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Resumen 

El envejecimiento es un factor de riesgo para la fertilidad masculina y para la salud de su 

decendencia. La avanzada edad paterna (>35-40 años) se asocia a una disminución en la 

cantidad y calidad de espermatozoides, los que presentan defectos epigenéticos, 

fragmentación del DNA y mutaciones de novo, además de aumento del estrés oxidativo y 

especies reactivas de oxígeno (ROS) en las células germinales. Dentro de las células 

germinales, los espermatocitos son especialmente afectados por el envejecimiento y ROS. 

Durante la profase I, el aumento de ROS altera la actividad de proteínas de reparación y el 

envejecimiento masculino se asocia a daño genómico. En machos, los cromosomas X e Y 

imponen un desafío adicional ya que gatillan un proceso normal de reparación y 

condensación de la cromatina llamado inactivación meiótica de los cromosomas sexuales 

(MSCI). El MSCI es dirigido por una respuesta a daño en el DNA, actuando proteínas de 

las vías homólogas y no homólogas de reparación. Sin embargo, aún se desconoce si el 

envejecimiento afecta la reparación de los cromosomas X e Y y la formación del MSCI. En 

este trabajo se estudió el efecto del envejecimiento masculino en la estabilidad genómica 

de los cromosomas sexuales X e Y. Mediante inmunofluorescencia se detectó una serie de 

proteínas involucradas en la reparación de rupturas de doble hebra de DNA (DSBs), donde 

se detectó un aumento en los foci de Rad51 en los cromosomas sexuales, además de un 

aumento en la señal de ATR, lo que nos indica que existe un aumento de DSBs. De la 

misma manera, se observó un aumento de pCHK1 en etapas más tardías de profase I, lo 

que sugiere que los DSBs no están siendo reparados. Por otro lado, no existe diferencia 

para 53bp1, lo que indica que no hay cambios en la vía de recombinación no homologa. 

Por último, se observó un cambio en la temporalidad de aparición de H3K27ac, lo que 

sugiere un daño causado por el envejecimiento en el proceso de establecimiento de MSCI. 

Estos resultados sugieren que existe un aumento en la fragmentación del DNA y posible 

daño en las vías de reparación de DSBs en los cromosomas sexuales, y sugiere una 

alteración transcripcional de los cromosomas X e Y durante la profase I. 

Palabras clave:  

Envejecimiento, Fertilidad masculina, Meiosis, Reparación DNA, Silenciamiento 

cromosomas sexuales. 
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Abstract 

Male aging (>40 years) is associated with a decrease in the quantity and quality of 

spermatozoa, as well as epigenetic defects, DNA fragmentation, de novo mutations and 

increased reactive oxygen species (ROS) levels in the sperm. In somatic cells, aging and 

ROS produce DNA damage and decreased activity of DNA repair proteins, leading to 

genomic instability. Within germ cells, spermatocytes are especially affected by aging and 

ROS. During prophase I, the increase in ROS levels alters the activity of repair proteins, and 

results from our laboratory showed that male aging is associated with genomic damage. In 

males, the X and Y chromosomes pose an additional repair challenge, as they trigger a 

chromatin condensation and repair process called meiotic sex chromosome inactivation 

(MSCI). MSCI is driven by a response to DNA damage, driven by the homologous and non-

homologous DNA damage repair pathways. However, it is still unknown how aging affects 

the repair of the X and Y chromosomes and the formation of the MSCI. In this work, the 

effect of male aging on the genomic stability of the X and Y sex chromosomes was studied. 

Using immunofluorescence, a series of proteins involved in the repair of double strand 

breaks (DSBs) were detected, where an increase in Rad51 foci was detected in the sex 

chromosomes, in addition to an increase in the ATR signal, which indicates that there is an 

increase in DSBs. Likewise, an increase in pCHK1 was observed in later stages of prophase 

I, which suggets that DSBs are not being repaired. On the other hand, there is no difference 

for 53bp1, which indicates that there are no changes in the non-homologous recombination 

pathway. Finally, a change in the timing of the appearance of H3K27ac was observed, 

suggesting damage caused by aging in the establishment process of MSCI. These results 

suggest that there is an increase in DNA fragmentation and possible damage in the DSB 

repair pathways, in the same way the repression of gene expression during prophase I would 

be affected. 

Key Words: Aging; Male fertility; Meiosis; DNA repair; Sex chromosomes inactivation 
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Introducción 

En las últimas décadas se ha visto que hombres de países desarrollados y en vías de 

desarrollo están teniendo una tendencia a posponer la paternidad, debido a diversos 

factores como el trabajo, los estudios, entre otros [1]. En Estados Unidos se ha visto un 

aumento en la tasa de natalidad durante las últimas décadas de padres entre 35 a 39 años, 

40 a 44 y 45 a 49 años en un 26%, 10,8% y 3,2% respectivamente [2]. En Chile se vive un 

escenario similar en lo que respecta a la mayor edad en los padres, donde los nacidos vivos 

de padres entre 35 y 44 años aumentó en un 3,2% en la última década [3]. El envejecimiento 

masculino y el aumento en la edad paterna (advanced paternal age, APA; ≥35-40 años) 

pueden resultar en complicaciones en la salud reproductiva de los hombres y alteraciones 

metabólicas, de neurodesarrollo, o monogénicas en su descendencia. En los hombres se 

produce una disminución en los parámetros del semen y cambios en el número, morfología, 

movilidad y viabilidad de los espermatozoides [1]. También se asocia con fragmentación 

del DNA [4], cambios en el metiloma [5-7] y del transcriptoma de los espermatozoides [5, 8, 

9]. En la descendencia aumenta la prevalencia de enfermedades como desordenes 

genéticos, enfermedades neurosiquiátricas y anomalías congénitas [1]. 

El envejecimiento está ligado a una disminución de la eficiencia de los sistemas 

antioxidantes en las células y a elevados niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

en los espermatozoides. El efecto de ROS en el envejecimiento ha sido ampliamente 

demostrado en las células somáticas, en donde se van deteriorando funciones claves como 

acortamiento de los telómeros en los cromosomas, alteraciones epigenéticas e inestabilidad 

genómica [10], siendo esta última afectada por rupturas en el DNA y por daño en las 

proteínas que participan en vías de reparación de este [11, 12]. Lo que respecta a los 

espermatozoides, ocurre una disminución del recuento, la concentración y motilidad, 

resultando en una infertilidad masculina [13]. 

 

Meiosis masculina: importancia en la fertilidad de los individuos y en la salud de la 

descendencia. 

La meiosis es un tipo de división celular que produce gametos haploides a partir de células 

diploides, lo cual permite en organismos de reproducción sexuada la formación de gametos 

haploides con variabilidad y estabilidad genética. Para ello, en la meiosis ocurren procesos 

claves como el apareamiento, la sinapsis y la recombinación entre los cromosomas 
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homólogos, y la transcripción de genes esenciales para la gametogénesis y la 

reprogramación fetal. Estos procesos permiten la correcta segregación de los cromosomas 

homólogos y la recombinación entre éstos, asegurando la fertilidad, generación de 

variabilidad genética en la descendencia y permiten las bases mecanísticas de la herencia 

de los individuos. Errores en la meiosis producen infertilidad, abortos y desordenes 

congénitos [13]. 

En la meiosis, durante Profase I ocurren rupturas de doble hebra de DNA (DSBs) en sitios 

específicos del genoma llamados hotspots [14, 15]. Los DSBs gatillan la activación de las 

kinasas ATM y ATR que fosforilan a la histona H2AX en la serina 139 (H2AX) activando la 

vía de reparación homóloga del DNA, en donde participan proteínas como el complejo 

Nbs1-Mre11-Rad50, Brca1 y el complejo formado por las recombinasas Rad51-Dmc1 [16]. 

Para la correcta reparación de los DSBs, es clave la formación del complejo sinaptonémico 

(CS) y la sinapsis cromosómica [15, 16], lo cual provee una plataforma para la acción de 

las proteínas de la vía homologa permitiendo la recombinación entre los cromosomas 

homólogos [17]. En la meiosis, cualquier daño que ocurra durante el proceso de reparación 

del DNA va a gatillar puntos de chequeo que conducen al espermatocito a muerte celular 

por apoptosis, lo que conlleva a una disminución en el número de espermátidas finales y 

así a la infertilidad del individuo [18]. 

 

Reparación de DSBs en los cromosomas X e Y: silenciamiento meiótico de 

cromosomas sexuales (MSCI). 

En las células germinales masculinas no sólo encontramos cromosomas homólogos, sino 

que también podemos hallar cromosomas heterólogos como es el caso de los cromosomas 

sexuales X e Y. Estos cromosomas presentan una pequeña región homóloga llamada 

región pseudo-autosómica (PAR) por la cual se sinaptan, mientras que el resto de la 

longitud de los cromosomas no forma CS y permanece en asinapsis. Debido a la ausencia 

de homología entre los cromosomas X e Y, los DSBs que se generan al comienzo de la 

profase I no son reparados de la misma forma que los autosomas y muestran una 

reparación tardía que gatilla una condensación e inactivación transcripcional, llamada 

inactivación meiótica de los cromosomas sexuales (MSCI) [19-21]. Cualquier alteración y/o 

interrupción en MSCI conlleva a defectos en la recombinación, en la sinapsis y en la 
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regulación de la meiosis y espermiogénesis, gatillando apoptosis de las células germinales 

[22]. 

La inactivación de los cromosomas sexuales y la formación del MSCI involucra cambios en 

la cromatina como la modificación de histonas, incorporación de variantes de histonas y 

reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina. La modificación de histonas 

incorpora marcas en la cromatina del cuerpo XY para dirigir señalizaciones de reparación 

del DNA e inactivación transcripcional, siendo la fosforilación de H2AX en la serina 139 

(H2AX) una de las principales modificaciones de histonas que dirige la reparación de los 

DSBs y condensación de los cromosomas sexuales [23]. Otras modificaciones claves en 

estas vías son la monoubiquitinación de H2A, la trimetilación de H3 en la serina 9 

(H3K9me3) y acetilación de H3 en la serina 27 [24-27]. 

La reparación tanto de los cromosomas homólogos (autosomas) como la del XY comienza 

en la etapa de zigoteno de la profase I al activarse la vía de reparación homóloga del DNA, 

mediada por ATM, ATR, complejo MRN, Brca1, RPA, Rad51 y Dmc1 [28]. Esta reparación 

también implica un remodelamiento de la cromatina, como la fosforilación en serina 139 de 

la histona H2AX (H2AX), que resulta vital para la correcta reparación del DNA y progresión 

meiótica [28]. Cuando se comienza a producir la sinapsis entre las regiones homólogas de 

los cromosomas, se comienzan a localizar en los sitios de DSBs las recombinasas Rad51 

y Dmc1 que forman un complejo en la cromatina para reparar las rupturas, así como de la 

persistencia de cromatina remodelada por parte de H2AX [29]. 

Ya al comienzo de paquiteno, el complejo Rad51- Dmc1 ha reparado la mayoría de los 

DSBs de las regiones homólogas de los cromosomas. Sin embargo, en la región heteróloga 

de los cromosomas X e Y se gatilla una nueva vía de reparación en respuesta a la 

persistencia de rupturas del DNA que no son reparadas por Rad51 y Dmc1. Esto activa una 

nueva fosforilación de ATR, una nueva ronda de fosforilación de H2AX y la localización de 

Brca1 [30], lo cual comienza a formar el MSCI. La nueva ronda de fosforilación de H2AX 

sirve como sitio de unión en los cromosomas sexuales para la unión de Mdc1 y, 

posteriormente, de Rnf8 (ubiquitina E3 ligasa) [29] en paquiteno medio. Rnf8 junto a Rnf168 

(ubiquitina ligasa) mono ubiquitinan la histona H2A (mono- ubiH2A), iniciando la activación 

de una cascada de vías de señalización dependientes de ubiquitina. Esto permite el 

reclutamiento de una serie de proteínas como Rad18 y 53BP1 que finalmente reparan los 

DSBs de las regiones heterólogas del XY [29]. La importancia de la correcta formación del 

MSCI impacta incluso a las espermátidas y espermatozoides, ya que las modificaciones de 
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la cromatina que ocurren en este proceso mantienen silenciados y marcados 

epigenéticamente a los cromosomas X e Y, lo cual perdura en etapas post meióticas de la 

espermátogenesis en un proceso conocido como silenciamiento post meiótico de los 

cromosomas sexuales (PMSCI) como se muestra en la figura 1. 

 

Figura 1 Formación y mantención del MSCI durante la profase I. Se observa la formación del 
complejo sinaptonémico en autosomas (rojo) y cromosomas X (morado) e Y (naranjo), durante las 
etapas de la profase meiótica, la formación del MSCI y mantención de la condensación de los 
cromosomas sexuales en espermátidas redondas (PMSC) (adaptado de Kato 2015) [31]. 

 

Posterior a la ubiquitinación por parte de Rnf8, se establece una cascada de modificaciones 

epigenética activas, esto promueve la expresión de genes de “escape” por medio de 

marcadores de potenciadores activos como la acetilación de H3K27 (H3K27ac). Para el 

establecimiento de H3K27ac en los cromosomas sexuales además de Rnf8, se requiere 

que exista una supresión de la mono ubiquitinación de H2A (H2AK119ub), lo cual ocurre 

por medio de la proteína SCML2, debido a que H2AK119ub inhibe el establecimiento de 

modificaciones epigenéticas activas [32]. 

 

Estabilidad genómica en el envejecimiento masculino ¿Se ven afectados los 

cromosomas sexuales X e Y? 

Como se mencionó, el envejecimiento masculino se asocia a un aumento en los niveles de 

ROS en el testículo y daño del DNA en los espermatozoides que puede ser transmitido a la 
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descendencia con consecuencias nocivas [33]. Resultados recientes del laboratorio 

evidenciaron también que el envejecimiento masculino se traduce en presencia de DSBs 

en autosomas durante la Profase I tardía, etapas en donde todo el DNA se encuentra 

reparado en estos cromosomas, lo que comprometería la estabilidad genómica de las 

células germinales y la gametogénesis [34]. Pero ¿esta inestabilidad genómica se produce 

sólo en los cromosomas autosómicos?, ¿qué ocurre en los cromosomas sexuales?, ¿este 

envejecimiento masculino estará presentando alteraciones en la formación y reparación de 

DSBs en los cromosomas sexuales X e Y durante la meiosis de ratón? En ovocitos, de 

meiosis femenina, se ve alterada la reparación del DNA mediada por ATM como 

consecuencia del envejecimiento, disminuyendo así la eficiencia de la reparación de DBSs 

[35]. Esto nos lleva a creer que existe un compromiso de la estabilidad genómica y de los 

mecanismos de reparación de los cromosomas sexuales X e Y en la meiosis masculina 

como consecuencia del envejecimiento 
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Hipótesis 

El envejecimiento masculino afecta la estabilidad genómica en los cromosomas sexuales X 

e Y durante la meiosis de ratón. 

 

Objetivo general 

Determinar el efecto del envejecimiento masculino en la estabilidad genómica de los 

cromosomas sexuales X e Y durante la meiosis de ratón. 

 

Objetivos específicos 

- Identificar la influencia del envejecimiento en la generación y/o reparación de DSBs 

en los cromosomas sexuales de espermatocitos de ratones. 

- Analizar los mecanismos de reparación temprana de DSBs en cromosomas X e Y 

de espermatocitos de ratones viejos. 

- Analizar los mecanismos de reparación tardía de DSBs en cromosomas X e Y de 

espermatocitos de ratones viejos. 
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Materiales y métodos 

Muestras de ratones 

Se utilizaron esparcidos de espermatocitos provenientes de 3 ratones C57/BL6 de 3 meses 

de edad para muestras control, y 3 ratones C57/BL6 de 26 meses de edad (ratones viejos) 

como grupo experimental, los cuales fueron eutanasiados de acuerdo con lo descrito en el 

protocolo de bioética de animales #1050-1 (Anexo 1). Los testículos fueron obtenidos y 

extraídos para realizar esparcidos de espermatocitos. Todo el manejo animal y 

procedimientos fueron realizados por la Dra. Marcia Manterola. Los esparcidos de 

espermatocitos a utilizar en este proyecto fueron obtenidos de ratones eutanasiados en 

noviembre del 2021 y almacenados en cajas libres de hielo a -80C. La calidad de las 

muestras fue testeada en cuanto a la inmunoreactividad de los esparcidos comparando los 

resultados con aquellos obtenidos en muestras nuevas. De esta forma, se aseguró la 

calidad de las inmunofluorescencias y la veracidad de los resultados conseguidos.  

Esparcidos de espermatocitos  

Los esparcidos de espermatocitos fueron realizados extrayendo los testículos de los 

ratones y removiendo la túnica albugínea para obtener los túbulos seminíferos. Éstos fueron 

disectados utilizando un bisturí y posteriormente, disgregados mecánicamente con la 

utilización de dos pinzas hasta que los túbulos formaran una solución homogénea. Luego, 

se agregó entre 200 y 400 μL de sacarosa 100 mM mezclando suavemente y de la solución 

se tomaron 15 μL, esto fue esparcido en un portaobjetos limpio y previamente sumergido 

en una solución de Formaldehído al 2% (diluido en agua destilada) / tritón X-100 al 0,5%, a 

pH 7,5. Posteriormente, los portaobjetos se colocaron en una cámara húmeda por tres 

horas hasta que estuvieron secos y se lavaron 3 veces con Photo-Flo (Kodak) al 0,08% 

usando una pipeta Pasteur y dejando los portaobjetos secar después de cada lavado. Una 

vez secos, los esparcidos fueron guardaron a -80ºC hasta su uso para este proyecto. 

Inmunofluorescencia y análisis microscópico 

Para determinar si el envejecimiento produce daño genómico en espermatocitos (meiosis) 

se realizó inmunofluorescencia en los esparcidos de túbulos seminíferos, con el fin de 

identificar las proteínas de reparación de DSBs. 
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Los esparcidos de túbulos seminíferos fueron rehidratados por 10 minutos en PBS 1X; 

luego se realizó una incubación con anticuerpos primarios en una cámara húmeda durante 

toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: 

• Rabbit anti-Rad51 1:30 (Millipore Sigma) 

• Goat anti-ATR 1:10 (Sta Cruz BioTech) 

• Rabbit anti-pChk1 1:5 (Cell signaling) 

• Rabbit anti-53BP1 1:1000 (Abcam) 

• Mouse anti-H3K27ac 1:1000 (Abcam) 

Posteriormente, las muestras fueron lavadas en PBS-Tween 0.1% (3 veces por 20 minutos) 

y luego con PBS 1X (3 veces por 15 minutos) a temperatura ambiente para ser incubadas 

con los anticuerpos secundarios correspondientes en cámara húmeda toda la noche a 4°C 

(1:300), según especificidad y color deseado del anticuerpo primario: 

• Donkey anti-goat IgG (H+L) conjugado con Alexa Fluor 488 1:300 (Jackson 

InmunoResearch Laboratories). 

• Donkey anti-rabbit IgG (H+L) conjugado con Alexa Fluor 488 1:300 (Jackson 

InmunoResearch Laboratories). 

• Donkey anti-mouse IgG (H+L) conjugado con Alexa Fluor 594 1:300 (Jackson 

InmunoResearch Laboratories). 

Finalmente, las preparaciones fueron lavadas como se describió previamente; teñidas con 

DAPI 0.5 µg/mL durante 3 minutos, lavadas en PBS 1X (3 veces por 10 minutos cada una, 

a temperatura ambiente), y montadas con ProLong antifade reagent (Invitrogen) para su 

preservación a 4°C.  

Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon 

Eclipse 6400 y las imágenes fueron capturadas con una cámara digital Infinity 3 Lumenera. 

Todas las imágenes se analizaron con Phothoshop CS8 e ImageJ (NIH). 

 

Criterios para definir las etapas de la profase I, de acuerdo a la morfología del 

elemento axial de los cromosomas en los esparcidos de espermatocitos de ratón 

Las diferentes etapas de la profase I de la meiosis fueron identificadas mediante los 

cambios en la morfología de los autosomas y cromosomas sexuales con la proteína del 

elemento axial (EA) del complejo sinaptonémico SYCP3 (35). Estos cambios se enfocan en 

la aparición de excrecencias en el EA de cromosomas sexuales, el engrosamiento de los 

extremos de los cromosomas y el estado sináptico de autosomas y cromosomas sexuales 

en la región pseudoautosómica (PAR). En los estadios diploteno medio y tardío las 



14 
 

diferencias en el número de autosomas sinaptados y características del CS son poco 

precisas, por lo que se clasificaron como diploteno medio/tardío.  

 

Análisis estadístico 

La significancia estadística entre ratones de la misma edad se determinó mediante el test 

ANOVA de una cola seguido de la post- prueba de Kruskal-Wallis con un valor significativo 

de p<0.05. Se utilizó también un test de Z para determinar las diferencias estadísticas entre 

los ratones de cada grupo etario o un test de t no paramétrico de Mann Whitney 

dependiendo de los datos a analizar. El umbral de significancia fue de p<0,05 con un 

intervalo de confianza del 95%.  

 

  



15 
 

Resultados  

En células somáticas, se ha relacionado el proceso de envejecimiento con la pérdida de 

integridad genómica producto de un daño en el DNA. De la misma forma, se ha observado 

que en espermatozoides se puede hacer la misma asociación del envejecimiento con la 

fragmentación del DNA, lo que sugiere que el envejecimiento lleva a una pérdida de la 

integridad genómica en la línea germinal masculina. 

Para determinar si se encuentra alterada la estabilidad genómica de las células germinales 

por causa del envejecimiento, se evaluó la influencia del envejecimiento en la generación, 

presencia y reparación de daño en el DNA de los cromosomas sexuales X e Y durante 

meiosis. Para esto, se evaluaron una serie de proteínas pertenecientes a la vía de 

reparación del DNA, por medio de inmunofluorescencia en modelos de ratones viejos de 26 

meses de edad, equivalentes en edad a hombres entre 36 y 75 años de edad. Se 

utilizaron como control ratones de 3 meses de edad, los que corresponden a 20 años de 

edad en hombres.  

 

El envejecimiento aumenta los foci de Rad51 y altera el patrón de localización en los 

cromosomas sexuales XY. 

Se detectó con inmunofluorescencia a Rad51, recombinasa que media la invasión de las 

hebras de DNA y la reparación de los DSBs. Rad51 fue detectada en conjunto con SYCP3, 

proteína del elemento axial del complejo sinaptonémico (CS), permitiéndonos identificar los 

cromosomas sexuales y homólogos en los distintos estadios de Profase I.  

En ratones de 3 meses de edad, Rad51 se localiza como foci distribuidos en autosomas y 

cromosomas sexuales en estadios tempranos de la profase I como zigoteno y paquiteno 

temprano para posteriormente localizarse solamente en los cromosomas sexuales X y Y. 

Dado que en este trabajo estudiamos los procesos de reparación que ocurren en el X e Y, 

centraremos nuestros análisis solamente en estos cromosomas y en los estadios de 

paquiteno y diploteno, en donde éstos cromosomas son distinguibles e individualizables por 

medio de su morfología con SYCP3. 

Específicamente, en paquiteno temprano observamos que Rad51 en el 80% de los 

espermatocitos se localiza como foci sobre el eje del cromosoma X y no en el cromosoma 

Y (Figura 2a, inset) con un promedio de 6,98 ± 3,94 (n=71) foci por espermatocito (Figura 
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2k). A medida que avanzan los estadios, en paquiteno medio se observa la presencia de 

foci sobre el eje de los cromosomas X, pero también aparece en el cromosoma Y (Figura 

2b, inset) con un promedio de 6,02 ± 4,57 (n=45) (Figura 2l). En paquiteno tardío, 

observamos sólo señal de Rad51 en el cromosoma X en el 62,5% de los espermatocitos 

(Figura 2c, inset), con un promedio de 2,36 ± 3,43 (n=53) (Figura 2m). Ya en diploteno 

temprano (n=25) (Figura 2d-e, inset) y medio/tardío (n=40) (Figura 2n-o), no se observó 

señal de Rad51 en los cromosomas X e Y. 

A diferencia de los ratones jóvenes, en los espermatocitos de ratones viejos se observó un 

aumento en el promedio de foci por espermatocito en los cromosomas sexuales XY durante 

paquiteno y diploteno. Es así como en paquiteno temprano, se observaron foci de Rad 51 

no solo en el cromosoma X sino que también en el Y (Figura 2f, inset) y con un aumento 

significativo de 1.23 veces más foci que en ratones controles (8,64 ± 1,52, p<0,5) (n=45) 

(Figura 2k). En paquiteno medio se observó un aumento de 1.18 veces más foci que 

espermatocitos controles, con un promedio de 7,11 ± 4,20 (p<0,5) (n=72) (Figura 2g, inset). 

Estos foci se observaron principalmente en el cromosoma sexual X, con un promedio de  

foci de 5,7 ± 3,7, en comparación con los 1±1,28 encontrados en espermatocitos normales 

(Figura 2b, g; insets).    

En paquiteno tardío el aumento es aún más significativo (p<0,0005), ya que se observan 

2.94 más foci tanto en cromosoma sexual X como Y (Figura 2h, inset) con un promedio de 

6,95 ± 4,34 (n=98) (Figura 2m). Lo que respecta a diploteno, en diploteno temprano se 

observó la presencia de foci en el cromosoma sexual X (Figura 2i, inset) con un promedio 

de 3,12 ± 4,84 (n=33) (Figura 2n) (p<0,005), implicando un aumento de 3 veces más 

respecto del control. Ya en diploteno medio/tardío no se observó prácticamente señal de 

Rad51 en los cromosomas sexuales XY (Figura 2i, inset) (promedio de 0,5 ± 2,19) (n=56) 

(Figura 2j,o). 
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Figura 2. Dinámica temporal y de localización de Rad51 en los cromosomas sexuales X e Y 
en espermatocitos de ratones de 3 y 26 meses de edad. a-j) Localización de Rad51 en 
espermatocitos durante los distintos estadios de profase I. SYCP3 en rojo y Rad51 en verde. En 
la esquina superior derecha de cada estadio se observan los cromosomas sexuales XY con un 
aumento de la imagen, logrando una mejor visualización de los foci (inset). Las flechas blancas 
indican los cromosomas sexuales XY y la flecha amarilla indica autosomas comenzado a 
desinaptar.k-o) Promedio de foci en espermatocitos durante los estadios de profase I en paquiteno 
temprano *p<0,05 (k), paquiteno medio *p<0,05 (l), paquiteno tardío ***p<0,0005 (m), diploteno 
temprano **p<0,005 (n) y diploteno medio/tardío (o).  
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El envejecimiento aumenta la presencia de ATR en cromosomas sexuales XY durante 

la profase I. 

Se detectó con inmunofluorescencia ATR, proteína involucrada en sensar daño en el DNA 

y promover la reparación de este, llevando a un silenciamiento transcripcional en los 

cromosomas sexuales. ATR fue detectada en conjunto con SYCP3, proteína del elemento 

axial del CS, permitiéndonos identificar los cromosomas sexuales y homólogos en los 

distintos estadios de Profase I.  

En ratones de 3 meses de edad, la señal de ATR fue visible en los cromosomas X e Y en 

todos los espermatocitos desde paquiteno temprano a diploteno tardío. En paquiteno 

temprano esta señal se localizó sobre el eje de los cromosomas y desde paquiteno medio 

hasta diploteno, fue además visible en la cromatina de estos (Figura 3a-e, insets). 

Asimismo, observamos que la señal de ATR que se localiza sobre el eje de los cromosomas 

sexuales XY se presentó de dos formas distintas, del tipo línea discontinua y del tipo línea 

continua. El primer patrón se encontró entre el 83.33 y 56.64% de los espermatocitos desde 

paquiteno temprano a diploteno, mientras que el segundo patrón fue menos frecuente y se 

observó entre el 39.84 y 2.3% de los espermatocitos entre estos estadios (Figura 3k-o) 

(n=69, 54, 113, 36 y 42 espermatocitos en paquiteno temprano, medio, tardío, diploteno 

temprano, medio/tardío respectivamente). 

En los ratones de 26 meses de edad, si bien el patrón de línea discontinua siguió siendo 

más frecuente, se produjo un aumento significativo de la señal continua sobre los 

cromosomas X e Y. De este modo, observamos que en paquiteno temprano y medio, la 

señal continua aumenta significativamente 11.19 y 2.74 veces más que el control 

respectivamente (p<0,0005), mientras que la señal discontinua disminuye 0.81 y 0.72 veces 

en ambos estadios (p<0,05) (Figura 3f-g, inset; k-l) (n=77 y 45). El incremento del patrón 

continuo persiste hacia finales de paquiteno, donde aumenta 1.1 veces más que el control 

(n=78). Ya hacia diploteno, el patrón continuo baja concomitantemente con un aumento del 

patrón discontinuo, observando en diploteno temprano un cambio de 0.94 y 1.04 

respectivamente respecto del control (Figura 3i, inset; n) (n=32); y de 1.28 para el patrón 

discontinuo (Figura 3j, inset; o) (n=38). En diploteno tardío no se observó presencia de 

espermatocitos con señal en forma de línea continua. La importancia de estos patrones 

radica en dos posibilidades: un aumento de la intensidad de los foci de ATR o directamente 

un aumento en el número de foci de ATR que hace ver como una continuidad la señal en 

los ejes de los cromosomas sexuales. 
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Figura 3. El envejecimiento se asocia a cambios en la localización de ATR sobre el 
eje de los cromosomas sexuales X e Y. a-j) Localización de ATR en espermatocitos 
durante los distintos estadios de profase I. SYCP3 en rojo y ATR en verde. En la esquina 
superior derecha de cada estadio se observan los cromosomas sexuales XY con un 
aumento de la imagen, logrando una mejor visualización de la señal (inset). Las flechas 
blancas indican los cromosomas sexuales XY y la flecha amarilla indica autosomas 
comenzado a desinaptar. k-o) Porcentajes de espermatocitos con señal en forma de línea 
continua y discontinua durante los estadios de profase I en ratones de 3 meses de edad y 
de 26 meses de edad; paquiteno temprano *p<0,05 (k), paquiteno medio **p<0,005 y 
***p<0,0005 (l), paquiteno tardío *p<0,05 (m), diploteno temprano ***p<0,0005 (n) y 
diploteno medio/tardío ***p<0,0005 (o). p y q) Representación gráfica de los tipos de señal 
de ATR encontrada en los cromosomas X e y. p) grafica la señal del tipo continua, mientras 
que q) muestra el tipo de señal discontinua.  
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La presencia de un aumento de DSBs en cromosomas sexuales gatilla la activación 

de proteínas de checkpoint  

Se detectó con inmunofluorescencia pCHK1, la forma fosforilada y activa de una proteína 

que tiene una función de punto de control y de potenciación en el proceso de reparación 

del DNA. Esta detección se hizo en conjunto con la proteína del elemento axial del CS 

SYCP3 para identificar los cromosomas sexuales y homólogos en los distintos estadios de 

Profase I. 

En ratones de 3 meses de edad, se observó la presencia de señal sobre el eje de los 

cromosomas sexuales XY en forma de línea. En paquiteno temprano (Figura 4a, inset) 

encontramos un 92,66% de espermatocitos con señal en los cromosomas XY (Figura 4k) 

(n=109), similar a lo observado para paquiteno medio (Figura 4b, inset), en donde el 91,11%  

de células tenía señal de pChk1 en estos cromosomas (Figura 4l) (n=135). En estadios más 

tardíos sigue habiendo presencia de pCHK1 en los cromosomas sexuales, donde paquiteno 

tardío (Figura 4c, inset), diploteno temprano (Figura 4d, inset) y diploteno medio/tardío 

(Figura 4e, inset) presentan porcentajes de 92,62% (n=149) (Figura 4m), 82,42% (n=91) 

(Figura 4n) y 84,09% (n=88) (Figura 4o) respectivamente. 

En ratones de 26 meses de edad, se observa un aumento en los porcentajes de 

espermatocitos con presencia de señal en los cromosomas sexuales XY. En paquiteno 

temprano (Figura 4f, inset) existe un porcentaje de 100% (n=50) (p<0,5) y paquiteno medio 

(Figura 4g, inset) presenta un porcentaje de 95,41% (n=109), por lo que no se observa una 

diferencia estadísticamente significativa. En estadios más tardíos si se observa un aumento 

significativo de espermatocitos con pChk1 en los cromosomas sexuales, donde paquiteno 

tardío (Figura 4h, inset), diploteno temprano (Figura 4i, inset) y diploteno medio/tardío 

(Figura 4j, inset) presentan porcentajes de 99,28% (n=139) (p<00,5), 94,87% (n=39) (p<0,5) 

y 96,88% (n=96) (p<00,5), respectivamente. 
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Figura 4. El envejecimiento produce un aumento de pChk1 en los cromosomas 
sexuales X e Y hacia finales de la profase I. a-j) Localización de pCHK1 en 
espermatocitos durante los distintos estadios de profase I. SYCP3 en rojo y pCHK1 en 
verde. En la esquina superior derecha de cada estadio se observan los cromosomas 
sexuales XY con un aumento de la imagen, logrando una mejor visualización de la señal 
(inset). Las flechas blancas indican los cromosomas sexuales XY y la flecha amarilla indica 
autosomas comenzado a desinaptar. k-o) Porcentajes de espermatocitos con señal 
presente durante los estadios de profase I en ratones de 3 meses de edad y de 26 meses 
de edad; paquiteno temprano *p<0,05 (k), paquiteno medio (l), paquiteno tardío **p<0,005 
(m), diploteno temprano *p<0,05 (n) y diploteno medio/tardío **p<0,005 (o). 
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Los DSBs producidos en los cromosomas sexuales por causa del envejecimiento no 

alteran la dinámica de activación y localización de proteínas de la vía de 

recombinación no homologa dependiente como 53bp1. 

Se detectó con inmunofluorescencia 53bp1, proteína encargada de la reparación de DSBs. 

53bp1 fue detectada en conjunto con SYCP3, proteína del elemento axial del CS, 

permitiéndonos identificar los cromosomas sexuales y homólogos en los distintos estadios 

de Profase I. 

En ratones de 3 meses de edad, se observó presencia de señal distribuida de forma 

homogéneamente en la cromatina de los cromosomas sexuales XY, sin presencia de esta 

en el eje de los cromosomas, en algunos de los estadios de profase I. En paquiteno 

temprano (Figura 5a, inset) sólo un 1,45% (n=69) de los espermatocitos presenta señal 

(Figura 5m). En paquiteno medio (Figura 5b, inset) comienza a aparecer la señal distribuida 

en la cromatina de los cromosomas sexuales XY, donde se encuentra, con una intensidad 

más bien débil, en un 86,02% (n=93) de los espermatocitos (Figura 5n). En los estadios 

más avanzados como paquiteno tardío (Figura 5c, inset) y diploteno temprano (Figura 5d, 

inset) se observa una señal más intensa, con porcentajes de 98,92% (n=93) (Figura 5o, 

inset) y 100% (n=78) (Figura 5p) de células con presencia de señal, respectivamente. En 

diploteno medio (Figura 5e, inset) la señal en los cromosomas sexuales vuelve a disminuir 

en intensidad, manteniéndose en un 97,87% (n=47) de las células (Figura 5q). En el último 

estadio, correspondiente a diploteno tardío (Figura 5f, inset), desaparece la señal en la 

cromatina de los cromosomas sexuales XY de los espermatocitos (n=73) (Figura 5r). 

En ratones de 26 meses de edad, se observa un patrón similar en la señal de 53bp1, 

estando esta distribuida en la cromatina de los cromosomas sexuales XY. En paquiteno 

temprano (Figura 5g, inset) existe un 7,14% (n=28) de células totales con presencia de 

señal, con un fold change=2,46. Al igual que en ratones de 3 meses de edad, en paquiteno 

medio (Figura 5h, inset) comienza a aparecer en un 89,66% (n=29) de los espermatocitos, 

con un un fold change=3,2. En estadios más avanzados, se sigue visualizando la señal, 

donde paquiteno tardío (n=55) (fold change =1,69) (Figura 5i, inset) y diploteno temprano 

(n=29) (fold change=2,69) (Figura 5j, inset) presentan porcentajes de 100% de células con 

presencia de señal, cada uno. Diploteno medio (Figura 5k, inset) presenta una intensidad 

en la señal alta y en el 100% (n=14) (fold change=3,36) de los espermatocitos. En diploteno 

tardío ya no se visualiza señal en la cromatina de los cromosomas sexuales XY de los 

espermatocitos (n=34) (fold change=2,15) (Figura 5l, inset). 
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Figura 5. El envejecimiento no cambia la dinámica de localización de 53BP1 como 
parte del MSCI. a-l) Localización de 53bp1 en espermatocitos durante los distintos estadios 
de profase I. SYCP3 en rojo y 53bp1 en verde. En la esquina superior derecha de cada 
estadio se observan los cromosomas sexuales XY con un aumento de la imagen, logrando 
una mejor visualización de la señal (inset). Las flechas blancas indican los cromosomas 
sexuales XY y la flecha amarilla indica autosomas comenzado a desinaptar. m-r) 
Porcentajes de espermatocitos con señal presente durante los estadios de profase I en 
ratones de 3 meses de edad y de 26 meses de edad; paquiteno temprano (m), paquiteno 
medio (n), paquiteno tardío (o), diploteno temprano (p), diploteno medio (q) y diploteno 
tardío (r). 

 

El envejecimiento compromete el establecimiento del MSCI que ocurre hacia profase 

I tardío  

Para determinar si la persistencia de DSBs en los cromosomas sexuales afecta el 

establecimiento del MSCI y posterior reprogramación epigenética del genoma de los 

cromosomas X e Y, estudiamos el patrón temporal y de localización de la histona H3K27ac. 
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Esta histona se localiza en regiones activas transcripcionalmente del genoma y junto a 

H3K4me2 programa regiones ricas en genes para escapar de la represión que impone el 

MSCI.  

En ratones de 3 meses de edad, se observó presencia de señal distribuida de forma 

homogénea en la cromatina de los cromosomas sexuales XY, sin presencia de esta en el 

eje de los cromosomas, en algunos de los estadios de profase I. En paquiteno temprano 

(Figura 6a, inset) sólo un 33,33% (n=6) de los espermatocitos presenta señal en la 

cromatina (Figura 6k). En paquiteno medio (Figura 6b, inset) se comienza a observar la 

aparición de señal en la cromatina de los cromosomas sexuales XY, en un porcentaje de 

97,43% (n=39) (Figura 6l). En estadios más avanzados y finales de profase I sigue habiendo 

presencia de señal en la cromatina, donde paquiteno tardío (Figura 6c, inset), diploteno 

temprano (Figura 6d, inset) y diploteno medio/tardío presentan porcentajes de 100% (n=53) 

(Figura 6m), 93,33% (n=15) (Figura 6n) y 86,66% (n=15) (Figura 6o) de espermatocitos con 

señal, respectivamente. 

En ratones de 26 meses de edad, se observa un patrón distinto de localización de la señal 

durante los distintos estadios de profase I. En paquiteno temprano (n=13) (Figura 6f, inset) 

no existe presencia de señal en la cromatina (p<0,05) y en paquiteno medio (Figura 6g, 

inset) el porcentaje de espermatocitos con señal sólo es un 37,25% (n=51) (p<0,0005). La 

aparición de señal comienza recién en paquiteno tardío (Figura 6h, inset) con un 70% 

(n=60) (p<0,0005) de espermatocitos con señal en la cromatina de los cromosomas 

sexuales. En diploteno temprano (Figura 6i, inset) se mantiene la señal con un 81,81% 

(n=22), pero en diploteno medio/tardío (Figura 6j, inset) la señal disminuye nuevamente, 

con solo un 17,07% (n=41) (p<0,0005) de los espermatocitos con presencia de la 

modificación de esta histona. 
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Figura 6. Resultados de localización de H3K27ac. a-j) Localización de H3K27ac en 
espermatocitos durante los distintos estadios de profase I. SYCP3 en rojo y H3K27ac en 
verde. En la esquina superior derecha de cada estadio se observan los cromosomas 
sexuales XY con un aumento de la imagen, logrando una mejor visualización de la señal 
(inset). Las flechas blancas indican los cromosomas sexuales XY y la flecha amarilla indica 
autosomas comenzado a desinaptar. k-o) Porcentajes de espermatocitos con señal 
presente durante los estadios de profase I en ratones de 3 meses de edad y de 26 meses 
de edad; paquiteno temprano *p<0,05 (k), paquiteno medio ***p<0,0005 (l), paquiteno tardío 
***p<0,0005 (m), diploteno temprano (n) y diploteno medio/tardío ***p<0,0005 (o). 
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Discusión 

En este trabajo se buscó determinar si el envejecimiento está afectando la estabilidad 

genómica de los cromosomas sexuales X e Y durante la meiosis masculina, ya sea por 

generación y/o reparación de DSBs. Se observó, que en cromosomas sexuales X e Y, el 

envejecimiento genera un aumento significativo en el promedio de foci de Rad51 presente 

en los distintos estadios de profase I, específicamente desde paquiteno temprano hasta 

diploteno temprano, esto indica que existe un aumento de DSBs en los cromosomas 

sexuales X e Y relacionados con el envejecimiento.  

Esto también se evidenció por el aumento en la presencia de ATR en los cromosomas 

sexuales, proteína que participa en la reparación de DSBs, donde en ratones de 26 meses 

de edad se vio un aumento de espermatocitos que presentaban una señal en forma de 

“línea continua” en los primeros estadios de profase I, específicamente en paquiteno 

temprano, paquiteno medio y paquiteno tardío. Lo que respecta a los estadios más 

avanzados, en diploteno temprano y medio/tardío de ratones envejecidos existe un 

porcentaje significativamente mayor de espermatocitos con presencia de ATR, en 

comparación a ratones jóvenes, lo cual nos sugiere que existe un mayor daño en el DNA 

relacionado al envejecimiento. 

Así mismo, otra proteína que sufrió cambio significativo fue CHK1, proteína que cumple una 

importante función en la reparación del DNA, ya que actúa como punto de control [36]. Se 

observó que con el aumento de DSBs en los cromosomas sexuales, se gatilla la activación 

de checkpoint, los cuales se producen sin cambios durante los primeros estadios, es decir 

paquiteno temprano y paquiteno medio. Sin embargo, avanzada la profase I, se observa 

que en estadios más tardíos existe un aumento significativo en la presencia de CHK1, 

específicamente en paquiteno tardío, diploteno temprano y diploteno medio/tardío, lo que 

indicaría que existe un porcentaje importante de DSBs que no están siendo reparados. 

Por otro lado, se encontró que la presencia de 53bp1, proteína involucrada en la reparación 

de estas DSBs por la vía de recombinación no homologa, se mantiene con conductas 

similares de expresión, localización y temporalidad en cromosomas sexuales X e Y, tanto 

en ratones jóvenes como ratones viejos, comenzando a verse su aparición en paquiteno 

medio, manteniéndose durante paquiteno tardío, diploteno temprano y diploteno medio, 

para luego desaparecer finalizando la profase I, específicamente en diploteno tardío. 

Debido a la diferencia en los n de ratones jóvenes y n de ratones envejecidos durante los 
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distintos estadios, calculando el fold change se concluye que en paquiteno temprano existe 

2,46 espermatocitos más de ratones jóvenes en comparación a ratones envejecidos, lo 

mismo ocurre en paquiteno medio con 3,2, paquiteno tardío con 1,69, diploteno temprano 

2,69 células, en diploteno medio 3,36 células y diploteno tardío 2,15 células más en ratones 

jóvenes, lo que estima que podría existir cierta significancia estadística. 

Lo que respecta a modificaciones de histonas, se evidenció un cambio significativo respecto 

a la temporalidad en la aparición de H3K27ac asociado al envejecimiento. Se observó que 

su aparición en ratones viejos comienza en paquiteno medio, manteniéndose durante 

paquiteno tardío y diploteno temprano, pero aún en menor cantidad en comparación a 

ratones jóvenes, para luego en diploteno medio/tardío volver a descender en el porcentaje 

de espermatocitos con presencia de la modificación de histona, lo que sugiere un daño 

causado por el envejecimiento. Estos resultados podrían verse beneficiados y 

complementados si se estudian otras modificaciones de histonas como H3K9ac y ubH2A. 

Como se ha visto en estudios anteriores, el envejecimiento se relaciona con alteraciones 

epigenéticas e inestabilidad genómica [10], donde se relacionan con rupturas en el DNA y 

daño en las vías de reparación de este, principalmente en los autosomas de 

espermatocitos, pero no existen mayores estudios que relacionen esto con los cromosomas 

sexuales X e Y. Los resultados de este estudio nos sugieren que estos eventos también 

están afectando a los cromosomas sexuales X e Y en espermatocitos de ratones 

envejecidos, donde se evidenció que existe un aumento de DSBs y a su vez un cambio en 

la temporalidad de aparición de proteínas involucradas con su reparación, además de 

cambios que estarían afectando a la represión de la expresión génica y a su vez en la 

formación del MSCI. 
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Conclusiones 

• En ratones machos, el aumento en la edad, produce un aumento en la cantidad de 

foci de Rad51 en cromosomas sexuales X e Y, donde en ratones de 26 meses de 

edad se observa un aumento significativo de los promedios de foci en estadios de 

paquiteno temprano, paquiteno medio, paquiteno tardío y diploteno temprano. 

• Existe un aumento en la presencia de ATR en cromosomas sexuales de ratones 

envejecidos. 

- Se observa un cambio en la expresión de ATR, en ratones de 26 meses de edad, 

en estadios tempranos, afectando principalmente a paquiteno temprano, paquiteno 

medio y paquiteno tardío. 

- En estadios más tardíos, como diploteno temprano y medio/tardío, los ratones de 

26 meses de edad presentan un mayor porcentaje de espermatocitos con presencia 

de ATR en los cromosomas sexuales. 

• El envejecimiento produce cambios en la reparación de DSBs, lo que gatilla un 

aumento en la expresión de CHK1 durante estadios más tardíos, como paquiteno 

tardío, diploteno temprano y diploteno medio/tardío 

• La vía de unión de extremos no homólogos (NHEJ) no se ve afectada por el 

envejecimiento, ya que no se observan cambios en la expresión, localización o 

temporalidad de 53bp1 en cromosomas sexuales 

• El envejecimiento podría afectar al proceso de represión de la expresión génica 

durante el MSCI, viéndose afectada la temporalidad de H3K27ac a lo largo de los 

estadios de profase I. 

• Producto del envejecimiento, existe un aumento de DSBs en los cromosomas 

sexuales en las etapas iniciales de profase I, además de existir un cambio en la 

reparación de estos, lo que gatilla durante las etapas tardías un aumento en la 

activación de proteínas de checkpoint como CHK1. Esto también sugiere que se vea 

afectado el proceso de establecimiento de MSCI. 

• El envejecimiento masculino afecta de manera directa en la estabilidad genómica 

de los cromosomas sexuales X e Y durante la meiosis masculina de ratón, debido a 

la formación de nuevos DSBs y su errónea reparación. 

. 
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Anexos 

Anexo 1. Certificado aprobación comité bioética  
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Anexo 2 

Aprobación uso animales envejecidos bioética animales 
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Anexo 3 
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