en Paquiteno tardio (n=20; ****p=<0.0001), 1.8 veces en
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Diploteno temprano (n=15; ****p=<0.0001) y 2.6 veces en Diploteno medio/tardio

(n=20; ****p=<0.0001) (Figura 11B), en comparacion con los controles.

Ademas, a las 120Hrs PHT también se detecté una disminucion relativa en la
intensidad de fluorescencia. Se observo una disminucion de 1.5 veces en Paquiteno
temprano (n=15; ***p=<0.0001), 2.3 veces en Paquiteno medio (n=20;

****p=<0.0001) y 1.2 veces en Paquiteno tardio (n=20; *p=0.0201) (Figura 11B).

Estos resultados sugieren que la hipertermia incide en la intensidad de fluorescencia
de H2A K119ub en la cromatina de los cromosomas sexuales, particularmente a las
48 horas PHT, en todas las sub-etapas del MSCI y a las 120 horas PHT en la etapa

de Paquiteno.
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Figura 11: La hipertermia
afecta la intensidad de
fluorescencia de H2A K119ub
durante el MSCI.

Cuantificacion de intensidad de
fluorescencia en
espermatocitos con presencia
de H2A K119ub en Ia
cromatina de los cromosomas
X-Y en Paquiteno y Diploteno,
a las (A) 3Hrs PHT, (B) 48Hrs
PHT (****p=<0.0001) y (C)
120Hrs  PHT  (*p=0.0201,
****p=<0.0001) vs.

Andlisis de varianza de una via

Control.

con post test de Dunnett.

Barras de error indican

desviacion estandar.
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d) Efecto de la hipertermia en H3K4me1 durante MSCI.

El rol de la monometilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me1) es fundamental
en la regulacién de la expresion génica durante la espermatogénesis en mamiferos,
ya que se encuentra ligada especificamente al silenciamiento transcripcional (75).
Durante la etapa de zigoteno, producto de la vasta presencia de DSBs programados
en todo el genoma necesarios para la recombinacion meidtica, la transcripcion
génica se encuentra reprimida, permitiendo visualizar marcas de silenciamiento
génico en autosomas dentro de las que se encuentra la H3K4me1. Esta marca
permanece en la cromatina de los cromosomas sexuales, contribuyendo asi a la
mantencion del silenciamiento génico de los cromosomas X-Y (65). Ademas, la
presencia de H3K4me1 se mantiene en células post-meidticas como Metafases,
Anafases y Espermatidas Redondas (76). El numero de espermatocitos evaluados

por grupo de estudio se indica en la Tabla 6.

Tabla 6: Numero de espermatocitos analizados para H3K4me1 por cada sub-estadio
de Paquiteno y Diploteno, y por cada grupo de estudio.

Paquiteno | Paquiteno | Paquiteno | Diploteno Diploteno TOTAL
temprano medio tardio temprano | medio/tardio
Control n=84 n=256 n=301 n=193 n=427 n=1261
3Hrs PHT n=91 n=238 n=288 n=213 n=399 n=1229
48Hrs PHT n=59 n=193 n=212 n=98 n=234 n=796
120Hrs PHT n=63 n=159 n=181 n=107 n=231 n=741

*PHT: Post-Hipertermia

En controles, en la etapa de Paquiteno temprano se observo la presencia de
H3K4me1 en toda la cromatina de ambos cromosomas sexuales en el 98.37% (n=84)
de las células analizadas (Figura 12Aa y Ba). Luego, en Paquiteno medio, la

presencia de esta modificacion en los cromosomas X-Y disminuye drasticamente,
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encontrandose ausente en el 45.11% (n=256) de los espermatocitos en este estadio
(Figura 12Ab y 12Bb). En Paquiteno tardio (n=301, la sefial de H3K4me1
nuevamente es detectable en toda la cromatina de ambos cromosomas sexuales en
un 96.5% de las células (Figura 12Ac y 12Bc), manteniéndose hasta el término de la
profase |, ya que en Diploteno temprano (Figura 12Ad y 12Bd) y medio/tardio
(Figura 12Ae y 12Be) se encontro la presencia en la cromatina de X-Y en el 96.22%
(n=193) y en el 97% (n=427) de los espermatocitos, respectivamente. Los resultados
obtenidos a partir de los controles se encuentran en concordancia con lo descrito en

la literatura (53, 65).

A las 3 horas post-hipertermia, se encontré presencia de H3K4me1 en los
cromosomas sexuales durante Paquiteno temprano en el 96.3% (n=91, Figura 12Af
y 12Ba). En la etapa de Paquiteno medio, el 51.13% (n=238) de los espermatocitos
carecian de marca de esta modificacion post-traduccional (Figura 12Ag y 12Bb). En
la etapa de Paquiteno tardio (n=288), el 95.64% de las células analizadas
presentaron sefial de H3K4me1 en la cromatina de los cromosomas sexuales
(Figura 12Ah y 12Bc). En Diploteno se mantuvo la presencia de la marca en los
cromosomas X e Y, ya que se observo en el 97.87% (n=213) y en 97.83% (n=399)
de los espermatocitos en etapas de Diploteno temprano (Figura 12Ai y 12Bd) y
medio/tardio (Figura 12Aj y 12Be), respectivamente. Por lo tanto, a las 3 horas PHT

no se encontraron diferencias significativas respecto al control.

En cambio, a las 48 horas post-hipertermia se detectaron diferencias significativas

respecto al control. Mientras que en Paquiteno temprano el 95.43% (n=59) de los
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espermatocitos presentaban sefial en los cromosomas sexuales (Figura 12Ak y
12Ba), sin diferir del control, en la etapa de Paquiteno medio (n=193) se encontro
que soélo 61.8% de las células concordaban con el control, mientras que el 38.2%
presentaban sefial en los cromosomas sexuales cuando esta deberia estar ausente,
diferenciandose significativamente del control (**p=0.0068) (Figura 12Al y 12Bb). En
las etapas posteriores no se encontraron diferencias significativas, ya que en
Paquiteno tardio, Diploteno temprano y Diploteno medio/tardio se encontro la sefal
de H3K4me1 en el 94.11% (n=212; Figura 12Am y 12Bc), 96.3% (n=98; Figura

12An y 12Bd) y 94.69% (n=234; Figura 12Ao y 12Be), respectivamente.

A las 120 horas post-hipertermia, se encontraron resultados similares que a las
48Hrs PHT. En Paquiteno temprano (n=63) el 97.3% de las células analizadas
presentaron sefal de H3K4me1 en los cromosomas sexuales (Figura 12Ap y 12Ba),
pero en la etapa de Paquiteno medio (n=159), el 72.35% de los espermatocitos en
este estadio presentaron sefial en la cromatina sexual, lo que difiere
significativamente del control (***p=0.0003) (Figura 12Aq y 12Bb). En los estadios
posteriores de la profase | no presentaron diferencias significativas: en Paquiteno
tardio, Diploteno temprano y Diploteno medio/tardio se encontré la sefial de
H3K4me1 en el 94.88% (n=181; Figura 12Ar y 12Bc), 94.7% (n=107; Figura 12As y

12Bd) y 96.76% (n=231; Figura 12At y 12Be), respectivamente.

Estos hallazgos indican que la hipertermia aumenta la presencia de H3K4me1 en la

etapa de Paquiteno medio a las 48 y 120 horas post-hipertermia.
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Figura 12: Efecto de la hipertermia sobre la dinamica temporal y de localizacion
de H3K4me1 durante el MSCI. (A) Inmunodeteccion de H3K4me1 (verde) y SYCP3
(rojo) en los cromosomas sexuales X-Y (recuadro blanco) durante Paquiteno y
Diploteno en espermatocitos controles (a-e), 3 horas PHT (f), 48 horas PHT (k-0) y
120 horas PHT (p-t). Paneles inferiores muestran una magnificacion de los
cromosomas sexuales y la correspondiente representacion grafica de cromosomas X
(morado) e Y (naranjo), en las que se disminuyo intencionalmente la intensidad de
sefal con fines didacticos. (B) Cuantificacion de espermatocitos con presencia de
H3K4me1 en la cromatina de los cromosomas X-Y durante Paquiteno y Diploteno.
Analisis de varianza de una via con post test de Dunnett. En cada grafico los grupos
de estudio se ordenan de izquierda derecha como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y
120Hrs PHT. Barras de error indican desviacion estandar. **p=0.0068; ***p=0.0003.

Esta modificacion post-traduccional tiene la particularidad de permanecer en la
cromatina de los cromosomas sexuales en etapas post-meiodticas (PMSC, post-
meiotic sex chromatin) (56), por lo que también se analizaron células en etapa de

Metafase y Espermatidas Redondas (Figura 13).

En las células en Metafase la presencia de H3K4me1 se mantiene en toda la

cromatina de los cromosomas sexuales, donde también puede verse un vestigio de
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sefal del elemento axial del complejo sinaptonémico (Figura 13Aa). No se
encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos de estudio, puesto
que en el 100% de las Metafases analizadas tanto en controles (n=31; Figura 13Aa y
13Ba), como a las 3 horas (n=36; Figura 13Ac y 13Ba), 48 horas (n=21; Figura
13Ae y 13Ba) y 120 horas PHT (n=17; Figura 13Ag y 13Ba) se encontré presencia

de senal de H3K4me1 en la cromatina de los cromosomas sexuales.

En tanto, en las Espermatidas redondas la presencia de H3K4me1 se puede
visualizar en yuxtaposicion a la regién DAPI positiva caracteristica de estas células,
llamada cromocentro (Figura 13Ab). No se hallaron diferencias significativas en
ninguno de los grupos de estudio, debido a que en placas controles (n=127; Figura
13Ab y 13Bb), 3Hrs PHT (n=131; Figura 13Ad y 13Bb), 48Hrs PHT (n=83; Figura
13Af y 13Bb) y a las 120Hrs PHT (n=94; Figura 13Ah y 13Bb), se encontr6 la
presencia de esta modificacion post-traduccional de histona en la totalidad de las

células analizadas en todos los grupos de estudio.
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Figura 13: La hipertermia no afecta la localizacion de H3K4me1 en PMSC.

(A) Inmunodeteccion de H3K4me1 (verde), SYCP3 (rojo) y DAPI (azul) en la
cromatina sexual post-meidtica (PMSC) en Metafases y Espermatidas Redondas
controles, 3 horas PHT, 48 horas PHT y 120 horas PHT. (B) Cuantificacion de
células post-meidticas con presencia de H3K4mel1 en la cromatina de los
cromosomas X-Y durante Metafases y Espermatidas Redondas. Analisis de varianza
de una via con post test de Dunnett. En cada grafico los grupos de estudio se
ordenan de izquierda derecha como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y 120Hrs.

Barras de error indican desviacion estandar.
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Por otro lado, al cuantificar la intensidad de fluorescencia se encontraron diferencias
significativas en todos los grupos de estudio respecto al control. A las 3 horas post-
hipertermia (Figura 14A), se hall6 un aumento de intensidad de fluorescencia solo en

la etapa de Paquiteno temprano (n=15; *p=0.019), representando un aumento de 1.9.

A las 48 horas post-hipertermia (Figura 14B), se detectaron diferencias significativas
en todos los grupos de estudio respecto a los controles, incluyendo las etapas post-
meioticas analizadas. Se encontr6 un aumento en la intensidad de fluorescencia de
H3K4me1 de 2.0 veces en Paquiteno temprano (n=15; ****p<0.0001), 3.3 veces en
Paquiteno medio (n=20; ****p<0.0001), 2.2 veces en Paquiteno tardio (n=20;
****p<0.0001), 1.9 veces en Diploteno temprano (n=15; ****p<0.0001) y 1.3 veces en
Diploteno medio/tardio (n=20; **p=0.0028). Posteriormente, en Metafases se
encontr6 un aumento de intensidad de fluorescencia de 2.1 veces (n=15;
****p<0.0001), pero no se encontraron diferencias significativas en Espermatidas

Redondas (n=20).

Una situacion similar se encontré a las 120 horas post-hipertermia (Figura 14C),
puesto que se halld6 un aumento de 2.5 veces en Paquiteno temprano (n=15;
****p<0.0001), 3.4 veces en Paquiteno medio (n=20; ****p<0.0001), 2.0 veces en
Paquiteno Tardio (n=20; ****p<0.0001), 1.6 veces en Diploteno temprano (n=15;
****p<0.0001), 1.3 veces en Diploteno medio/tardio (n=20; **p<0.0019), 1.7 veces en
Metafases (****p<0.0001), mientras que las Espermatidas Redondas (n=20) se

mantuvieron inalteradas.
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Figura 14: La hipertermia altera la
intensidad de fluorescencia de
H3K4me1 durante el MSCI.
Cuantificacion de intensidad de
fluorescencia en espermatocitos
(Paquiteno y Diploteno) y células
post-meidticas con presencia de
H3K4me1 en la cromatina de los
cromosomas X-Y a las (A) 3Hrs PHT
(*p=0.0190), (B) 48Hrs PHT
(**p=0.0028, ****p=<0.0001) y (C)
120Hrs PHT (**p=0.0019,
****p=<0.0001) vs. Control. Analisis
de varianza de una via con post test
de Dunnett. Barras de error indican

desviacion estandar.
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Estos resultados indican que la hipertermia aumenta la intensidad de marcacion de
H3K4me1 en los cromosomas sexuales durante el MSCI, particularmente a las 48 y
120 horas PHT.

ll. Efecto de la hipertermia en la sinapsis de los cromosomas sexuales.

Durante el analisis de los patrones temporales y de localizacion de yH2AX,
H3K9me3, H2A K119ub y H3K4me1 en los cromosomas sexuales, se observo un
alto porcentaje de cromosomas X e Y en completa asinapsis en la etapa de
Paquiteno temprano a las 48 horas y a las 120 horas post-hipertermia respecto al
control (Figura 15A). Este resultado sugiere que la hipertermia afecta la sinapsis
de los cromosomas sexuales y podria estar alterando los mecanismos que

mantienen la sinapsis del PAR, como el MSCI.
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Figura 15. Cuantificacion de espermatocitos con defectos sinapticos en el PAR
de cromosomas sexuales. (A-E) Analisis de varianza de una via con post test de

Dunnett. En cada grafico los grupos de estudio se ordenan de izquierda derecha
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Nimero muestral por grupo

como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y 120Hrs PHT. Barras de error indican
desviacion estandar. *p=0.0078, **p=<0.0001. (F) Microfotografia de
inmunofluorescencia contra SYCP3, de espermatocito en etapa de Paquiteno

temprano con XY en asinapsis.

lll. Efectos de la hipertermia en la progresion de la Profase |

En las Tablas 3, 4, 5 y 6 se indican los tamafios muestrales tanto de los grupos
controles, como grupos experimentales, para cada una de las 4 modificaciones post-
traducciones de histonas analizadas. Estos fueron sometidos a test estadisticos para
determinar si existen diferencias temporales en la progresion de las etapas tardias de

la meiosis producto de la hipertermia, respecto al grupo control.

En la Figura 16 se observa que los cambios mas significativos se encontraron en la
etapa de Paquiteno medio, especificamente a las 48 (p=0.0006) y 120Hrs PHT
(p=0.0002), con una disminucion de 31.2% y 36.1%, respectivamente. También se
detectaron disminuciones significativas en el numero de espermatocitos analizados
en la etapa de Paquiteno tardio a las 120Hrs PHT (p=0.01), y en Diploteno temprano

a las 48 (p=0.0092) y 120Hrs PHT (p=0.01).
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Figura 16: La hipertermia disminuye el numero de espermatocitos. Analisis de
varianza de una via con post test de Dunnett. En cada grafico los grupos de estudio
se ordenan de izquierda a derecha como: Control, 3Hrs PHT, 48Hrs PHT y 120Hrs
PHT. Barras de error indican desviacion estandar. ***p<0.001, **p=0.0092, *p=0.01.

Estos resultados sugieren que podria existir un arresto de los espermatocitos,
particularmente en la etapa de Paquiteno medio, pudiendo esta etapa ser mas
sensible a la hipertermia y dichos espermatocitos podrian experimentar apoptosis

producto de la alta temperatura testicular.
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DISCUSION

El conocimiento de los efectos de la hipertermia testicular transitoria sobre las
modificaciones epigenéticas que determinan el establecimiento del silenciamiento
meidtico de los cromosomas sexuales, proceso fundamental para la produccion de
gametos funcionales, contribuye a caracterizar de mejor manera los mecanismos
involucrados en la creciente infertilidad idiopatica y la disminucidon sostenida en el
recuento de espermatozoides durante los ultimos 40 anos (4-6, 10). El aumento de la
temperatura testicular, causado por una diversidad de factores ambientales (77, 78),
disminuye la produccién y calidad de espermatozoides, afectando asi la fertilidad
masculina (14). Los espermatocitos y espermatidas redondas son vulnerables al
estrés térmico y responden mediante la apoptosis celular (30, 42, 79), acumulacién
de dafio en el DNA y modificacion de la expresion génica, que podria perjudicar los
procesos espermatogénicos normales (29, 33, 35). Sin embargo, los mecanismos
involucrados que median estos defectos en las células germinales no se conocen por
completo. Esto justifica mas estudios genéticos y epigenéticos para dilucidar a
cabalidad las vias que regulan las respuestas frente al estrés térmico de las células
germinales masculinas. La comprension de los mecanismos moleculares en
respuesta al estrés térmico testicular podria contribuir a desarrollar terapias de

infertilidad masculinas y nuevas opciones de anticoncepcion.

El estudio de la epigenética ofrece una importante ventana para entender las
interacciones del ambiente con el genoma, su contribucion a la etiologia de una

diversidad de enfermedades y la potencial manipulacion de dichas interacciones para
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mejorar la salud humana. Asimismo, permite entender como las células germinales
se adaptan a variaciones ambientales y como éstas posteriormente influyen en la

evolucion de la especie.

Bajo este contexto, en el presente estudio se evaluaron 4 marcadores de
modificaciones post-traduccionales de histonas mediante inmunocitoquimica (yH2AX,
H3K9me3, UbiH2A y H3K4me1) permitiendo determinar los efectos del aumento de
la temperatura transitoria en la reprogramacion epigenética de los cromosomas

sexuales durante la meiosis.

En ratones, se ha descrito que la apoptosis de espermatocitos comienza entre las 4-
8 horas posteriores a la hipertermia testicular (29, 36, 42). Por esta razon, el primer
tiempo de sacrificio, 3 horas PHT testicular, permiti6 evaluar cambios en las
modificaciones post-traduccionales de histonas asociados a la reprogramacion
epigenética de los cromosomas sexuales inmediatamente posteriores a la
hipertermia y previos al establecimiento de la respuesta apoptética en
espermatocitos. Diversos estudios han establecido que el peak de apoptosis luego
de un estrés térmico a 42°C ocurre a las 24 horas post-hipertermia testicular (28, 29,
35), por lo que a las 48 horas PHT, las células presentes en el testiculo
corresponden a células sobrevivientes a la apoptosis masiva causada por el aumento
transitorio de temperatura. Finalmente, el analisis luego de 120 horas (5 dias)
posterior al estrés térmico permite determinar las consecuencias de la hipertermia
testicular en células que no experimentaron apoptosis y que progresaron a una etapa

mas avanzada de la profase l|/espermatogénesis. El plan experimental utilizado
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permiti6 evaluar la presencia y temporalidad de diferentes modificaciones post-
traduccionales de histonas involucradas en MSCI durante Paquiteno y Diploteno. De
esta manera, se determind si estos marcadores epigenéticos son afectados por la
hipertermia testicular y si los eventuales cambios en el epigenoma logran progresar a
estados post-meidticos, pudiendo contribuir a la memoria epigenética de las células

germinales maduras que posteriormente pueden ser transmitidas a la descendencia.

El tamafio muestral total de los tiempos 48 horas y 120 horas post hipertermia (Tabla
3,4,5, 6y Figura 16) disminuyo entre el 31.2% al 41.3% respecto al control, siendo
esta disminucién particularmente significativa en la etapa de Paquiteno Medio, lo que
esta en concordancia con lo descrito en la literatura (13), puesto que se ha observado
una disminucion sostenida en el numero de espermatozoides en el epididimo
comenzando a las 24 horas post hipertermia testicular (35°C), con una reduccién mas

acentuada a los 14 dias PHT.

Las causas de esta reduccion en el numero de espermatozoides motiles y, por ende, la
disminucién transitoria en la fertilidad en los 14 dias posteriores a un episodio de estrés
térmico (14), aun no son del todo claras. Sin embargo, se ha descrito que fallas en el
apareamiento entre los cromosomas sexuales durante la etapa meidtica de la
espermatogénesis, se asocian con infertilidad en ratones y en humanos, debido a que
se gatilla la muerte celular por apoptosis de los espermatocitos (80). Asi, la presencia
de bivalentes X-Y disociados en espermatocitos producto de la hipertermia contribuiria

a la infertilidad transitoria.
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Los cromosomas sexuales permanecen sinaptados durante las etapas de Paquiteno y
Diploteno de la profase |, solo a través de la region PAR, que es el unico sitio donde
presentan homologia y es donde se lleva a cabo el unico crossover entre ambos
cromosomas. En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre
el control y el grupo de estudio 3 horas PHT de bivalentes X-Y asinapticos, pero si se
encontraron diferencias significativas en los grupos de 48 horas PHT y 120 horas PHT
en la etapa de Paquiteno temprano (Figura 15). Al momento de la hipertermia, los
espermatocitos analizados en los tiempos 48 y 120 horas PHT se encontraban en las
etapas de Espermatogonias tardias y Lepto/Zigoteno, respectivamente, células que
presentan menos susceptibilidad a la hipertermia (31). De este modo, la presencia de
cromosomas sexuales asinapticos en etapas tempranas podria sugerir que existe un
retraso en la formacién del MSCI producto de la temperatura, pero que este no afecta
la sobrevida de los espermatocitos. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir del
analisis del numero muestral (Figura 16) podrian indicar lo opuesto: entre las etapas
de Paquiteno temprano y medio existe un checkpoint que previene la progresion de
espermatocitos que no han completado la sinapsis y recombinacion correctamente
(81, 82), por lo que debido a la presencia de X-Y asinapticos en Paquiteno temprano a
las 48 y 120Hrs PHT, podrian explicarse las disminuciones en el tamafio muestral en

estos mismos grupos en la siguiente etapa de Paquiteno medio.

Lo anterior se condice con los resultados obtenidos a través del analisis del marcador
de modificacién post-traduccional YH2AX, cuya persistencia en la cromatina de los
cromosomas sexuales, gatilla su silenciamiento y la formacion del cuerpo sexual (52)

(Figura 3). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
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temporalidad y localizacion sub-celular de esta histona fosforilada en ningun grupo de
estudio respecto al control (Figura 6 y 16A). No obstante, si se encontraron diferencias
significativas en la intensidad de fluorescencia de yH2AX a las 48 y 120 horas PHT,
durante Paquiteno tardio y Diploteno temprano (Figura 6 y 16A). Estos hallazgos
indican que podria haber un cambio en la cantidad relativa de esta modificacion post-
traduccional, o bien, que la compactacion de la cromatina en dichas sub-etapas y

grupos de estudio, podria estar siendo alterada por la temperatura.

En el primer caso, a las 48hrs PHT, al momento de la hipertermia estas células se
encontraban en estadios mas tempranos, como Paquiteno temprano y medio (Figura
4), pudiendo implicar que procesos como la sinapsis de los cromosomas sexuales o
la propia formacion del MSCI podria ser afectada por el aumento de temperatura
testicular transitoria. En tanto, a las 120hrs PHT, las células donde se hallaron
aumentos significativos de fluorescencia, al momento de la hipertermia se
encontraban en etapas de Lepto-Zigoteno y Paquiteno temprano (Figura 4),
sugiriendo que procesos previos a la formacion del MSCI, como la recombinacion y
la persistencia de DSBs, eventualmente podrian ser afectados por la temperatura e
influir en las posteriores modificaciones post-traduccionales que posibilitan el

silenciamiento de los cromosomas sexuales durante la meiosis.

Con respecto a los resultados obtenidos a partir del analisis del marcador H3K9me3
(Figura 8 y 16B), asociado a represion transcripcional y formacion de
heterocromatina, se encontraron cambios significativos en la temporalidad a las 48 y

120 horas PHT en estadios de Paquiteno tardio y Diploteno temprano, donde la
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marca de esta modificacion post-traduccional persiste en la cromatina del
cromosoma Y, cuando deberia estar presente unicamente en la heterocromatina
pericentromérica del cromosoma X. Aunque el patron de localizacion y temporalidad
no se vio afectado a las 3 horas PHT, si se hallaron diferencias de H3K9me3 al
cuantificar la intensidad de fluorescencia, donde se encontraron resultados
significativos en los 3 grupos de estudio, en las etapas de Paquiteno medio,
Paquiteno tardio y Diploteno temprano (Figura 9 y 16B). Al analizar las 3hrs PHT,
que por la brevedad del tiempo transcurrido luego del estimulo, las células
analizadas no han progresado ninguna etapa en la profase |, se podria inferir, y
similar a la persistencia y aumento de sefial de yYH2AX en la cromatina sexual, como
se discutié anteriormente, que eventualmente se establezca una respuesta inmediata
frente al aumento de temperatura por parte de proteinas modificadoras de histonas vy,
en consecuencia, del epigenoma de espermatocitos, que en este caso, permitia la

heterocromatinizacién y compactacion de la cromatina sexual por parte de H3K9me3.

Los resultados significativos obtenidos en el cambio del patron de marcacion de
H3K9me3 en los espermatocitos evaluados a las 48Hrs PHT en las etapas de
Paquiteno tardio y Diploteno temprano (Figura 8 y 16B), dan cuenta de la
importancia de la temporalidad de los mecanismos que participan en la formacién del
MSCI, que comienza en la etapa de Paquiteno temprano y se establece en la etapa
de Paquiteno medio. Los espermatocitos en etapas de Paquiteno tardio y Diploteno
temprano se encontraban en las etapas de Paquiteno temprano y Paquiteno medio,
respectivamente, mientras que los espermatocitos en la etapa de Diploteno

Medio/Tardio, que no presentaron alteraciones significativas, se encontraban en la
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etapa de Paquiteno tardio. Mediante los resultados obtenidos, y en concordancia con
la literatura (30, 42, 79), se puede inferir que la etapa de Paquiteno medio, etapa
donde ocurre el check point meiotico (81, 82), es particularmente susceptible al
aumento de temperatura, y que la hipertermia podria altera el establecimiento del
MSCI. En tanto, la etapa de Paquiteno tardio podria ser menos sensible a la
temperatura, ya que el establecimiento del MSCI ocurrié en la etapa anterior, y esta
podria ser la razén de la ausencia de cambios en el patrédn de marcacion de
H3K9me3 obtenidos en la etapa de Diploteno tardio. La cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia arrojé un aumento en la cantidad de H3K9me3 en las
etapas de Paquiteno medio, tardio y Diploteno temprano, dando cuenta que etapas
previas como la sinapsis de los cromosomas sexuales y la formacion del MSCI en
Paquiteno medio son mas sensibles a los cambios térmicos y generan una respuesta

del epigenoma.

En tanto, a las 120hrs PHT los espermatocitos que presentaron diferencias
significativas en la temporalidad y aumentos en la intensidad de fluorescencia de
H3K9me3, en etapas de Paquiteno tardio y Diploteno temprano, se encontraban en
las etapas de Lepto-Zigoteno y Paquiteno temprano, respectivamente al momento
del estrés térmico (Figura 4). Estos resultados podrian indicar que procesos propios
de etapas meidticas tempranas, como reparacion de DSBs programados del DNA,
podria influir en la persistencia de H3K9me3 en el cromosoma Y, y en la posible

anticipacién de la condensacion de los cromosomas sexuales a las 120hrs PHT.
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Estos resultados podrian indicar que los posibles defectos ocurridos en etapas
tempranas producto del incremento de la temperatura testicular transitoria, como
aumentos de dafo en el DNA (13, 31, 33) y/o disociacion de bivalentes XY (20, 40),
podria inducir un efecto de anticipacién en la condensacion de la cromatina de los
cromosomas sexuales, lo cual eventualmente podria contribuir a la sobrevida de

estos espermatocitos.

A continuacién, se analizaron los posibles cambios encontrados en la mono-
ubiquitinacién H2A K119ub, cuya presencia es redundante a la accién represiva de la
poli-ubiquitinacion H2A, pero por otro lado su ausencia contribuye a regular la
transcripcion de genes que escapan al MSCI. RNF8 es la ubiquitin ligasa que media
la ubiquitinacion en cromosomas sexuales meioticos, pero en genes que escapan a
la inactivacién transcripcional y que son necesarios para la correcta diferenciacion de
espermatidas y maduracion de espermatozoides, la proteina SCML2 reprime la
acumulacion de H2A K119ub en promotores y enhancers de dichos genes,
permitiendo a su vez reclutar histona-metiltransferasas y acetilasas que durante la
espermiogénesis permitiran nuevos cambios epigenéticos como H3K4me2,

H3K4me3, H4K20me1 y H3K27ac en espermatidas redondas (83).

Respecto a los resultados obtenidos del analisis cualitativo de H2A K119ub, cuya
presencia se asocia a dafo en el DNA o silenciamiento transcripcional, mientras que
su ausencia en promotores y/o enhancers de los cromosomas sexuales indica
activacion transcripcional, solo se observaron disminuciones significativas en la

localizacion de esta modificacidon en las etapas de Diploteno, tanto temprano como
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medio/tardio, a las 48hrs y 120hrs post-hipertermia (Figura 10 y 16C). A las 48hrs
PHT las células que presentaron variaciones en etapas de Diploteno temprano y
Diploteno medio/tardio, se encontraban en los estadios de Paquiteno medio y
Paquiteno tardio, respectivamente, al momento de la hipertermia; mientras que a las
120hrs PHT, donde también se hall6 una disminucion significativa de esta
modificacion en los estadios de Diploteno tempano y medio/tardio, estos
espermatocitos se encontraban en etapa de Paquiteno temprano y Paquiteno medio,
respectivamente. Ademas, el analisis de intensidad de fluorescencia arrojé
diferencias significativas en todos los estadios analizados a las 48hrs PHT, pero solo
en las etapas de Paquiteno temprano, medio y tardio a las 120hrs PHT (Figura 11y

16C).

Se ha descrito que a partir de Paquiteno medio, luego de que todos los DSBs
programados necesarios para la recombinacién genética hayan sido reparados,
comienza nuevamente la actividad transcripcional global a partir de todos los
autosomas y de los genes que escapan al MSCI en los cromosomas sexuales (74).
Esta alta actividad transcripcional se mantiene hasta Diploteno y es donde se
expresan los genes necesarios para la correcta progresion y conclusion de la
meiosis, y de la espermiogénesis, con la diferenciacion de espermatidas y
maduracion de espermatozoides (56, 65). Por lo tanto, una alteracion en el
epigenoma del MSCI podria desregular expresion de genes que escapan al
silenciamiento meidtico de los cromosomas sexuales y que son fundamentales para

el correcto desarrollo y maduracion de las células post-meidticas.
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Los resultados obtenidos a partir del marcador H2A K119ub, y de acuerdo con la
funcién de esta, indican que los genes que escapan al MSCI no serian los afectados,
sino los genes silenciados en este proceso debido a la ausencia de este marcador en
etapas tardias a las 48hrs y 120hrs PHT, al igual que la disminucion de intensidad
relativa a las 48hrs PHT en todos los estadios de la Profase | analizados y en la

etapa de Paquiteno a las 120hrs PHT.

A pesar de que los resultados obtenidos luego del analisis de H2A K119ub sugieren
que la hipertermia afecta el silenciamiento transcripcional, esto al mismo tiempo
indicaria que, al menos con este marcador, los genes que escapan al MSCI y que
son necesarios para la correcta progresion de la espermatogénesis y
espermiogénesis restantes, no se estarian viendo afectados, lo que podria actuar

como un factor de sobrevida para las células germinales.

Por otro lado, respecto a los resultados significativos obtenidos en la temporalidad y
localizacion de la marcacion fluorescente de H3K4me1 en todos los tiempos (Figura
14 y 16D), destacan la importancia de la etapa de Paquiteno medio en la formacion
del MSCI, asi como la sensibilidad que presenta dicha etapa frente a los cambios
térmicos. Ademas, mediante la cuantificacion de intensidad de fluorescencia se
encontraron diferencias significativas en todos los tiempos. Particularmente los
resultados de las etapas de Paquiteno temprano y medio, a las 3hrs, 48hrs y 120hrs
PHT, se condicen con los datos encontrados respecto a la disociacién de bivalentes
X-Y en la etapa de Paquiteno temprano (Figura 15), de modo que este posible

aumento de marcadores de compactacion y represion transcripcional, como la
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H3K9me3 y H3K4me1, podria responder a la disociacion de bivalentes X-Y, con el fin
de asegurar la sinapsis, condensacion y silenciamiento de los cromosomas sexuales
durante el MSCI. Del mismo modo, el aumento en la intensidad de fluorescencia en
etapas mas tardias, como Paquiteno tardio y Diploteno, luego de 48hrs y 120hrs del
estrés térmico esta en concordancia con lo encontrado a través de la cuantificacion
de fluorescencia de H3K9me3. Lo anterior puede apuntar a una cascada de
respuestas de modificaciones post-traduccionales como consecuencia de la
hipertermia, por ejemplo, al retrasarse o verse impedida la sinapsis de los
cromosomas sexuales en etapas tempranas, el epigenoma de estos mismos
cromosomas podria responder sobre-expresando marcas de silenciamiento
transcripcional y de formaciéon de heterocromatina como lo son H3K4me1l y
H3K9me3, respectivamente, asegurando asi la apropiada formacion, establecimiento
y mantencién del MSCI, evitando la apoptosis de aquellos espermatocitos expuestos

a hipertermia y aumentando la sobrevida de las células germinales.

Se ha descrito que el epigenoma de los espermatocitos es fundamental en etapas
post-meidticas y en procesos cruciales para la correcta maduracion de los
espermatozoides, como el recambio de histonas por protaminas y la polaridad en
espermatidas que dara origen a la correcta posicion del acrosoma y la cola del
espermatozoide maduro. Cambios en marcadores epigenéticos en espermatocitos de
ratones presentan espermatidas con morfologias aberrantes, desencadenando la
apoptosis de estas células, o bien, la maduracidon de espermatozoides con
alteraciones que disminuyen su capacidad de fertilizacion (84). De este modo, como

la fertilidad masculina se evalia no sélo por el numero de espermatozoides, sino
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también por su morfologia y motilidad, estos resultados sugieren que la subfertilidad
producto de la hipertermia testicular no soélo se debe a la disminucién en el recuento
de espermatozoides a causa de la apoptosis de espermatocitos, sino también
producto de alteraciones en el epigenoma que tendran un impacto en las etapas
post-meidticas, que eventualmente puedan ser heredadas a las siguientes

generaciones.

En este contexto, los resultados significativos hallados en las células post-mei6ticas
con el marcador H3K4me1, particularmente en Metafases, indican que dichos
mecanismos epigenéticos de adaptacion ocurridos en etapas meidticas, pueden
persistir y ser heredados a las células post-meiéticas. Sin embargo, en la etapa de
Metafase las células germinales se enfrentan al checkpoint propio de esta etapa (85),
de modo que si los mecanismos que propician la correcta sinapsis entre los
cromosomas sexuales a través de la region PAR y reforzados por los eventos
ocurridos durante la formacion y establecimiento del MSCI, se encuentran alterados
producto de la hipertermia testicular, estas células podrian experimentar una
segunda onda de apoptosis indirecta luego de la hipertermia. Esto podria explicar
porqué no se detectaron variaciones en la intensidad de fluorescencia en
Espermatidas redondas, inmediatamente posteriores a la etapa de Metafase: células
con alteraciones en el epigenoma pueden estar experimentando apoptosis en la
etapa de metafase y solo las que no presentan cambios en el epigenoma asociado al

MSCI pueden progresar a Espermatidas y continuar la espermiogénesis.

73



CONCLUSIONES

En la presente investigacion se exploraron las consecuencias del aumento de
temperatura testicular transitorio en las modificaciones post-traduccionales de
histonas que remodelan la cromatina de los cromosomas sexuales, contribuyendo a
su silenciamiento durante la meiosis (MSCI), proceso crucial para la apropiada
progresion de la meiosis masculina en mamiferos, a través de la caracterizacion
cualitativa y semi-cuantitativa de la presencia de algunos de los principales
marcadores involucrados en este proceso, como lo son yH2AX, H3K9me3, H2A

K119ub y H3K4me1.

Se pudo constatar que la hipertermia no incide en la dinamica temporal ni en la
ubicacion subcelular de YH2AX durante la formacion del MSCI, pero si resulta en un
aumento en la intensidad de fluorescencia a las 48 y 120 horas PHT,

especificamente durante Paquiteno tardio y Diploteno temprano.

En lo que respecta H3K9me3, se verificd que la hipertermia cambia la dinamica
temporal de H3K9me3 durante el MSCI en las etapas de Paquiteno tardio y
Diploteno Temprano a las 48 y 120 horas post-estrés térmico, permaneciendo en la
cromatina del cromosoma Y, cuando deberia encontrarse ausente en dichas etapas.
Ademas, se identificaron cambios en la intensidad de fluorescencia durante
Paquiteno medio y tardio, y Diploteno temprano, en los tres grupos de estudio post-

hipertermia.
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Para H2A K119ub, la hipertermia disminuyo la presencia de H2A K119ub en todas
las sub-etapas de Diploteno a las 48 y 120 horas post-hipertermia, reafirmado por
una reduccion en la intensidad de fluorescencia de H2A K119ub en la cromatina de
los cromosomas sexuales, particularmente a las 48 horas PHT, en todos las estadios

del MSCl y a las 120 horas PHT sdlo en las tres sub-etapas de Paquiteno.

En tanto, y diferencialmente, la hipertermia aumento la presencia de H3K4me1 en la
etapa de Paquiteno medio a las 48 y 120 horas post-hipertermia, donde deberia
encontrarse ausente. Junto con ello, se hall6 un aumento la intensidad de
fluorescencia de H3K4me1 a las 3 horas PHT unicamente en Paquiteno temprano,
mientras que a las 48 y 120 horas aumenta la intensidad de fluorescencia en los
cromosomas sexuales en todos los sub-estadios meiodticos, junto a las metafases.
Las espermatidas redondas no fueron afectadas por el aumento transitorio de

temperatura en ninguno de los grupos de estudio.

De esta forma, se concluye que la hipertermia transitoria incide en las modificaciones
post-traduccionales de histonas que hacen posible la formacion, establecimiento y
mantencion del MSCI durante la meiosis masculina, concentrandose los cambios
observados a las 48 y 120 horas post-hipertermia, es decir, en espermatocitos que

sobrevivieron al peak apoptético.

Se requieren estudios complementarios para precisar si los cambios relativos en
intensidad de fluorescencia son consecuencia de un cambio directo en la cantidad de

modificaciones post-traduccionales de histonas, o bien, si son indicativos de
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variaciones en la compactacion de la cromatina. Del mismo modo, es necesario
especificar desde qué punto se pueden ver afectadas cada una de las vias de
sefalizacion de las que son parte los marcadores analizados, y asi estudiar en
profundidad el impacto de los cambios en el epigenoma asociado al MSCI de
espermatocitos en células post-meidticas y en su maduracidon durante la

espermiogénesis.
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ANEXO 1: Imagenes referenciales.

l. Microfotografia de espermatocitos con morfologia apoptética, descritos por

Ayarza et al. 2016 (46), que no fueron considerados para el analisis:
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Il. Ejemplos de clasificacion de analisis cualitativo:

a) Espermatocitos con presencia de modificacion post-traduccional (yH2AX) en

X-Y (flechas blancas indican region PAR de XY):

b) Espermatocitos con sefal ausente del marcador (yH2AX) en X-Y (flechas

blancas indican regién PAR de XY):
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c) Espermatocitos con sefal ausente del marcador (yH2AX) en region PAR

(flechas blancas indican region PAR de XY):

d) Espermatocitos con sefial ausente del marcador (yH2AX) en cromosoma Y

(flechas blancas indican region PAR de XY):
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ANEXO 2: Microfotografias originales de figuras 5, 7, 9y 11.

yH2AX — Control — Paquiteno Temprano yH2AX — Control — Paquiteno Medio

yH2AX — Control — Paquiteno Tardio yH2AX — Control — Diploteno Temprano

yH2AX — Control — Diploteno Medio/Tardio
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yH2AX — 3H PHT - Paquiteno Temprano yH2AX — 3H PHT — Paquiteno Medio

yH2AX — 3H PHT — Paquiteno Tardio yH2AX — 3H PHT — Diploteno Temprano

yH2AX — 3H PHT — Diploteno Medio/Tardio
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yH2AX — 48H PHT - Paquiteno Temprano yH2AX — 48H PHT - Paquiteno Medio

yH2AX — 48H PHT - Paquiteno Tardio yH2AX — 48H PHT — Diploteno Temprano

yH2AX — 48H PHT — Diploteno Medio/Tardio
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YH2AX-120H PHT—-Paquiteno Temprano YH2AX-120H PHT-Paquiteno Medio

yH2AX-120H PHT-Paquiteno Tardio YH2AX-120H PHT-Diploteno Temprano

YH2AX-120H PHT-Diploteno Medio/Tardio

&3



H3K9me3—-Control-Paquiteno Temprano H3K9me3—Control-Paquiteno Medio

H3K9me3—Control-Paquiteno Tardio H3K9me3—Control-Diploteno Temprano

H3K9me3—Control-Diploteno Medio/Tardio
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H3K9me3-3H PHT-Paquiteno Temprano = H3K9me3-3H PHT-Paquiteno Medio

H3K9me3-3H PHT-Paquiteno Tardio H3K9me3-3H PHT-Diploteno Temprano

H3K9me3-3H PHT-Diploteno Medio/Tardio

&5



H3K9me3—-48H PHT-Paquiteno Temprano H3K9me3-48H PHT-Paquiteno Medio

H3K9me3-48H PHT-Paquiteno Tardio = H3K9me3—-48H PHT-Diploteno Temprano

H3K9me3—-48H PHT-Diploteno Medio/Tardio
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H3K9me3-120H PHT-Paquiteno Temprano  H3K9me3-120H PHT-Paquiteno Medio

H3K9me3-120H PHT-Paquiteno Tardio H3K9me3-120H PHT-Diploteno Temprano

H3K9me3-120H PHT-Diploteno Medio/Tardio
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H2A K119ub—Control-Paquiteno Temprano  H2A K119ub—Control-Paquiteno Medio

H2A K119ub—Control-Paquiteno Tardio = H2A K119ub—Control-Diploteno Temprano

H2A K119ub—Control-Diploteno Medio/Tardio
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H2A K119ub-3H PHT-Paquiteno Temprano  H2A K119ub-3H PHT—-Paquiteno Medio

H2A K119ub—3H PHT—-Paquiteno Tardio H2A K119ub—3H PHT-Diploteno Temprano

H2A K119ub—3H PHT-Diploteno Medio/Tardio
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H2A K119ub—48H PHT-Paquiteno Temprano H2A K119ub—48H PHT—Paquiteno Medio

H2A K119ub—48H PHT-Paquiteno Tardio H2A K119ub—48H PHT-Diploteno Temprano

H2A K119ub—48H PHT-Diploteno Medio/Tardio
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H2A K119ub—120H PHT—Paquiteno Temprano H2A K119ub—120H PHT-Paquiteno Medio

H2A K119ub—120H PHT—Paquiteno Tardio = H2A K119ub—120H PHT-Diploteno Temprano

H2A K119ub—120H PHT-Diploteno Medio/Tardio
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H3K4me1-Control-Paquiteno Temprano  H3K4me1-Control-Paquiteno Medio

H3K4me1-Control-Paquiteno Tardio H3K4me1—-Control-Diploteno Temprano

H3K4me1—-Control-Diploteno Medio/Tardio
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H3K4me1-3H-Paquiteno Temprano H3K4me1-3H-Paquiteno Medio
H3K4me1-3H-Paquiteno Tardio H3K4me1-3H-Diploteno Temprano

H3K4me1-3H-Diploteno Medio/Tardio
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H3K4me1-48H—-Paquiteno Temprano H3K4me1-48H-Paquiteno Medio
H3K4me1-48H—-Paquiteno Tardio H3K4me1-48H-Diploteno Temprano

H3K4me1-48H-Diploteno Medio/Tardio
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H3K4me1-120H-Paquiteno Temprano H3K4me1-120H-Paquiteno Medio
H3K4me1-120H-Paquiteno Tardio H3K4me1-120H-Diploteno Temprano

H3K4me1-120H-Diploteno Medio/Tardio
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