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RESUMEN

El cromosoma Y juega un papel fundamental en el desarrollo masculino de los mamiferos, ya
que presenta genes que realizan funciones de regulacion celular. Sin embargo, este cromosoma
sufre aberraciones genémicas en las que las poblaciones de células de un organismo pierden
totalmente el cromosoma Y, a lo que se le denomina como pérdida mosaica. Este fenomeno
gendmico se ha asociado directamente con el envejecimiento, el cancer, la mortalidad temprana
y otras enfermedades degenerativas observadas en las células sanguineas humanas, sin embargo,
se desconoce que sucede en otros linajes celulares; tinicamente se ha demostrado que las
neuronas sufren de una menor tasa de pérdida que las células sanguineas. De este modo, los
objetivos del proyecto son determinar si la pérdida del cromosoma Y aumenta con la edad y
caracterizar el nivel de mosaicismo en once tejidos de la rata. Se evaluaron las cuantificaciones
de la cobertura gendémica de los tres loci (cromosoma 10, X e Y) en diferentes etapas de
desarrollo. Se determind que la rata también pierde el cromosoma Y en diferentes lineas
celulares, sin embargo, el nivel de pérdida es especifico para cada tejido. Asimismo, al igual
que en el ser humano, se observo que esta pérdida aumenta con el envejecimiento, siendo los
tejidos como sangre, rifion, higado y cerebelo los mas afectados. Finalmente, se demostrd que
el nivel de pérdida del cromosoma Y se correlaciona con el nivel de pérdida del cromosoma X
en los tejidos mas afectados. Por tanto, la pérdida del cromosoma Y es posiblemente un
fenémeno comun en los mamiferos placentarios por compartir el mismo cromosoma Y que ha
sufrido los mismos procesos evolutivos que han provocado su degeneracion y fragilidad. Esta
pérdida del cromosoma Y en los distintos tejidos puede estar asociado con un decaimiento

funcional y fisiologico teniendo afectaciones catastroficas
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ABSTRACT

The Y chromosome plays a fundamental role in the male development of mammals since it
presents genes that perform cellular regulation functions. However, this chromosome suffers
from genomic aberrations in which the populations of cells in an organism totally lose the Y
chromosome, which is called mosaic loss. This genomic phenomenon has been directly
associated with aging, cancer, early mortality and other degenerative diseases observed in
human blood cells, however, it is unknown what happens in other cell lineages; Neurons have
only been shown to suffer a lower rate of loss than blood cells. Thus, the objectives of the project
are to determine whether the loss of the Y chromosome increases with age and to characterize
the level of mosaicism in eleven rat tissues. Quantifications of the genomic coverage of the three
loci (chromosome 10, X and Y) at different stages of development. It was determined that the
rat also loses the Y chromosome in different cell lines, however, the level of loss is specific for
each tissue. Likewise, as in humans, it was observed that this loss increases with aging, with
tissues such as blood, kidney, liver and cerebellum being the most affected. Finally, it was
shown that the level of loss of the Y chromosome correlates with the level of loss of the X
chromosome in the most affected tissues. Therefore, the loss of the Y chromosome is possibly
a common phenomenon in placental mammals because they share the same Y chromosome that
has undergone the same evolutionary processes that have caused its degeneration and fragility.
This loss of the Y chromosome in the different tissues may be associated with a functional and

physiological decay with catastrophic effects.
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1. Introduccion

1.1. Envejecimiento e inestabilidad genomica

1.1.1. Acumulacion de alteraciones del genoma relacionadas con la edad

El envejecimiento puede definirse como una disminucion funcional progresiva y una mortalidad
creciente durante el tiempo de vida de un organismo. Este declive funcional y fisioldgico es
causado por la constante acumulacion de dafio al DNA a través del tiempo, generando una
deficiencia en la maquinaria de reparacion del DNA; por consiguiente, modificando la
informacion genética del organismo a nivel somatico (Lombard ef al., 2005). Recientemente, se
ha considerado la inestabilidad genémica como una de las principales caracteristicas y marcas
del envejecimiento de los organismos junto con la senescencia celular, alteraciones epigenéticas
(por ejemplo, el aumento de regiones hipometiladas), la disfuncién mitocondrial y otros cinco
procesos moleculares y celulares que actian de manera conjunta (Fig. 1) (Lopez-Otin et al.,

2013; Zhou et al., 2018).

Figura 1. El esquema enumera las nueve caracteristicas descritas que influyen en el envejecimiento: inestabilidad
genomica, desgaste de los telomeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, deteccion de nutrientes
desregulada, disfuncion mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre y comunicacion
intercelular alterada. Editado de Lopez-Otin et al. (2013).



La inestabilidad gendomica se refiere a un rango de alteraciones del DNA, desde
mutaciones puntuales, deleciones e inserciones hasta reordenamientos cromosoémicos y cambios
numéricos irreversibles de cromosomas completos que modifican el contenido de informacion
del genoma (Vijg & Montagna, 2017). Estas alteraciones permanentes del genoma son
consecuencias de errores realizados por enzimas responsables de la segregacion de los
cromosomas, la replicacion y reparacion del DNA (Vijg & Suh, 2013).

Una causa principal de la inestabilidad es la continua induccion de dafio al DNA, dado
principalmente por agentes externos (Whittemore et al., 2019a). Sin embargo, estas alteraciones
fisicas en la estructura del acido nucleico son generalmente reparadas, pero influyen en la
formacion de mutaciones durante la reparacion del dafio al DNA. No obstante, las mutaciones
que no pueden ser reconocidas por las enzimas de reparacion solo se pueden eliminar a través
de la muerte celular o de todo el organismo (Vijg & Montagna, 2017). Por otra parte, la
acumulacion de mutaciones en células somaticas en diferentes tejidos durante el envejecimiento
estd asociada con una pérdida gradual de la integridad del genoma y del funcionamiento celular
(Dollé et al., 1997), asi como con la disminucion funcional progresiva de los tejidos y érganos

del cuerpo aumentando la probabilidad de una muerte temprana.

Unos de los primeros estudios para entender el papel de la inestabilidad gendémica
durante el envejecimiento fue el realizado por Failla (1958) en el que postula la “teoria de la
acumulacion de mutaciones somaticas del envejecimiento”, proponiendo como idea central que
durante el envejecimiento existe una acumulacion de mutaciones aleatorias que da lugar a una
muerte celular mayor generando un deterioro funcional. Sin embargo, conforme ha ido
aumentando el entendimiento del material genético, esta teoria evoluciond a la "teoria del dafio
del DNA del envejecimiento", mencionando que los diferentes tipos de dafio al DNA se

acumulan durante el envejecimiento y estos tienen consecuencias moleculares y celulares.

Asimismo, Jacobs et al. (1961) reportaron el incremento de alteraciones en el genoma
durante el envejecimiento mediante el analisis de linfocitos de humano, en donde se observé un
aumento de modificaciones en el cariotipo conforme aumentaba la edad, principalmente de
aneuploidias y siendo mas comun la pérdida de cromosomas (hipoploidia) por errores durante
la division celular a causa de un anafase rezagada (Fig. 2). Por otro lado, la acumulacion de

aberraciones cromosomales también se han visto en otras lineas celulares y organismos, asi, por



ejemplo, Crowley y Curtis (1963) observaron una acumulacion de aberraciones cromosomales
durante el envejecimiento de ratones en las células del higado; mas aun, demostraron que
organismos con una menor esperanza de vida acumulan més rdpidamente alteraciones

cromosomales.

Tipo de aneuploidia
@ Hiperploidia
) Hipoploidia

Porcentaje de células afectadas (%)

Figura 2. Analisis de los tipos aneuploidias que suceden en células de linfocitos de sangre periférica con cariotipo
normal durante el envejecimiento. En verde se muestra las células con hiperploidia y en naranja las células con
hipoploidia. Tomado de Jacobs ef al. (1961).

Del mismo modo, se ha observado que en el cerebro existe una acumulacion de
aneuploidias conforme el organismo envejece; esto se ha descrito en humanos y ratones,
asociandose directamente con enfermedades neurodegenerativas (Rehen et al., 2005). Mas aun,
en un modelo murino, y mediante un protocolo de seguimiento horizontal, se observo que la
acumulacion de aberraciones cromosomales durante el envejecimiento sucede en casi todos los
tejidos, no obstante, el porcentaje de estas alteraciones gendmicas depende directamente del tipo
de tejido y de sus caracteristicas fisiologicas (Baker et al., 2013). Por consiguiente, las
aberraciones cromosémicas son eventos comunes en el genoma durante el envejecimiento de
los organismos (Forsberg et al., 2012; Xie et al., 2014; Franco et al., 2018; Lobato et al., 2018;
Martincorena et al., 2018; Osorio et al., 2018), sin embargo, la frecuencia de las aneuploidias
depende directamente del tipo celular y no ocurren en todos los 6rganos (Vijg y Suh, 2013).
Finalmente, estas diferencias en la carga de mutaciones somaticas y de arreglos cromosomicos

en las distintas lineas celulares se ha conjeturado que es una consecuencia de errores en la



division celular; propios de cada tejido, y, al desmedro de los puntos de control del ciclo celular

(Tomasetti et al., 2017).

1.1.2. El efecto de la division celular en las aberraciones genomicas

A lo largo de la vida de un organismo multicelular, las distintas células que conforman los
organos y tejidos se deterioran por diferentes causas, por ejemplo, el contacto directo con
agentes mutagénicos como sustancias cancerigenas o la luz ultravioleta, provocando una
alteracion en la homeostasis tisular y generando el decaimiento orgéanico. Por lo tanto, el
mecanismo para evitar la disfuncion del 6rgano o tejido es a través del recambio de las células
viejas y dafladas por nuevas por mediacion de las células madre adultas. Este tipo de células son
capaces de dividirse y diferenciarse durante toda la vida de un organismo (Présper y Verfaillie,
2003). Sin embargo, no todos los tejidos presentan células madre adultas que les confieren la
capacidad de renovarse, como son el tejido neuronal y cardiaco. Por ese motivo, las células
formadas durante la organogénesis presentan mecanismos moleculares que les permiten

sobrevivir durante toda la vida del organismo (Castillo-Morales et al., 2019).

En lo que se refiere a los tejidos que son capaces de renovarse, la division celular
mediante la mitosis juega un papel fundamental. Este mecanismo celular forma parte del ciclo
celular integrado principalmente por tres etapas (Fig. 3). La primera etapa se llama interfase, en
donde el DNA es replicado, se sintetizan las histonas, se produce una reserva de los organelos
en el citoplasma y la célula se prepara para dividirse, asimismo, durante esta etapa existen puntos
de revision y de regulacion para evitar errores durante la replicacion o dafio al DNA por medio
de un complejo de proteinas denominadas cinasas dependientes de ciclinas (Cdk) y la proteina
p53 (Nigg, 2001). La segunda etapa es la mitosis, la cual se divide en cuatro fases llamadas
profase, metafase, anafase y telofase (Mclntosh, 2016). Durante la profase los cromosomas
previamente duplicados son condensados y la envoltura nuclear se dispersa en pequefias
membranas. Posteriormente, en la metafase los pares de cromatidas se ubican en el ecuador de
la célula, y al mismo tiempo, un polo del huso mitotico; formado por microtubulos y que se
encuentra unido a un centrosoma, se asocia al centromero de las cromatidas (Vermeulen et al.,
2003). En esta zona se ubica el conjunto proteico denominado cinetocoro, el cual estd compuesto

por diversas proteinas como las denominadas centromericas (por ejemplo, CEPN-A, CEPN-B,



CEPN-C, etc.) que son indispensables para la unién con el huso mitotico y las proteinas
reguladoras como son la quinasa Aurora B y BubR1 que controlan el correcto ensamblaje y
segregacion (Klare et al., 2015). Una vez ensamblado el huso mitdtico, en la anafase cada
cromatida que constituye un cromosoma migra a su respectivo polo de la célula, y por ultimo,
en la telofase el huso mitdtico desaparece y se forma la envoltura nuclear. Finalmente, la Gltima
etapa del ciclo celular es citocinesis en donde la célula se divide en dos (Rodriguez-Gomez y

Frias-Vazquez, 2014).

Ruptura de la membrana nuclear Aparecen fibras del huso

Cromatidas hermanas Cromosomas condensados
Las fibras del huso se adhieren a los
cromosomas

Cromosomas replicados

. . Cromosomas condensados
flojamente enrollados

Cromosomas alineados

Los centrémeros se dividen

g ':;} Crométidas hermanas se
mueven a polos opuestos

-...____ Reformacién de la membrana
nuclear
Descondensacion de los
cromosomas

/ ‘Las fibras del huso desaparecen

El citoplasma se divide

La célula madre se convierte en
2 células hijas con informacion
genética idéntica

Figura 3. Esquema representativo de las etapas del ciclo celular haciendo hincapié en las fases de la mitosis en
donde se obtiene como resultado a dos células hijas genéticamente idénticas.



Por lo tanto, el ciclo celular es un proceso complejo y altamente regulado evita la
formacion de células aberrantes con alteraciones gendmicas que produzcan alguna enfermedad
como el cancer o la degeneracion del 6rgano (Martincorena y Campbell, 2015). Sin embargo,
durante el envejecimiento se ha visto que estos mecanismos de control y regulacion celular son
menos eficientes generando una diversidad de mutaciones somaticas. Esta deficiencia se debe a
la acumulacion de mutaciones a lo largo del tiempo y al constante dafio al DNA (Sansregret y

Swanton, 2017).

Se ha demostrado que las células madre adultas hematopoyéticas y adiposas presentan
alteraciones en el ciclo celular en edades adultas tanto en el humano como en el raton. Estas
modificaciones corresponden a un acortamiento de la fase G1 de la interfase que repercuten
directamente en una deficiencia en la reparacion al dafio del DNA y a un estado de
desdiferenciacion celular (Kowalczyk et al., 2015; Shan et al., 2017). De este modo, una
acumulacion masiva de dafio al DNA en la interfase a causa del envejecimiento puede
desencadenar eventos de aneuploidizacion (Crane ef al., 2019). La inestabilidad cromosomica,
se ha asociado principalmente con la segregacion erronea de los cromosomas por consecuencia
de errores de unidn del cinetocoro a los microtibulos (Thompson y Compton, 2011). Esto se
debe a la formacion de un acoplamiento merotélico, donde los microtubulos de dos husos
mitdticos de centrosomas de polos opuestos se unen al mismo cinetocoro de una cromatida
provocando un error en la segregacion, desencadenando un rezago del cromosoma durante la

anafase y su consecutiva pérdida (Cinimi et al., 2001; Sansregret y Swanton, 2017).

Otros factores determinantes que influyen en la inestabilidad cromosomica a causa de la
division celular son, por ejemplo, el aumento de la inefectividad de los centrosomas con respecto
a la edad de las células (Gasic et al., 2015) y el decaimiento funcional durante el envejecimiento
de las proteinas centroméricas (Lee et al, 2010). Por otro lado, a nivel meidtico se ha
identificado que la dindmica de los microtubulos es defectuosa en los ovocitos de ratones viejos
promoviendo segregaciones erroneas por un incorrecto ensamblaje con el cinetocoro
(Nakawaga y FitzHarris, 2017). Sin embargo, el entendimiento del origen de las aneuploidias
durante el envejecimiento no esta tan claro; se cree se pueden generar por diferentes causas,
empero, la actividad de la proteina BubR1 durante la senescencia orgénica es crucial para

comprender la inestabilidad cromosémica.



BubR1 es una proteina expresada por el gen Bublb que contribuye a la adecuada
segregacion de los cromosomas, no solo a través de la activacion del punto de control mitotico,
sino también mediante la regulacion de las uniones del huso cromosomico (Baker ef al., 2004).
Sin embargo, se ha identificado que la disminucion de expresion de este gen durante el
envejecimiento estd directamente relacionada con un aumento de aneuplodias durante la
division celular. Asimismo, con una merma en la sobrevivencia del organismo y una aceleracion
en fenotipos asociados al envejecimiento (Baker et al., 2013; Yang et al., 2017). Por lo tanto, se
observa que esta proteina es un importante regulador de la mitosis y su decaimiento al envejecer
tiene un gran impacto a nivel celular y fisioldgico. De esta manera, alteraciones en los puntos
de control del ciclo celular a causa del envejecimiento (principalmente en la mitosis) provocan
inestabilidad cromosomica, por ende, da a entender que la divisiéon celular juega un rol

primordial en la acumulacion de aberraciones gendmicas.

1.1.3. El tipo celular influye en la tasa de aberraciones genomicas

Los organismos multicelulares presentan una gran diversidad de tipos celulares que han
permitido la evolucion de los animales mediante la regulacion del genoma (Sebé-Pedros et al.,
2018a; Sebé-Pedros et al., 2018b). En el caso especifico de los mamiferos, como los humanos,
se han identificado alrededor de 411 diferentes tipos celulares (Vickaryous y Hall, 2006). Esta
basta diversidad de tipos celulares en el cuerpo humano presenta una gran variedad de
morfologias, funciones y adaptaciones especificas que le permite sobrevivir, por ejemplo, la
funcién neurologica, motora e inmune. Ademas, las diferentes células no estan esparcidas en el
organismo de forma aleatoria, sino que células con funciones similares se agrupan para formar
organos para actuar de forma conjunta (Cao et al., 2019; Cardoso-Moreira et al., 2019). Sin
embargo, una propiedad crucial aunada a esto es la gran variedad existente en la longevidad
celular (Anexo, Tabla 1), la cual se ha asociado directamente con la esperanza de vida del

organismo (de Magalhaes y Faragher, 2008).

Dicho lo anterior, las células en el humano pueden llegar a vivir desde dos dias, por
ejemplo, los monocitos (CD14%), hasta 32,850 dias (alrededor de 91 afios) como las neuronas
(Seim et al., 2016). Esto genera que los tejidos y organos presenten diferentes tasas de

renovacion celular para mantener correctamente su funcionalidad. De este modo, existen células



que durante toda la vida del organismo son constante y rapidamente renovadas, por ejemplo, las
células sanguineas, de la piel, del bazo, de los epitelios y las mucosas (Zipori, 1992). Por otro
lado, hay tejidos que renuevan sus células s6lo cuando presentan algin tipo de dafio o por
después de grandes lapsos de tiempo, como son, las células del higado, del ridén, del musculo
esquelético y del tejido adiposo (Spalding et al., 2008; Seim et al., 2016). Finalmente, el tltimo
tipo de tejido son los que presentan células que viven durante toda la vida del organismo, siendo
unicamente el cerebro y el corazon (Spaldin et al., 2005; Castillo-Morales et al., 2019). Sin
embargo, estas diferencias en las tasas de renovacion celular de los tejidos se han implicado

directamente con la acumulacion de aberraciones gendmicas durante la vida del organismo.

Por un lado, se ha identificado que los tejidos que muestran tasas de renovacion celular
rapidas presentan niveles bajos de aneuploidias durante su envejecimiento. Por el contrario, los
tejidos que no se dividen o su tasa de renovacién es muy baja presentan altos porcentajes de
aneuplodias al envejecer (Baker et al., 2013; Pfau et al., 2016) (Fig. 4). Una hipotesis que se ha
establecido para explicar esto es que los tejidos que constantemente se renuevan poseen mas
activos los mecanismos para eliminar las células aberrantes y estan mas protegidos contra este
tipo de dafio, a discrepancia de los que no se renuevan. Ademas, posiblemente estos tejidos con
baja renovacion celular sean mas tolerables a las aneuplodias (Ricke y van Deursen, 2013; Pfau

etal.,2016).

No obstante, a nivel de mutaciones puntuales y de rearreglos cromosémicos se ha
observado un patrén distinto. Caso contrario a lo mencionado anteriormente, los tejidos que
presentan una mayor tasa de recambio celular tienen mayores niveles de mutaciones somaticas.
Mientras, los tejidos que su recambio celular es bajo o nulo poseen un grado inferior de
mutaciones somaticas (Tomasetti y Volgestein, 2015; Blokzijl ez al., 2016; Oluwole et al., 2016;
Tomasetti et al., 2017; Vijg et al., 2017; Lodato et al., 2018; Garcia-Nieto et al., 2019; Yizhak
etal.,2019). Por ejemplo, en el intestino existe una acumulacion rapida de mutaciones puntuales
durante el envejecimiento hasta alcanzar niveles muy altos. Caso contrario suceden en el
corazon e higado, donde la tasa de rearreglos es mucho menor (Doll¢ ef al., 2000). Por lo tanto,
cada tipo de mutacion somadtica sigue su propia tendencia de acumulacién durante el
envejecimiento y esto depende directamente del tipo celular (Hoang et al., 2016). Finalmente,

como consecuencia de estas alteraciones, la acumulacion de mutaciones somaticas en el genoma



convierten a los tejidos envejecidos en un mosaico de células con diferentes genotipos. Este
fendomeno es llamado mosaicismo genético y generalmente se debe a una expansion clonal de

una mutacion de novo (Vijg, 2014).
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Figura 4. Analisis del porcentaje de aneuploidias en cromosomas autosomales en un estudio transversal usando
tejidos con distintas tasas de recambio celular en un modelo murino. Los tejidos con poco recambio celular
presentan altos porcentajes de eventos de aneuploidias (corazon, células satélites, musculo esquelético, 0jo). A
diferencia de los tejidos con recambio celular alto (bazo, células hemapoyéticas, intestino delgado, médula 6sea,
pulmon, rifion). Tomado de Baker et al. (2013).

1.1.4. Mosaicismo genético

El mosaicismo genético se define como la presencia de una o mas poblaciones celulares
genotipicamente distintas dentro de un organismo, provenientes de un mismo cigoto y siendo
resultado de un evento mutacional post-cigotico durante el desarrollo; pudiendo suceder tanto

en soma como en células germinales (Youssoufian y Pyeritz, 2002; Jacobs et al., 2012; Machiela



y Chanock, 2017). Estos eventos mosaicos incluyen desde la sustitucion de un s6lo nucleétido,
cambios en el nimero de copias de genes y hasta la pérdida o ganancia total de un cromosoma
o segmentos de éste (Bieseker y Spinner, 2013). Los cambios cromosdmicos, se originan a
través de errores en la mitosis, y posteriormente las aneuploidias son transmitidas a las células
hijas generando una expansion clonal. De este modo, se ha observado que la mayoria de los
eventos mosaicos empiezan en un telémero y se expanden a todo o parte del cromosoma. Cabe
sefialar que, entre los diferentes tipos de mutaciones mosaicas, la sustitucion de nucledtidos es
el evento mas comun, seguido de la pérdida de un cromosoma, y finalmente, la ganancia de un

cromosoma (Jacobs et al., 2012).

Fernandez et al. (2016) mencionan que el mosaicismo genético es un evento que sucede
naturalmente en las células teniendo tasas diferentes en los distintos tejidos que generalmente,
tienen un efecto colateral en los individuos, ya que se ha relacionado con muchas enfermedades;
principalmente con varios tipos de cancer como la leucemia, de pulmon, de prostata, de higado,
y también como distintos sindromes genéticos (Forsberg et al., 2017). Por otro lado, también
expone que el mosaicismo surge en el estado embrionario, durante las divisiones celulares del
cigoto, y en muchos casos, estas aberraciones genéticas no se reflejan fenotipicamente al
instante sino al pasar de los afios, haciendo énfasis en que muchos individuos desde el estado
embrionario disponen de mutaciones generadoras de cancer y éstas so6lo tienen su efecto a
edades avanzadas (Fernandez et al., 2016). De este modo, la aneuploidizacion de las células es
un proceso que acompana la ontogenia y el desarrollo del organismo y generalmente tiene

efectos catastroficos (Iourov et al., 2008).

Aunado a esto, en los estudios realizados por Jacob et al. (2012) y Laurie ef al. (2012),
se demostro que el mosaicismo cromosomal se correlaciona con la edad, debido a que individuos
libres de cancer de 0 — 15 afios de edad s6lo presentaban 0.2% de eventos mosaicos en su
genoma, y de igual manera, los individuos menores a 50 afios presentaban un porcentaje bajo
de estos eventos mutacionales. Sin embargo, en individuos por encima de 50 afios, el porcentaje
de mosaicismo aumenta rapidamente de 0.23 a 2.7%; incrementandose seis veces la tasa de
aberraciones genomicas en individuos mayores de 75 afios, y de esta manera, demostrando que
estas aberraciones genomicas dependen directamente de la edad y que son un fenémeno comin

durante el envejecimiento (De, 2011).
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Esta relacion entre el nivel de mosaicismo y la edad ha generado la postulacion de dos
modelos principales para entender el origen de estas aberraciones genéticas (Machiela y
Chanock, 2013) (Fig. 5). El primero sugiere que el genoma sufre alteraciones somaticas en
edades mayores (>50 afios) causado por la disminucion en la eficiencia de los mecanismos de
proteccion del DNA. A diferencia, el segundo supone que el genoma puede sufrir alteraciones
a edades tempranas a causa de la alta tasa de division celular, pero que éstas pueden ser
controladas por el mismo organismo (sistema inmune). Sin embargo, estas alteraciones se
incrementan al envejecer ya que los mecanismos de retencion son menos eficientes y la
estabilidad del genoma es menor (Machiela y Chanock, 2017). No obstante, aun falta esclarecer

otros diferentes aspectos ligados a este fendmeno gendmico para poder entender su surgimiento.
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Figura 5. Comparacion de dos modelos bioldgicamente plausibles para la adquisicion del mosaicismo. En el primer
modelo (a), un evento somatico se adquiere temprano durante el desarrollo durante periodos de rapido crecimiento
y division celular, pero las células aberrantes permanecen en bajas proporciones celulares hasta mas adelante en la
vida cuando los cambios en el entorno celular confieren una ventaja selectiva de los clones aberrantes sobre células
normales que les permiten expandirse a una proporcion detectable de la poblacion celular. En el segundo modelo
(b), los eventos somaticos se adquieren mas adelante en la vida y poco después se expanden clonalmente para
convertirse en una proporcion adecuada de la poblacion celular. Tomado de Machiela y Chanock, (2017).

Por otra parte, en los ultimos afios el mosaicismo genético ha ganado mayor relevancia
debido a que es una fuente comun de variacion genética post-cigética a causa de su inexorable
relacion con el envejecimiento (Iourov et al., 2008; De, 2011). Asimismo, esto ha generado su
asociacion como un estado bivalente entre consecuencia y causa de diversas enfermedades o

simplemente una subita relacion. Por ejemplo, altos niveles de mosaicismo se han concomitado
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con enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas (Jourdon et al., 2020), cardiovasculares
(Jaiswal et al., 2017), con una variedad de tumores y canceres (Jacobs et al., 2012), y, diabetes
tipo II (Bonnefond et al., 2013). Sin embargo, es importante acentuar que estas asociaciones son
menores cuando el mosaicismo se encuentra en forma critica; es decir, en niveles inferiores. No
obstante, puede considerarse como una marca de la patologia (Forsberg et al, 2017).
Conjuntamente, se ha identificado ciertas variaciones en algunos loci que regulan tanto a nivel
cis como en trans la predisposicion al mosaicismo en ciertas células, y estos a su vez, facilitan
la expansion clonal de las células aberrantes por medio de la disfuncion de genes ligados a la

regulacion de la division celular (Xie et al., 2014) (Fig. 6).

. Mutacién de fondo Mutacién de iniciacion A Mutaciones cooperantes
temprana posteriores

Figura 6. Modelo establecido para el entendimiento de la expansion clonal de un evento mosaico. Una mutacion
inicial (punto verde) promueve y facilita el surgimiento de mutaciones cooperantes (tridngulos rojos) en loci
asociados con la regulacion de la division celular que permiten rapida expansion mediante un incremento en el
fitnes en las células aberrantes a comparacion de las células normales y de esta manera aumentando el ntimero de
células mosaicas. Editado de Xie et al. (2014).

Principalmente, el mosaicismo cromosomal se ha estudiado en sangre periférica
denominado especificamente como hematopoyesis clonal. En este fendmeno sanguineo, se ha

identificado que la principal causa es la edad, y, asimismo, la mayoria de los eventos mosaicos
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ocurre en genes con funciones en la regulacion celular, como supresores tumorales y en la
sefnalizacion del crecimiento celular (Jaiswal ef al., 2014; Jaiswal y Elbert, 2019). El caso de los
humanos, el mosaicismo tiene mayor prevalencia en hombres que en mujeres, por ejemplo, en
individuos masculinos libres de cancer se presentaron 0.87% de eventos mosaicos en su genoma,
a diferencia de las mujeres que solo presentaron 0.56% de estos eventos. Por otro lado, en
individuos con cancer se observd la misma tendencia; los hombres presentaban 1.21% de
eventos y las mujeres 0.79%. También es importante mencionar que los individuos de
ascendencia africana y latina presentan una menor cantidad de eventos mosaicos que los de
ascendencia asiatica o europea (Jacobs et al., 2012; Jaiswal et al., 2014). Con respecto a la tasa
de eventos mosaicos en los cromosomas en humano, el cromosoma Y es el que presenta mayor
numero de alteraciones en el nimero de copias por eventos mosaicos; teniendo una prevalencia
de >15% en hombres por arriba de los 80 afios. Asimismo, el cromosoma X es el segundo con
mayor numero de eventos, afectando mayormente al cromosoma X inactivo en mujeres.
Finalmente, los cromosomas autosomales tienen una menor cantidad de eventos mosaicos, y
estos eventos son mas frecuentes en el cromosoma 20 (Machiela et al., 2016; Machiela y

Chanock, 2017; Machiela et al., 2017a).

1.1.5. Pérdida mosaica del cromosoma Y

El cromosoma Y tiene un papel fundamental en el desarrollo masculino de los mamiferos,
estando involucrado en la determinacion de sexo. En los humanos se ha observado que la pérdida
mosaica del cromosoma Y es el tipo de mosaicismo cromosoémico mas frecuente (Zhou et al.,
2016). Aunado a esto, en los ultimos afios ¢l estudio de este fendmeno ha aumentado en los
debido a que se ha sefialado como uno de los principales factores de riesgo en la mortalidad de

los hombres y la incidencia de varias enfermedades (Forsberg, 2017).

En el hombre, la pérdida mosaica del cromosoma Y en leucocitos estd relacionada
principalmente con el envejecimiento (Fig. 7). Esto quiere decir que conforme los individuos
envejecen, muchas de las células sanguineas nucleadas del sistema inmune pierden el
cromosoma Y (Forsberg ef al., 2014; Wright et al., 2017a). Por ejemplo, en un estudio donde
se analizaron 13,729 hombres adultos, la frecuencia de la pérdida mosaica en células sanguineas

en hombres mayores de 60 anos fue de 1.28%, incrementando a 18.71% en hombres mayores a
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80 afios (Zhou et al., 2016). Asimismo, se ha observado que entre el 13-25% de las células
sanguineas nucleadas presentan pérdida del cromosoma Y detectable. Aunado a esto, existe la
prevalencia de que uno de cada cinco hombres mayores de 80 afios presenta mosaicismo
detectable del cromosoma Y en sus células sanguineas esto se debe a que la aberracién gendmica
se ha expandido clonalmente. Ademads, se demostrd que la pérdida mosaica del cromosoma Y
no so6lo sucede en la sangre periférica, sino que las células cerebrales de la corteza prefrontal
dorso lateral también sufren de esta misma aberracion gendmica durante el envejecimiento de
los hombres (Kimura et al., 2018), y del mismo modo, las células de la médula 6sea muestran

la misma tendencia de perder el cromosoma Y al envejecer (Pierre y Hoagland, 1972).
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Figura 7. Pérdida estimada del nimero de copias del cromosoma Y en sangre periférica dependiente de la edad
en los miembros del estudio genoémico realizado por la compaiiia deCODE en Islandia. La pérdida del cromosoma
Y empieza a aumentar drasticamente a partir de los 50 afios y afectando la mayor parte de los hombres desde los
80 afios. Ademas, la mayor parte de las células nucleadas sanguineas pierden este cromosoma en una edad superior
de 80 afios. Tomado de Wright et al. (2017a).
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En un estudio realizado por Loftfield et al. (2018) donde se utilizaron los datos de
223,338 hombres adultos de la base de datos UK Biobank, evidencio que 3,789 hombres (1.7%)
presentan pérdida mosaica del cromosoma Y de forma detectable, y de esos hombres con
aberraciones gendmicas, 596 (16%) tienen altas proporciones de células afectadas. De igual
modo, Thompsons et al. (2019), identificaron que el 20% de hombres de una cohorte de 205,011
individuos en Inglaterra presentaron mosaicismo detectable del cromosoma Y con una
prevalencia de 2.5% a la edad de 40 afios y de 43.6% a la edad de 70 afios. Por otra parte, se
identifico que en hombres de menores a 50 afios el grado de mosaicismo es muy bajo, pero
conforme aumenta la edad de los individuos, la pérdida de este cromosoma se acrecienta de
forma exponencial. Asimismo, cabe sefalar que los hombres con una gran proporcion de células
afectadas por la pérdida mosaica presentan un mayor riesgo de mortalidad temprana por

cualquier causa, siendo el cancer el principal factor de riesgo (Loftfield et al., 2018).

Cabe anadir que la pérdida mosaica del cromosoma Y se ha asociado con la variacion
156 loci y 36 posiciones de metilacion en el genoma humano. De estos loci, 20 estdn implicados
en la replicacion y estabilidad del DNA durante la mitosis, en la digestion del DNA de una sola
hebra durante la division celular, y en otros aspectos en la regulacion del ciclo celular como son
la proliferacion celular, la sintesis del DNA, la respuesta a dafio del DNA y la apoptosis (Wright
et al., 2017a). Posiblemente, esta asociacion con los loci involucrados en la division celular se
deba a que los tejidos con una mayor tasa de division presentan una mayor cantidad de células
afectadas por la pérdida del cromosoma Y. Lo anterior se determino estudiando las células de
la médula 6sea que tienen un mayor grado de células afectadas y también presentan una tasa de
recambio celular mas rapida (24 horas) comparado con los leucocitos que tienen una tasa de
recambio celular que puede tardar entre cinco y siete dias (Fig. 8) (Pierre y Hoagland, 1972) y,
por otro lado, las neuronas presentan un grado menor de pérdida que las células sanguineas
(Graham et al., 2019). De este modo, se ha demostrado que mosaicismo del cromosoma Y afecta

a distintas lineas celulares con diferentes funciones.
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Figura 8. Comparacion de células afectadas entre tejidos con diferente tasa de division celular. Editado de Pierre
y Hoagland, (1972).

Este fenomeno de pérdida del cromosoma Y en células sanguineas se ha asumido como
un factor de riesgo para cualquier tipo de cancer no hematologico y diferentes tipos de leucemia
(Forsberg et al., 2014). Asimismo, también se ha asociado directamente con el cancer testicular
familiar (Machiela et al., 2017b), cancer de mama masculino (que ha ido en aumento en los
ultimos afios debido al envejecimiento de la poblacion humana en algunos paises (Yuen-Wong
etal.,2015)y cancer de pulmoén (Forsberg et al., 2014). Del mismo modo, Loftfield ef al. (2019)
evidenciaron que hombres con tumores sdlidos presentan pérdida del cromosoma Y en
leucocitos. Se cree que esta incidencia en tumores se debe a un desequilibrio clonal en la
composicion cromosomica en los leucocitos que afecta la habilidad del sistema inmune de
identificar y eliminar células pre-cancerigenas. Asimismo, células cancerosas renales
(Arseneault et al., 2017), del cuello y cabeza (Hollows et al., 2018), de la prostata y del colon-
recto (Noveski et al., 2016), del pancreas (Wallrapp et al., 2001) y de la vejiga (Minner et al.,
2010) se caracterizan por perder su cromosoma Y en alta frecuencia, ademas de presentar otros

rearreglos cromosomales. Se debe considerar que el mosaicismo del cromosoma Y aumenta su
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frecuencia en personas con algun tipo de cancer debido a que una aberracion cromosomal facilita
el surgimiento de mas aberraciones en otros cromosomas, y en el caso de los hombres, el
cromosoma Y es el cromosoma més propenso a perderse (Minner et al., 2010; Jacobs et al.,

2012).

No obstante, la pérdida mosaica del cromosoma Y en células sanguineas también se ha
relacionado con una mayor prevalencia de degeneracion macular (Grassmann et al., 2018), el
Alzheimer (Dumanski et al., 2016), el fumar tabaco (Dumanski et al., 2015; Zhou et al., 2016),
enfermedades cardiovasculares (Haitjema et al., 2017), con una mayor incidencia de suicidios
(Kimura et al., 2018), diabetes tipo 2 y obesidad (Loftfield ez al., 2018), con la contaminacion
del aire (Wong et al., 2018) y un incremento en la mortalidad temprana (Forsberg et al., 2014)
(Fig. 9); todos influenciados directamente por el envejecimiento. Finalmente, la pérdida mosaica
del cromosoma Y en los leucocitos de los fumadores es bastante dinamica debido que en
individuos que alguna vez fueron fumadores y perdieron el cromosoma Y, al momento de cesar
de fumar esta aberracion cromosdmica disminuyd hasta llegar a niveles normales (Dumanski et
al., 2015). Esto quiere decir que la pérdida del cromosoma Y también puede se influenciada por
el ambiente, sin embargo, depende directamente del tiempo de exposicion al ambiente severo

que promueva esta aberracion.
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Figura 9. Impacto de LOY en la mortalidad por todas las causas y la mortalidad por cancer en 982 hombres sin
antecedentes de cancer antes del muestreo. Los resultados se derivan de los modelos de regresion de riesgos
proporcionales de Cox, con los sujetos clasificados en los grupos 1 y 0 en funciéon de su nivel de LOY. Los
individuos del grupo afectado (curvas rojas) tenian LOY en >35% de las células sanguineas nucleadas. Editado de
Forsberg et al. (2014).
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Considerando que a medida que las células madre hematopoyéticas y sus progenitores
envejecen y se dividen, las mutaciones y errores mitoticos generan diversidad genética en un
conjunto de estas células. Si alguna de estas mutaciones le provee de una ventaja de crecimiento
selectivo sobre las otras, se genera una expansion clonal provocando mosaicismo (Jacobs ef al.,
2012; Lee-Six et al., 2018). Por lo tanto, siendo la pérdida del cromosoma Y el evento mosaico
mas comun del genoma humano en células sanguineas, se han elaborado diferentes hipotesis
que explican la expansion clonal de esta aberracion gendmica. Thompson et al. (2019) proponen
dos hipotesis, la primera es que posiblemente la ausencia del cromosoma Y proporciona una
ventaja de crecimiento en células hematopoyéticas, suponiendo que podria deberse a la pérdida
de un gen supresor del crecimiento celular ligado a cromosoma Y, o a la segunda, es que la
pérdida de un factor de transcripcion ligado a Y influye en la expresion de genes autosdmicos
relacionados con el crecimiento celular o el costo energético reducido de las divisiones
celulares. No obstante, todavia se desconoce el funcionamiento a nivel somatico de la mayoria

de los genes ligados al Y.

Finalmente, la pérdida del cromosoma Y provoca un cambio en la expresion de diversos
genes. Thompson et al. (2019) demostraron mediante la secuenciacion de una sola célula de
cultivos celulares de sangre de hombres de 80 afios que en condiciones normales las células
expresan varios genes localizados en la region especifica masculina del cromosoma Y. Sin
embargo, perder el cromosoma Y provoca cambios de expresion en los cromosomas
autosomales, siendo principalmente el gen 7CLI/A (en el cromosoma 14) que se sobre-expresa
en estas células y afecta mayormente a los linfocitos B. Este gen esta involucrado en la
senalizacion intracelular, estimula la proliferacion celular, la supervivencia y disminuye la
actividad de p53 (el guardian del genoma). Por lo tanto, la pérdida del cromosoma Y podria
causar una disminucion de la regulacion de p53 a través de la sobre expresion de TCLIA,
permitiendo una mayor proliferacion celular e inhibiendo la apoptosis en estas células. Por otra
parte, se ha observado una disminucion expresion de KCM5C'y KDM6C que son modificadores
epigenéticos (desmetilasas) provocando de forma directa el apagado de la transcripcion de
ciertos genes asociados a ciertos tipos de canceres (Arseneault et al., 2017). De esta manera,
perder el cromosoma Y provoca grandes cambios en la expresion de genes, y generalmente, son

genes que se asocian a la expansion clonal.
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1.2. Implicaciones del cromosoma Y en el funcionamiento organico

1.2.1. Origen y evolucion del cromosoma Y en mamiferos

El cromosoma Y se caracteriza por ser uno de los cromosomas mas dinamicos de nuestros
genomas, ya que estd sujeto a fuerzas evolutivas especificas como son una alta seleccion
purificadora y eventos especificos de deriva génica y la seleccion de fondo. Se ha originado de
forma independiente en varias ocasiones durante la evolucion de los vertebrados (Bachtrog et
al., 2011). De este modo, se ha identificado que el cromosoma Y deriva de un cromosoma
autosomal ordinario, conocido como proto-Y, que adquirié una region de determinacion de sexo
(SDR) mediante rearreglos e inversiones cromosomales en la region la cual se localiza el gen
regulador maestro y de esta manera, esta region quedo aislada de la recombinacion meiotica con
su homologo el cromosoma X (Wright et al., 2016; Olito y Abbott, 2020) (Fig. 10). En
particular, los terios (mamiferos placentarios y marsupiales) adquirieron el gen maestro SRY que
se origino a partir del gen SOX3, todavia localizado en el cromosoma X (Berta, 1990; Waters et
al., 2007) y siguiendo el mismo patrén, los monotremas adquirieron el gen AMHY (Cortez et

al.,2014), y de esta manera dio comienzo el proceso de degeneracion y hetocromatizacion del

proto-Y.
Heterocromatizacion y
Acumulacion de degeneracion:
Proto-cromosomas alelos compensacion de dosis
sexuales sexualmente Region determinante
(autosomas) antagonistas del sexo

— e — — :I]A‘;\_v
b Region

Origen del Cesacion de la pseudoautosomal
locus recombinacion
determinante
del sexo

Figura 10. Origen de los cromosomas sexuales a partir de cromosomas autosomales. El proto-cromosoma Y gana
un locus de determinacion de sexo desencadenando el cesamiento de recombinacién con su homologo y la
acumulacion de alelos secundarios provocando la degeneracion del cromosoma Y, formando dos regiones
cromosomales. Editado de Bachtrog et al. (2013).
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El origen independiente de los cromosomas sexuales coincide con lo observado por
Cortez et al. (2014), donde se mostrd que, en los mamiferos los cromosomas sexuales se
originaron en dos ocasiones diferentes durante su historia evolutiva. La primera, después de la
divergencia entre los monotremas y los terios hace ~180 millones de afios y la segunda durante
la evolucion de los monotremas, hace ~175 millones de afios. Por lo tanto, la formacion
independiente de los cromosomas sexuales ha dado como resultado que compartan distintas
ortologias, por ejemplo, los diez cromosomas sexuales de los monotremas comparten ortologia
con los cromosomas Z de las aves. El cromosoma 6 del ornitorrinco es ortdlogo al cromosoma
X de los terios (Veyrunes et al., 2008). Mientras que el cromosoma Z de los pajaros es ortdlogo
al cromosoma 9 y 5 del humano, el cromosoma Z de las serpientes es ortdlogo al cromosoma 2
y 27 de la gallina, el cromosoma X de la lagartija verde es ortélogo al cromosoma 15 de la
gallina y el de los coritofanidos es ortdlogo al cromosoma 17 de la gallina (Matsubara ef al.,
2006; Marin et al., 2017; Acosta et al., 2019). Esto indica que distintos cromosomas han dado

origen a las varias formas de cromosomas sexuales que se conocen.

Una caracteristica Uinica de los cromosomas sexuales es que presentan alelos secundarios
que son ventajosos para los machos (sistema XY) y que estan fisicamente ligados al locus de
determinacion de sexo lo que conduce a la divergencia cromosomica y favorece la expansion
de la region no recombinante. Estos loci adoptan funciones especificas en los machos como son
el desarrollo de los testiculos, la espermatogénesis y los caracteres sexuales que aumenten la
adecuacion de los machos (Bachtrog et al., 2011; Cortez et al., 2014; Wright et al., 2017b). En
el humano, los genes ligados a SRY, como son RBMX, HSFX y TSPY, adquirieron funciones
indispensables en la espermatogénesis. Asimismo, gran parte de los loci acumulados en esta
region son secuencias ampliconicas y palindromas de genes que han sido ganados mediante
transposicion y amplificacion, exhibiendo una expresion especifica y sesgada en los testiculos
con funcionamiento en la gemetogénesis (Rozen et al., 2003; Brashear et al., 2018). Esta region
de secuencias ampliconicas es altamente enriquecida con duplicaciones segmentarias grandes y
de alta identidad que son propensas a arreglos estructurales complejos (Skaletsky et al., 2003),
no obstante, estos genes ampliconicos contribuyen a la diversidad génica inter e intra especie y
a la estabilidad cromosomica a través de la mitigacion de la erosion génica (Brashear et al.,

2019).
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La supresion de la recombinacion se ha observado como un fendmeno general de los
cromosomas sexuales (Fig. 10). Por ejemplo, Liu et al. (2004) describen que en el cromosoma
Y de reciente origen en Carica papaya, el 10% de su secuencia ya no presenta recombinacion
homologa y ha acumulado secuencias repetitivas (microsatélites) de la misma manera que lo
han hecho los cromosomas Y de mamiferos. La supresion de la recombinacion homologa
permite mantener al gen maestro de determinacion de sexo y a los genes sexuales secundarios
en la region de determinacion de sexo (SDR) y de esta manera evitar su pérdida por conversion
génica (Akagi et al., 2014). Asimismo, se ha observado que la acumulacion de estos loci
secundarios acelera el proceso de la supresion de la recombinacion (Wright et al., 2017b). Sin
embargo, la falta de recombinacion de los cromosomas heteromoérficos ha causado la
degeneracion de estos mediante la inactivacion y pérdida masiva de genes, a través de largas
deleciones, inserciones y amplificaciones de elementos transponibles, unicamente quedando
una pequefia region en el que recombinan el cromosoma Y con su homologo X llamada region

pseudoautosomal (PAR) (Ezaz et al., 2016; Ponnikas et al., 2018) (Fig. 10).

1.2.2. Degeneracion del cromosoma Y

En el sistema XY de los mamiferos, el cromosoma X es largo, rico en genes y altamente
conservado. En el caso del humano, el cromosoma X contiene alrededor de 1,669 genes que
comprende ~155 Mb; representando el 5% del genoma haploide. Del mismo modo, el
cromosoma X del tlacuache (Monodelphis domestica) contiene una alta densidad de genes, al
menos 442 genes (~80 Mb); representando so6lo el 3% del genoma haploide (Livernois et al.,
2012). Por el contrario, el cromosoma Y es pequefio, pobre en genes y con altas cantidades de
secuencias repetidas y heterocromatina; solamente se ha conservado el 2% de sus genes

originales.

El cromosoma Y del humano contiene en la eucromatina un total de 178 transcritos,
correspondiendo la mayoria a pseudogenes o copias amplificadas, mientras que so6lo 45
codifican proteinas. Igualmente, el cromosoma Y de los marsupiales ha perdido la mayoria de
sus genes, por ejemplo, en el Ualabi de Tammar (Macropus eugenii) s6lo contiene 10 genes.
Asimismo, otro ejemplo de un cromosoma Y degenerado es el de las lagartijas del género Anolis,

que solo presenta siete genes y varios pseudogenes (Graves, 2006; Waters, 2007; Cortez et al.,
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2014; Marin et al., 2017) (Fig. 11). De esta manera, el cromosoma Y se caracteriza de ser un

cromosoma pobre en densidad génica y que es una consecuencia inevitable de su evolucion.

50 % 1% 4% 2% 50

60 Ma

175 Ma

Figura 11. Porcentaje de genes ancestrales que son retenidos en el cromosoma Y por consecuencia del proceso de
decaimiento génico a partir de su aparicion en diferentes linajes de animales.

En un estudio realizado por Hughes et al. (2012) en el humano, chimpancé y el macaco
Rhesus, se observo que el decaimiento de los genes ancestrales del cromosoma Y sucedi6 de
manera rapida después de la supresion de la recombinacion; con una vida media de 5 millones
de afios por cada gen. Sin embargo, en los tltimos 40 millones de afios la pérdida de genes ha
disminuido, manteniéndose estable el nimero de genes en el cromosoma Y, debido a que tienen
funciones muy importantes. De esta manera, los genes que se han conservado en el cromosoma
Y a lo largo de la evolucién se caracterizan por tener funciones de regulacion y ser altamente
haploinsuficientes (Bellott et al., 2014). En el raton, por ejemplo, la mayoria de los genes
contenidos en el cromosoma Y son especificos para el desarrollo de los testiculos y sus

homologos en el cromosoma X estan sujetos a la inactivacion (Graves, 2006).

Por otro lado, se ha observado que el cromosoma Y tiende a acumular mutaciones
deletéreas e incorporar una menor cantidad de mutaciones benéficas a causa del bajo nivel de
efectividad de la seleccion natural en regiones no recombinantes (Wright et al., 2016). Sin

embargo, auin no se tiene claro cobmo se desarrolla el proceso de decaimiento del cromosoma Y.
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Se piensa que la deriva génica es la principal fuerza evolutiva que actia en regiones no
recombinantes. Se han postulado varias hipotesis para explicar como la deriva genética y la
seleccion de fondo conduce a la degeneracion de los cromosomas no recombinantes, las cuales
explican la fijacion de mutaciones deletéreas en regiones ligadas a sitios, y por medio del
mecanismo conocido como “el rubi en la basura” (ruby in the rubbish), en el que se eliminan
tanto las mutaciones deletéreas como las benéficas (Sreinemann y Steinemann, 2005; Bachtrog

et al., 2011; Bachtrog, 2013) (Fig. 3).

La pérdida masiva de genes en el cromosoma Y ha provocado una reduccion de la dosis
génica en los organismos con sexo heterogamético (XY). Caso contrario, el sexo homogamético
presenta una doble dosis de cada gen ligado al cromosoma X; mientras en el sexo
heterogamético solo presenta una dosis para cada gen generando un desbalance entre la dosis
génica de los cromosomas sexuales (Mank, 2013). Por consiguiente, han surgido diversas
estrategias para restablecer el desajuste de dosis entre ambos sexos. En el caso de los mamiferos,
la compensacion de dosis se da a través de la inactivacion aleatoria del cromosoma X en
hembras. La inactivacion estd mediada por el RNA largo no codificante X;: que se expresa en
el cromosoma X que se inactivara. Este RNA largo no codificante recluta la maquinaria de
metilacion, entre otras, para silenciar la expresion génica (Chen et al., 2016). En consecuencia,
la degeneracion del cromosoma Y ha provocado la creacion de mecanismos para restaurar de

alguna forma su dosis ancestral.

1.2.3. Funcionamiento regulatorio del cromosoma Y

Durante los ultimos 60 afos, el cromosoma Y ha pasado desapercibido en estudios de
asociaciones gendmicas y regulacion génica debido a la creencia de ser un “desierto genético”
y de solo presentar genes involucrados en la determinacion del sexo y la espermatogénesis
(Skaletsky et al., 2003). Asimismo, por la dificultad que presenta poder secuenciarlo, a causa
de su baja cantidad de genes y de sus altos niveles de secuencias repetidas y de heterocromatina
(Steinemann y Steinemann, 2005). Sin embargo, en los recientes anos esta hipdtesis de “desierto
genético” ha ido cambiando gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacién y de analisis
bioinformaticos que nos ha permitido entender de mejor manera sus funciones regulatorias

(Maan et al., 2017).
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Unas de las primeras evidencias se demostraron en el trabajo de Bellot et al. (2014), en
donde se observo en diversos linajes de mamiferos que varios genes ligados al cromosoma Y se
encuentran altamente expresados en distintos tejidos. De esta manera, se identificd que 12 pares
de genes que junto con su pardlogo en el cromosoma X son cruciales para la supervivencia. Esto
quiere decir, que estos 12 pares de genes son haploinsuficientes, por lo tanto, necesitan que
ambos genes estén activos para funcionar correctamente. Ademas, en el caso de las hembras en
donde se inactiva un cromosoma X; se identificd que estos 12 genes escapan de la inactivacion
para cumplir la dosis génica adecuada. Finalmente, estos pares de genes cumplen diversas
funciones regulatorias de la expresion génica, incluida la modificacion, el empalme y la
traduccion de la cromatina, en consecuencia, influyen en rasgos fisioldgicos y de susceptibilidad

a enfermedades (Maan et al., 2017) (Fig. 12).

Ubiquitinacion
KDM5C / KDM5D
UBAT (UBE1X) [ UBETY R

KDMBA (UTX) /UTY  ATRX/ATRY

OTUD5 / OTUDSY ABM10 / RBM10Y
USP9X / USP9Y TBL1X/TBL1Y
MECP2 | MECP2Y
HCFC1/HCFC1Y RBMX / RBMY
TSPYL2 (TSPX) / TSPY AKAP17A | AKAP17 AY
e ZRSR2 / ZRSR2Y
HMGB3 / HMGB3Y
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ZBED1/ ZBED1Y

RPL10 / RPL10Y
SOX3/SRY PHEG | PHFGY EIF1AX / EIF1AY
. EIF2S3X / EIF2S3Y
Transcripcion RPS4X | RPS4Y

Figura 12. Diagrama de Venn que representa las funciones reguladoras predichas para genes de pares X-Y
seleccionados sobre la base de anotaciones UniProt del homoélogo X humano. Editado de Bellot ez al. (2014).
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Un claro ejemplo de la importancia del cromosoma Y en regulacion celular es el papel
que juega el gen KDM5D/JARID1C en el inicio de la replicacion de DNA en células somaticas
de mamiferos; siendo requerido para un adecuado inicio en eventos tempranos. JARIDIC
pronuncia el ensamblaje del complejo de pre-iniciacion mediante la unidén de las proteinas de
pre-iniciacion (CDC45 y PCNA) a la cromatina por medio de la desmetilacion las marcas
H3K4me3 en las histonas (Rondinelli et al., 2015). Asimismo, la delecion de este gen promueve
la disminucién de la sintesis del DNA, debido que la falta de desmetilacion impide la correcta
activacion de la replicacion. De esta manera, los genes en el cromosoma Y también pueden
cumplir funciones importantes en los procesos celulares, y no solo en la espermatogénesis

(Rengaraj et al., 2015).

A su vez, se ha implicado al cromosoma Y en la regulacion de las diferencias sexuales,
tanto en un nivel fisiologico como de desarrollo (Meyfour et al., 2017a; Naqvi et al., 2019). Por
ejemplo, a través de estudios de herramientas dmicas se han identificado una gran variedad de
genes ligados al cromosoma Y involucrados en el desarrollo embrionario (Meyfour et al.,
2017a). Un claro ejemplo seria el gen SRY, el cual es un gen maestro que interrumpe el
desarrollo de ovarios (el sexo predeterminado) y desencadena la cascada génica para el
desarrollo de testiculos (Kashimada y Koopman, 2010). Este gen codifica para una proteina de
union al DNA que pertenece al grupo de proteinas con un dominio de alta movilidad (HMG-
box), sin embargo, se ha demostrado que también estd involucrado en la pluripotencialidad a
través de la regulacion de la via de sefializacion WNT, importante para el desarrollo embrionario
(Taleahmad et al., 2019). Asimismo, puede generar diferencias especificas por sexo en el
crecimiento y la diferenciacion de las células madre pluripotentes en el estado embrionario

mediante reprogramacion de los genes autosomales (Ronen y Benvenisty, 2014).

Por otro lado, se ha observado que el cromosoma Y también esta involucrado en la
diferenciacion cardiaca (Meyfour ef al., 2017a). Por medio de cultivos celulares se identifico
que durante la cardiogénesis en células masculinas varios genes del cromosoma Y se encuentra
sobre regulados, principalmente, el gen 7BL 1Y mostr6 un patrén de sobreexpresion a diferencia
de su paralogo en el cromosoma X. De igual manera, a realizar un knockdown de este gen se ve
afectada la funcionalidad, el tamafio y un mayor incremento en los niveles de apoptosis de los

cardiomiocitos, y, ademas, afecta la via de sefializacion Notch (Meyfour et al., 2017b) (Fig. 13);
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permitiendo que su correpresor se una afectando la diferenciacion cardiaca (Tung et al., 2014).
De igual modo, el gen KDM5D codifica para una lisina especifico 5D desmetilasa; importante
para el inicio de transcripcion al causar la desocupacion del complejo de remodelacion de la
cromatina, sin embargo, al momento de realizar un knockdown durante la cardiogénesis
interrumpe la diferenciacion cardiaca, asi como, desaparece el batido cardiaco (Meyfour ef al.,

2019).
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Figura 13. TBLI1Y puede desempenar un papel en el desarrollo cardiaco mediante la activacion de la sefializacion
Notch. Los contactos de célula a célula y la interaccion posterior del receptor NOTCH y su ligando, JAGGED 1,
dan como resultado la activacion de la sefializacion Notch. La activacion de esta sefializacion requiere la liberacion
de una represion dual causada por distintos complejos co-represores, CtBP y NCoR/SMRT/HDAC.
TBL1X/TBL1Y y TBLRI1 son factores que contienen F box/WD40 que funcionan como intercambiadores en la
liberacion de represion dual mediante la eliminacion de CtBP y NCoR/SMART del complejo co-represor, lo que
da como resultado la activacion transcripcional de genes diana Notch como HES1. MAML estabiliza la union de
RBP-J/NICD al DNA durante la activacion de genes diana. Editado de Meyfour et al. (2017b).
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No obstante, también se ha descrito que el cromosoma Y participa en el desarrollo de
otros o6rganos como el cerebro (Meyfour et al., 2017a), en donde se observo que 12 genes ligados
a'Y se encuentran altamente expresados durante diferenciacion neural, y principalmente, el gen
DDX3Y (una helicasa de RNA de la familia DEAD-box) se reconocié que cumple funciones
involucrados en el ciclo celular y en la diferenciacion neuronal, y al momento de hacer un
knockdown a este gen incrementa los niveles de apoptosis, por consiguiente, la diferenciacion
se ve interrumpida (Vakilian et al., 2015). A su vez, se ha determinado que diferentes genes del
cromosoma Y se encuentran sobreexpresados en el cerebro en determinados intervalos de
desarrollo, por ejemplo, el gen RPS4Y1 es expresado durante el periodo prenatal y de infancia,
por otro lado, el gen CD24P4 se expresa en el estado embrionario y prenatal, e igualmente, el
gen PCDHI11Y solo se expresa en infantes (Kang et al., 2011). Por lo tanto, se cree que estos
genes que solo se expresan en periodos especificos de desarrollo juegan un papel importante en

la diferencia sexual del cerebro (Meyfour ef al., 2017a).

De igual modo, se ha mostrado evidencia que el cromosoma Y también esta involucrado
en el desarrollo del rindn. Este 6rgano se encarga de diferentes funciones como la filtracion de
los desechos de fluidos corporales, regulacion los electrolitos de la sangre y de la presion arterial
por medio del sistema renina-angiotensina (un sistema hormonal) (Meyfour et al., 2017a). En
este ultimo caso, se determind que el gen SRY regula la produccion de renina en hombres junto
con su paralogo SOX3, por lo tanto, controlan la presion arterial en hombre (Aurajo e al., 2015).
ftem, la sobreexpresiéon de sistema renina-angiotensina durante el desarrollo del rifion es
fundamental, en consecuencia, SRY es quizas este involucrado en este proceso (Meyfour ef al.,
2017a). Por otro lado, se ha sugerido PRKY esta involucrado en la morfogénesis de los
glomérulos, en la migracion celular y en la formacion tubular epitelial del rifién (Li et al., 2002;
Meyfour et al., 2017a). Mas aln, la expresion génica de glomérulos y tubulos sanos mostro
dimorfismo sexual enriquecidos por genes localizados en los cromosomas sexuales, de este

modo, el cromosoma Y media las diferencias sexuales en este drgano (Si ef al., 2009).

Por tultimo, la susceptibilidad a algunas enfermedades en los hombres se ha visto que
esta mediada por el cromosoma Y. Un claro ejemplo es en enfermedades autoinmunes como
encefalomielitis alérgica experimental y miocarditis experimental, en donde el nimero de copias

de los genes Sly y Rbmy esta involucrado en la progresion de la enfermedad, asi también, en la
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respuesta inmune (Case et al., 2013). Asimismo, el tipo de polimorfismo existente en el
cromosoma Y en las distintas poblaciones humanas puede mediar la receptividad a ciertas
enfermedades. Se ha identificado que el haplogrupo I presenta una mayor incidencia y una
rapida afectacion de enfermedades como arteria coronaria, SIDA y autoinmunes (Maan ef al.,
2017). Igualmente, utilizando un modelo murino de un linaje consdémico se observo que el
cromosoma Y regula la susceptibilidad al virus de Influencia A y a la esclerosis multiple (Lemos
et al., 2010; Krementsov et al., 2017). Se debe de agregar que las células del sistema inmune
que pierden el cromosoma Y presentan una afeccion en su actividad mediante la desregulacion
de genes autosomales asociados a la actividad inmune; incrementando el riesgo al Alzheimer y
cancer de prostata (Dumanski et al., 2020), y recientemente, a enfermedades emergentes como
el coronavirus (COVID-19) (Pérez-Jurado et al., 2020). Ademads, el cromosoma Y presenta
posibles genes que son posiblemente supresores tumorales como el gen TMSB4Y es un
posiblemente evita el cancer de mama masculino (Yuen-Wong ef al., 2015), el gen UTY podria
prevenir la leucemia (Gozdecka et al., 2018), el gen KDM5D probablemente protege contra el
cancer de prostata (Jangravi ef al., 2015), el gen TPSY disminuye la prevalencia de carcinoma

hepatocelular (Kido y Lau, 2019) y el gen PLCXD] prevé el melanoma (Mithani et al., 2011).

En resumen, en los ultimos afios gracias a las nuevas tecnologias y metodologias en las
Omicas, biologia molecular y celular se ha demostrado que tanto las proteinas y RNA largos no
codificantes que son transcritos por genes ligados al cromosoma Y cumplen varias funciones en
el desarrollo organico y en el riego a presentar diversas enfermedades (Meyforu et al., 2017a;
Molina et al., 2017; Johansson et al., 2019). De este modo, el cromosoma Y esta involucrado
en distintos procesos celulares que posiblemente medie las diferencias sexuales en los diferentes

tejidos, asi como en diversas especies.

1.2.4. El cromosoma Y es una trampa toxica en los machos

En las diferentes especies de mamiferos se ha descrito una gran variedad de diferencias sexuales
entre los machos y las hembras, desde el comportamiento hasta en el funcionamiento del sistema
inmune (Mauvais-Jarvis et al., 2020). Por ejemplo, en el caso de lo machos se ha demostrado
que generalmente son mas agresivos, estdn menos involucrados en el cuidado de las crias y en

algunos casos pueden llegar a matarlas (Archer, 1971; Lukas y Huchard, 2014; West y Capenilli,
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2016). Mientras tanto en las hembras, se ha identificado que presentan una mejor actividad
inmune tanto a nivel innato como adaptativo y poseen una menor prevalencia en la adquisicion
de patogenos (Klein y Flanagan, 2016; Tidiére et al., 2020). Se ha propuesto que estas
diferencias sexuales estdn mediadas principal por la disparidad hormonal entre los sexos, debido
que las hembras presentan el tipo hormonal llamado progesterona y los machos testosterona
(Hartman et al., 2020). A pesar de que las hormonas pueden explicar la gran parte de las
diferencias sexuales, como seria la efectividad del sistema inmune; en donde poseer testosterona
afecta negativamente a este (Klein y Flanagan, 2016), estas diferencias estan controladas
genéticamente. Dicho lo anterior supone que los cromosomas sexuales jueguen un papel
fundamental en la mediacion de estas diferencias sexuales (Snell y Turner, 2018), un claro
ejemplo seria demostrado por Meester et al. (2020), quienes observaron que el cromosoma Y
presenta alta densidad genes relacionados al sistema inmune. Asimismo, se ha empezado a
denotar que la impronta diferencial de genes ligados al cromosoma X entre los sexos, esta
involucrada en algunas disimilitudes en el funcionamiento neuronal, y, ademas, puede ser un
mecanismo genomico importante que controlen las diferencias sexuales (Davies et al., 2005;
Snell y Turner, 2018). Por ultimo, recientemente se demostré que el cromosoma Y puede
controlar los niveles de heterocromatina en todo el genoma, a través, de una disminucién de las
regiones metiladas a causa del acaparamiento de la maquinaria de metilacion provocando un
sesgo sexual en la expresion de ciertos genes y, de manera indirecta, promueve diferencias entre

machos y hembras (Brown et al., 2020a).

En particular, unas de las diferencias sexuales mas destacada entre los sexos es el de la
longevidad. Esta caracteristica hace referencia a duraciéon promedio de vida de determinada
especie, sin embargo, es influenciada por diversos factores como los sociales (Tung et al., 2016;
Blumstein et al., 2018; Snyder-Mackler et al., 2020; Strauss et al, 2020), evolutivos
(Bonduriansky et al., 2008; Chen y Maklakov, 2014), el ambiente (Bokony et al., 2017; Stark
et al., 2020), las historias de vida (Ricklefs, 2010; Shattuck y Williams, 2010) y los genéticos
(Charruau et al., 2016; Whittemore et al., 2019b). Un claro ejemplo bien documentado es que
el acortamiento de los telomeros impacta directamente en la esperanza de vida de las especies

(Tricola et al., 2018).
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En el caso de los humanos, la balanza de longevidad se inclina hacia las mujeres. Esto
quiere decir que las mujeres viven mas que los hombres en la mayoria de los paises; siendo en
promedio, cuatro afos de diferencia, ademds, generalmente los individuos centenarios son
mujeres (Maklakov y Lummaa, 2013; Marais et al., 2018). Asimismo, se ha documentado que
el hombre de edad avanzada es mas susceptible a muchas mas enfermedades que las mujeres,
principalmente a diferentes tipos de cancer (Kim ef al., 2018). Lo anterior tiene mucho que ver
con la inactivacion del cromosoma X en mujeres ya que muchos genes escapan de este proceso
epigenético, de los cuales la mayoria se piensa son supresores de tumores (Dunford ez al., 2016),
y, ademas, alrededor de 60 genes mantienen cierto nivel de expresion, aunque su expresion es
baja, contribuyen a mejorar la salud de las hembras (Tukiainen et al., 2017). No obstante, este
patron sexual en la longevidad no es unica de los humanos, sino, también es observado a lo largo
de toda la clase Mammalia. En otras palabras, la mayoria de las especies de mamiferos las

hembras viven mas que nos machos (Lemaitre et al., 2020).

Esta diferencia en la esperanza de vida entre las hembras y los machos esta mediada por
diferentes factores como las condiciones ambientales locales y los costos de la seleccion sexual
(Lemaitre et al., 2020). A pesar de ello, recién se ha demostrado que los cromosomas sexuales
influyen directamente en esta caracteristica. La primera prueba de esta relacion se evidencio en
el estudio realizado por Pipoly et al. (2015), donde se determin6 que el tipo de sistema genético
para la determinacion sexual se relaciona con las proporciones sexuales adultas en mamiferos y
aves (Fig. 2). Es decir, en las poblaciones adultas de las diferentes especies de mamiferos donde
el macho es heterogamético (XY) existen mds hembras (XX). Caso contrario sucede en la
mayoria de las especies de aves; donde la poblacion adulta esta sesgada hacia machos (Z2)
mientras que las hembras son heterogaméticos (ZW). Sin embargo, la proporcion adulta es una
medida indirecta de la esperanza de vida, para ello Xirocosta et al. (2020) compararon la
longevidad maxima y media de hembras y machos de diferentes especies de animales y
encontraron que el sexo heterogamético vive menos que el sexo homogamético. En el caso de
los mamiferos se observo que en promedio las hembras (sexo homogamético) vive 17% mas
que los machos (sexo heterogamético) (Fig. 14). Por lo tanto, los cromosomas sexuales modulan

la esperanza de vida especifica del sexo en tetrapodos.
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Figura 14. Diferencias de sexo en la vida util de 138 especies de aves, mamiferos, reptiles y anfibios. Para cada
especie se representa un tamano del efecto estadistico de la relacion entre la esperanza de vida de hembras y machos
(InR). Las barras sobre la linea negra (el anillo rojo) indican que las hembras viven mas que los machos, mientras
que las barras debajo de la linea negra (el anillo azul) indican que los machos viven mas que las hembras. Los
sistemas ZW estan coloreados en azul y los sistemas XY estan coloreados en rojo. Los puntos azules en la filogenia
muestran los 6 origenes independientes de los sistemas ZW y los circulos rojos muestran los 6 sistemas
independientes de XY en nuestra muestra de especies. Editado de Sultanova et al. (2020).

Dicho lo anterior, presentar un cromosoma sexual en proceso de degeneracion
posiblemente sea unas de las causas de esta discordancia. Por ejemplo, en relacion al cromosoma
Y se determind que su tamafio esta directamente asociado con la supervivencia de los machos.
De este modo, los machos de las distintas especies de mamiferos que poseen un cromosoma Y
pequefio tienen una tasa de supervivencia anual mayor que las especies con cromosoma Y largos

(Sultanova et al., 2020). Una posible explicacion sea debido a la acumulaciéon de material
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genético repetido y de elementos transponibles (Steinemann y Steinemann, 2005; Sliwinska et
al., 2016). En particular, en Drosophila se ha identificado que el grado de degeneracion del
cromosoma Y influye en la efectividad del silenciamiento de los elementos transponibles (Wei
et al., 2020). Es decir, en cromosomas Y largos y no tan degenerados presentan una alta
transcripcion de sus elementos transponibles debido su ineficaz silenciamiento durante el
desarrollo, provocando que los TEs se inserten en distintas regiones del genoma y, por lo tanto,
aumente la carga mutagénica y disminuya la adecuacion de los machos. Asimismo, también se
ha observado la pérdida de heterocromatina en el cromosoma Y durante el envejecimiento en
distintas especies de Drosophila causando inestabilidad gendémica y un efecto toxico en el
organismo por el incremento de expresion de TEs y DNA satélite (Brown et al., 2020b; Nguyen

et al., 2020).

Por otro lado, se ha realizado modificaciones citologicas en los cromosomas sexuales
tanto en la mosca de la fruta como en el raton para determinar su efecto en la longevidad; en
donde a las hembras se le afiade un cromosoma Y (XXY o XY) y a los machos se elimina (X0)
o se le adiciona un cromosoma Y extra (XYY) (Davis ef al., 2018; Brown et al., 2020b) (Fig.
15). De esta manera, se demostré que presentar cromosoma Y disminuye la esperanza de vida,
por ejemplo, las hembras con cromosoma Y (XXY o XY) morian antes que las hembras con
cariotipo normal (XX), y, del mismo modo, los machos con doble cromosoma Y (XYY) morian
mucho antes que el cariotipo normal (XY) y estos a su vez, morian antes que los machos sin
cromosoma Y (XO0). Asimismo, se ha observado que organismos que presentan cromosomas
sexuales tienen una esperanza de vida menor que los organismos con determinacion sexual
ligada al ambiente (Sabath et al., 2016; Cornejo-Paramo et al., 2020). Por lo tanto, esto da
hincapié a poder determinar si los patrones de pérdida mosaica del cromosoma Y observados
en el humano también suceden en otros mamiferos (Marais et al, 2018), ya que se ha
demostrado que los mismo fendmenos genéticos y evolutivos del cromosoma Y suceden en los
diferentes linajes de mamiferos, y probablemente medié las diferencias de longevidad entre
machos y hembras (Cortez et al., 2014; Forsberg et al., 2017). En virtud de ello, el cromosoma
Y es una trampa toxica en el envejecimiento de los machos debido a las consecuencias adjuntas
a este como son la alta expresion de TEs, la inactivacion de regiones génicas fundamentales, asi
como su propia pérdida que favorece el riesgo de mortalidad temprana (Forsberg et al., 2014;

Lund et al., 2019; Brown et al., 2020b).
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Finalmente, la menor esperanza de vida de los machos en los mamiferos produce un
sesgo en la proporcion de sexos, habiendo mas hembras que machos (Pipoly et al., 2015). Este
desequilibrio en las proporciones de ambos sexos conlleva una gran variedad de consecuencias
a nivel poblacional, ecoldgico, genético y conductual. Los principales efectos de este
desequilibrio es la reduccion en la diversidad genética debido a un decremento en el tamafo
poblacional finito, existe mayor competencia para poder aparearse, se generan cambios
conductuales como el abandono en el cuidado parental, la tasa de infidelidad aumenta, y la
dindmica poblacional se ve afectada negativamente; volviendo a las poblaciones mas
susceptibles a la extincion (Eberhart-Phillips et al., 2017; Eberhart-Phillips ez al., 2018). De esta
manera, es importante comprender qué mecanismos genéticos y como los cromosomas sexuales

influyen en la longevidad de los machos en mamiferos.
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Figura 15. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para moscas con cariotipo de cromosoma sexual aberrante.
Los cruces utilizados para obtener las moscas XO, XXY y XYY se muestran en la parte superior. Las areas
sombreadas indican los intervalos de confianza superior e inferior del 95% calculados a partir de las curvas de
Kaplan-Meier. Editado de Brown et al. (2020b).
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2. Justificacion

Este proyecto de investigacion representa el primer estudio para conocer el fenémeno del
mosaicismo en el cromosoma Y en un mamifero diferente al humano. Se eligi6 la especie R.
norvegicus debido a que es una especie modelo de investigaciéon con una esperanza de vida
corta, y para el cual se conoce su genoma y biologia, lo cual permitiran interpretar de manera
mas facil los resultados. Se buscara conocer cémo se da la pérdida mosaica del cromosoma Y
al envejecer y su incidencia en diferentes tejidos con diferente longevidad celular, ya que se ha
demostrado en humano que la tasa de recambio celular estd directamente relacionada con la
magnitud de pérdida del cromosoma Y; sin embargo, solo se ha realizado esta comparaciéon con
dos tipos de tejidos a través del uso de técnicas celulares como la hibridacion fluorescente in
situ (FISH). Por lo tanto, nuestro estudio abarca 11 diferentes tipos tejidos que nos permitiran
comprobar si existe la misma tendencia observada en las dos diferentes lineas celulares del
humano utilizando técnicas de secuenciacion masiva y herramientas bioinformaticas. Esto
permitira entender de mejor manera el proceso de pérdida cromosomal que ha sido estudiado en
el humano y se ha relacionado con una gran cantidad de enfermedades que afecta la esperanza
de vida del hombre como diferentes tipos de céancer, el Alzheimer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2, obesidad y suicidio. Asimismo, nos ayudard a comprobar si
las especies con el mismo sistema de cromosomas sexuales degenerados sufren de los mismos
efectos genéticos y evolutivo que anteriormente se ha visto que estan relacionado con la

longevidad y cantidad de machos y hembras en las poblaciones adultas de tetrapodos.
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3.

Hipotesis

Hi: Las ratas pierden mosaicamente sus cromosomas Y al envejecer. Esta pérdida sigue una

tendencia lineal.

Ha: La pérdida mosaica del cromosoma Y se correlaciona con la tasa de multiplicacion de los

diferentes tejidos; a una alta tasa de recambio celular una mayor magnitud de pérdida del

cromosoma Y.

4.
4.1.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la tasa de la pérdida mosaica del cromosoma Y en diferentes tejidos de R. norvegicus

durante el envejecimiento.

4.2.
Y
2)
3)

4)

)

Objetivos especificos

Determinar si la pérdida mosaica del cromosoma Y se incrementa con la edad en la rata.
Cuantificar la frecuencia de la pérdida mosaica del cromosoma Y en las células de 11
diferentes tejidos durante el envejecimiento.

Analizar si la magnitud de la pérdida mosaica del cromosoma Y se correlaciona con la
tasa de division celular de los 11 diferentes tejidos.

Esclarecer si la pérdida del cromosoma Y en los tejidos més afectados influye en la
susceptibilidad de pérdida del cromosoma X.

Identificar los patrones susceptibilidad multitisular de la pérdida del cromosoma Y de

manera individual.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Modelo de estudio: R. norvegicus

Rodentia es el orden mas diverso de los mamiferos con alrededor de 2,277 especies repartidas
en 481 géneros dentro de 33 familias. Se caracterizan por ser mamiferos de tamafio pequefio,
cosmopolitas (con excepcion de la Antartida) y mayoritariamente herbivoros (Alvarez-Romero

y Medellin, 2005).

Varias especies de roedores son importantes como modelo de estudio en la investigacion
cientifica. Una de las especies mas utilizada como modelo de investigacion es Rattus
norvegicus. Originaria del norte de China, actualmente se distribuye por todo el mundo;
principalmente en zonas urbanas. Pertenece a la familia Muridae, fue descrita por Berkenhout
en 1769 (Wilson y Redeer, 1983) y presenta una distancia filogenética con el humano de 90
MA. Se caracteriza por poseer un pelaje dspero y grueso de color café o gris oscuro y la cola
desnuda. Es una especie omnivora, come desde material vegetal hasta algunos animales de
tamano pequefo. Tiene una longitud total de 80 a 480 mm y una longitud de la cola al rededor
de 187 mm. Su longevidad promedio es de 2 afos, aunque pueden llegar a vivir hasta 3 afios
(Alvarez-Romero y Medellin, 2005).

Las hembras de R. norvegicus son capaces de tener de 1 a 12 camadas al afio a partir de
que llegan a la madurez sexual a los 2 o0 3 meses de edad. Generalmente, el tamafio por camada
es de 9 crias, la cuales nacen después de un periodo de gestacion de 21 a 26 dias. El apareamiento
puede darse durante cualquier temporada del ano (Wilson y Redeer, 1983).

Finalmente, el estudio de esta especie modelo ha permitido una gran cantidad de
contribuciones a diferentes areas del conocimiento como son la genética, la fisiologia, la
inmunologia, la patologia; excelente modelo para enfermedades humanas de importancia
biomédica como la susceptibilidad al céncer, la hipertension, la obesidad, la diabetes y las

enfermedades autoinmunes (Alvarez-Romero y Medellin, 2005).

5.2. Toma de muestra

Se mantuvieron 23 machos de rata bajo seguimiento y cuidado a lo largo de 23 meses de vida
en jaulas de un metro de largo por un metro de ancho y un metro de altura en el bioterio de

Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Las ratas estuvieron en parejas o grupos de tres con
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comida y agua a voluntad, y una fotoluminiscencia de 12 horas automatizada cumpliendo las
condiciones y especificaciones técnicas sefialadas por la norma oficial mexicana NOM-062-

Z00-1999.

Se tomaron muestras de sangre cada 4 meses durante los 23 meses de seguimiento o
hasta la muerte de algiin individuo. Cada individuo se tranquiliz6 previamente mediante un
masaje y cubriendo su rostro para evitar algiin problema o dafio fisico. Posteriormente, se realiz6
un corte en la punta de la cola de 1 a 2 mm de longitud; de esta manera se evitd cortar alguna
terminacion nerviosa. En seguida, se ejecutd un masaje de calor en la cola comenzando de la
parte superior hasta bajar a punta de manera continua para ayudar a la circulacion de sangre y
obteniendo una muestra de alrededor de 1.5 ml. Inmediatamente, se congeld las muestras en
hielo seco para su posterior procesamiento. Por ultimo, se revis6 el estado de salud de los

individuos y se les puso un cicatrizante para evitar alguna infeccion y su rapida recuperacion.

Las ratas se sacrificaron al cumplir los 23 meses de vida o si el individuo se encontraba
en mal estado de salud usando una guillotina; se le cortd la cabeza con las especificaciones de
salubridad mencionadas en la norma mexicana anterior. Una vez muertas las ratas, se prosiguio
a la extraccion de 6rganos mediante el uso del kit de diseccion cortando la piel y abriendo el
cuerpo. Se extrajo los testiculos, el corazon, los pulmones, el higado, los rifiones, el cerebelo, el
pancreas, el bazo, musculo y la piel que presentan distinta tasa de recambio celular (Tabla 1,
Anexo) e inmediatamente se congelod en hielo seco para su traslado al laboratorio donde se

mantuvieron a una temperatura de -80°C hasta su posterior procesamiento.

Ademas, con la colaboracion de la Dra. Susana Castro del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM se obtuvieron muestras de sangre y érganos (corazon, testiculos, higado, rifion y
pulmén) de ratas de 4 meses, 12 meses, 24 meses y 25 meses que se congelaron a una

temperatura de -80 °C hasta su procesamiento.

5.3. Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA de aproximadamente 600 muestras de 11 diferentes tejidos (Tabla 1, Anexo).
En el caso de los organos, se utilizé 25 mg de tejido de cada 6rgano usando el kit QIAamp Fast

DNA Tissue de QIAGEN, siguiendo las indicaciones del fabricante. Por otro lado, se tomo 150
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ul de sangre fresca de las 23 ratas del bioterio del IBT para extraer el DNA siguiendo el
procedimiento del kit Blood DNA Isolation Mini de NORGEN BIOTEK CORP.

Para las muestras de sangre de las ratas del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, se
utiliz6 una modificacion del protocolo de Nasiri et al., 2005, ya que la sangre se encontraba mas
coagulada y la extraccion con el kit era ineficiente. Por lo tanto, una muestra de
aproximadamente 150 pl de sangre que se centrifug6 a 20,000 g (14,000 rpm) por 10 minutos a
4°C. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se anadié 300 pl del buffer STE (Cloruro de
sodio-Tris-EDTA, solucion 1X, pH 8.0) y 100 pl de Proteinasa K, agitando con un vortex para

homogenizar con el pellet. Se dejo a incubar durante toda la noche a 55°C a 500 rpm.

Al dia siguiente, se recuper? el sobrenadante y se afiadié SDS al 10% para dejar incubar
sobre hielo durante 5 minutos. Después se afiadié 1000 pl de NaCl saturado y de nuevo se dejo
incubar en hielo durante 10 minutos. Finalmente, se agregd 1,000 ul de etanol al 100% y se

mezclo suavemente por inversion para dejar incubar durante toda la noche a -20°C.

Después de la incubacion a -20°C, se centrifugd a 20,000 g a 4°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se retir6 el sobrenadante con cuidado de mantener intacto el pellet. Después, el
pellet de DNA gendmico se lavo con 500 pl de etanol al 70% a -20°C con vortex violento para
volver a centrifugar a 20,000 g a 4°C durante 15 minutos. Una vez limpio el pellet de NaCl, el
sobrenadante se pas6 a una columna para extraccion de DNA y se centrifugd a 20,000 g.
Finalmente, se anadio 50 pl de buffer TE (Tris-EDTA, Soluciéon 1X, pH 7.4) para dejarse
incubar por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugd por un minuto a 20,000 g a
temperatura ambiente. Se comprobo la integridad del DNA genomico extraido de todas las
muestras de los diferentes tejidos a través de geles de electroforesis de agarosa al 1% y se
cuantifico la concentracion espectrofotométricamente en el NanoDrop 1,000 Thermo Fisher
Scientific; esperando tener una proporcion superior de 1.80 y menor a 2.0 en las frecuencias de

onda de 260/280.

5.4. Diseiio y verificacion de oligonucleodtidos

Se disenaron tres pares de oligonucleotidos de entre 20 — 25 pb con ayuda del programa AmplifX

para amplificar regiones de 500 — 600 pb de copia tnica del cromosoma 10, cromosoma X y
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cromosoma Y, con base en el genoma de referencia de R. norvegicus que se tiene disponible en
el sitio del ENSEMBL v. 98 (Rnor 6.01) (Tabla 1). Para el caso de la region de cromosoma 10,
se escogio el gen CollAl que codifica para la proteina de coldgeno tipo 1. Para los cromosomas
Xy Y se utilizo el gene Eif2s3X/Y, que codifica para un factor de transcripcion involucrado
principalmente en la espermatogénesis, sin embargo, se ha observado que altamente transcrito
en diferentes células somaticas del humano, raton y rata (Bellot et al., 2014; Cortez et al., 2014;
Shirleen-Soh et al., 2014), sufre de muy pocas microdeleciones y posiblemente cumple
funciones en la regulacion celular. (Bellot et al., 2014). Ademas, se demostrd que en la rata el
gen Eif2s3Y no ha sido transpuesto en otro cromosoma autosomal a diferencia de otros
mamiferos como el humano, marmota, chimpancé y macaco, por lo tanto, s6lo presenta una

copia Unica en el genoma de la rata (Hughes et al., 2015).

Posteriormente, los oligonucleétidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis del Instituto
de Biotecnologia de la UNAM, y se probaron via PCR con muestras de sangre de ratas hembras
para comprobar la amplificacion del oligonucleotido del cromosoma X y de machos para la
amplificacion del oligonucledtido del cromosoma Y. En cada reaccion se incluyé un control
negativo (agua), siguiendo el protocolo de la polimerasa Phusion Flash High Fidelity de Thermo
Fisher Scientific con un ciclo a 98°C por diez segundos (desnaturalizacion), seguido de 30 ciclos
a 98°C por dos segundos, 66°C por cinco segundos (alineacion) y 72°C por diez segundos
(elongacion de la cadena), y finalmente, un ciclo a 72°C por 30 segundos (elongacién final).
Finalmente, se realizaron geles de agarosa al 1% para electroforesis tefiidos con bromuro de
etidio para confirmar la amplificacion por PCR de las regiones sobre las regiones que se

disefiaron cada par de oligonucleotidos.

Region génica Secuencia de oligonucledtidos
CollAl F: ACTGTCAGAGTCCAAGCTTCCA
R: TGCGAAAGGTGAACCTGGTGAT
Eif2s3X F: GGCAGCCGAGCATTTTCCTTTT
R: AGTCATAGCAAGCCCTCAAGTG
Eif2s3Y F: GCAGTCAAGGCAGATTTGGGTA

R: AGCACTCCCAAAGCAATCATAAGG

Tabla 1. Secuencias de los tres pares de oligonucleétidos disefiados
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Se verifico la eficiencia de los oligonucleotidos via PCR en tiempo real (QPCR) Thermo
Fisher Scientific, para lo cual previamente las concentraciones de DNA de diferentes tejidos e
individuos machos se estandarizaron a 20 ng/ul. Posteriormente, se prepard una curva de
calibracion (DNA) con estandares a diferentes concentraciones. Se emplearon cuatro
concentraciones diferentes: al 100%, 10%, 1% y 0% con el DNA estandarizado (20 ng/ul) por
triplicado y utilizando agua como control negativo. Se utiliz6 un volumen total de 20 ul por
muestra, y, asimismo, se empled una Tm promedio para los oligonucleotidos de 61°C a una
concentracion de 10 pM por cada uno (reverse y forward) en un volumen de 1.5 pl y SYBR
Green. Para la reaccion de PCR en tiempo real se sigui6 el siguiente protocolo: un ciclo a 50°C
por dos minutos, seguido de un ciclo de 95°C por 10 minutos, contiguamente 40 ciclos a 95°C
por 15 segundos, 60°C por 30 segundo y 72°C por 30 segundos, y finalmente, un ciclo a 95°C
por 15 segundos y 60°C por 30 segundos. Finalmente, se medio la eficiencia de la amplificacion
para tener una cuantificacion confiable mediante el uso de la curva proveniente de la
amplificacion de las diluciones seriales en el que se mostr6 el valor correspondiente de Ct de
una copia para el amplicon del cromosoma Y y X, y el valor de dos copias para el cromosoma
10. Se utiliz6 una adaptacion del método comparativo Ct (umbral de ciclo) (2"2¢t) donde ACt
del cromosoma sexual (Y) igual al valor Ct del autosoma menos el valor Ct del cromosoma
sexual (Y) (ACt cromosoma Y= Cr cromosoma Y - Ct autosoma). Calculamos la desviacion
estandar de los datos y aplicamos una prueba t pareada para determinar la significancia

estadistica (p <0.05) de la diferencia de dosis génica entre cromosomas.

5.5. Preparacion y secuenciacion de librerias

Se afiadi6 una secuencia de nucle6tidos como adaptadores a los tres pares de oligonucle6tidos
funcionales que sirvi6 para la construccion de las librerias para la plataforma de secuenciacion

de IMlumina. Los adaptadores fueron los siguientes:

e Forward overhang: 5> TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-

[locus- specific sequence]

e Reverse overhang: 5> GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-

[locus- specific sequence]
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Posteriormente, todas las muestras se estandarizaron a 10 ng/pl, las cuales se emplearon
para la realizacion de una PCR utilizando la polimerasa Phusion Flash High Fidelity de Thermo
Fisher Scientific en donde se utilizaron los tres pares oligonucle6tidos con adaptadores para
amplificacion de las tres regiones cromosomales (cromosoma 10, X y Y) al mismo tiempo y en
la misma reaccion. Se sigui6 el protocolo de Phusion Flash High Fidelity de Thermo Fisher
Scientific con un ciclo a 98°C por diez segundos (desnaturalizacion), seguido de 30 ciclos a
98°C por dos segundos, 58°C por cinco segundos (alineaciéon) y 72°C por diez segundos

(elongacion de la cadena), y finalmente, un ciclo a 72°C por 30 segundos (elongacion final).

Para confirmar la amplificacion de las tres regiones génicas en una misma reaccion, se
realizo una electroforesis de una muestra amplificada por PCR en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Una vez realizado la electroforesis, se extrajo el amplicon del gel de
agarosa utilizando el kit de QIAquick Gel Extraction Kit Protocol de QTAGEN. En seguida, se
cuantific6 el DNA utilizando el NanoDrop 1,000 de Thermo Fisher Scientific y se realizé una
PCR con la enzima Phusion Flash High Fidelity de Thermo Fisher Scientific con los tres pares
de oligonucleotidos sin adaptadores por separado; esperando obtener el amplicon de los tres
cromosomas, y, asimismo, confirmando la correcta amplificacion en la metodologia
anteriormente mencionada. Una vez confirmado el correcto funcionamiento de la PCR se
procesoé las 600 muestras de diferentes tejidos de la rata y se verifico su correcta amplificacion

a través de geles de electroforesis.

El producto amplificado de PCR de ~500 pb se purifico, debido a que la reaccion de
PCR con la enzima Phusion High Fidelity es susceptible de formar secuencias de menor tamafio.
Por lo tanto, se eliminaron todos los amplificados menores a 500 pb, usando perlas magnéticas
Agencourt AMPure XP. Se utiliz6 22.5 pl de la solucién con perlas magnéticas por cada
muestra, y en seguida, se mezcld vigorosamente. Las muestras con el producto de PCR se
colocaron dentro de un imén y se dejo reposar durante seis minutos hasta que la solucion se
tornd transparente. Posteriormente, se afiadieron 200 pl de etanol 80% manteniendo dentro del
iman y se dejo reposar durante 30 segundos para después retirarlo; evitando tocar al caimulo de
perlas magnéticas. Una vez retirado el etanol, se dejo secar durante tres minutos con la tapa

abierta, y finalmente, cuando las perlas estuvieron secas se resuspendio con un buffer de elusion
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para, posteriormente, se retird las perlas magnéticas de la muestra con ayuda de un iman y

traspaso el DNA purificado en un nuevo tubo de microcentrifuga.

Las muestras purificadas de la reaccion de PCR con los tres oligonucleotidos se
cuantificaron utilizando el Qubit 1X dsDNA HS Assay Kits y dsDNA Br Assay Kit y se
mandaron a la Unidad de Secuenciacion Masiva del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
Cada uno de los productos de DNA de la PCR donde se amplificaron juntos los tres genes
correspondientes a los cromosomas A, Xy Y, se etiquetd con un identificador tnico usando los
adaptadores Nextera XT Index Kit v2 (Illumina, CA, EE. UU.) y uniéndolos con una DNA
polimerasa de alta fidelidad Phusion Thermo Scientific. Después de eso, las bibliotecas de DNA
se purificaron con perlas magnéticas y se cuantificaron mediante Qubit, como ya se describio,
y se secuenciaron en un sistema NextSeq 500 Illumina utilizando el NextSeq 500/500 Hugh
Output Kit v2 (150 ciclos) y en un High Output v2.5 celda de flujo, ambos del mismo proveedor,
con una profundidad de 100,000x.

5.6. Alineacion de amplicones y analisis de cobertura

La calidad de las secuencias de cada lectura obtenida del genoma por individuo se evaludé con
FastQC y se recortaron los adaptadores restantes y regiones de mala calidad de las secuencias

de 75 pb con el programa Trimmomatic.

Las lecturas genomicas de todos los individuos se alinearon contra el genoma de
referencia de la rata utilizando el programa bowtie2. Se escogi6 el programa bowtie2 porque es
el mejor programa para alineaciones de lecturas cortas (75-150 pb) y junto con las herramientas
SAMtools (Li et al., 2009) nos permitieron ordenar las lecturas en los tres loci secuenciados

(10, Xy Y).

La cobertura del cromosoma 10 se estimo a través del promedio de las lecturas alineadas
a la posicion correspondiente del gen CollAIl (locus 82,757,368). Se realizd el mismo
procedimiento para los genes Eif2s3X (locus 63,290,592) y Eif2s3Y (locus 930,587).
Posteriormente, se calcul6 el promedio de las coberturas del gen Col/lA1 de todas las muestras
para después normalizar todas las muestras usando la diferencia entre las medianas. Finalmente,

los valores del cromosoma X y el cromosoma Y se corrigieron tomando en cuenta los valores
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normalizados para Co/lA41. Finalmente, se calculd la tasa de pérdida de los cromosomas Xy Y
a través del tiempo haciendo la comparacion de coberturas entre las muestras de tejidos de

individuos de edades cortas (4 meses) contra individuos de edades avanzadas (12-24 meses).

5.7. Categorizacion tisular y obtencion del nivel de mosaicismo

Los 11 tejidos fueron clasificados en cuatro categorias de acuerdo su respectiva tasa de recambio
celular (Anexo, Tabla 2). De este modo, los tejidos como el bazo, musculo, pancreas, pulmon,
piel y sangre, cuyo recambio celular sucede en menos de 30 dias, fueron clasificados como
tejidos con tasa de recambio celular rapida. La siguiente categoria agrupa a los tejidos con una
tasa de recambio celular continua, como el rifidn y testiculo. La tercera categoria se constituyo
por el higado que presenta una tasa de recambio celular media, siendo el tnico tejido cuyo
recambio celular ocurre en un lapso superior de afos. Finalmente, la ultima categoria se formo
por el corazén y el cerebelo, ya que son los tejidos que la mayor parte de sus células no se divide,
0 sea, su tasa de recambio celular es nula.

Por otro lado, para evaluar el nivel de pérdida se decidi6 obtener el valor del nivel de
mosaicismo especifico para cada tejido. Este valor se obtuvo mediante la resta del logio de la
cobertura del tejido viejo menos el logio de la mediana de la cobertura del tejido juvenil. De este
modo, valores negativos significan posibles eventos de pérdida, mientras que los valores
positivos representan posibles eventos de ganancia. Por consiguiente, se compararon los niveles

de mosaicismo de las muestras adultas acordes con las categorias de recambio celular.

5.8. Analisis estadisticos

Se realizaron regresiones lineal simples y se estimo el coeficiente de correlacion para analizar
la existencia de una relacion entre la tasa de pérdida mosaica de los cromosomas Xy Y en todos
los tejidos y su dependencia con la edad (variable explicativa) utilizando los valores en
logaritmo base 10 de la cobertura. Los analisis se realizaron en la plataforma de R Studio del

software R Project version 3.6.0.
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6. Resultados

6.1. Amplificacion de regiones génicas y verificacion de librerias

Se amplificaron tres regiones Unicas del genoma de la rata en el cromosoma 10, el cromosoma
X y el cromosoma Y de 550 pb. Para el cromosoma 10 se disefiaron dos pares de
oligonucleétidos para la amplificacion del gen CollA1 y de igual manera para amplificacion del
gen Eif2s3X y su gametologo Eif2s3Y en el cromosoma X y el cromosoma Y respectivamente.
Se verificd su amplificacion a través PCR con la Polimerasa Phusion Flash High Fidelity de
Thermo Fisher Scientific usando utilizando un control negativo (agua), sangre de rata hembra y

sangre de rata macho y se realiz6 un gel de electroforesis (Fig. 16).

CN H M CN H M
e S - —
— 500 Me— Fram
A) Cromosoma 10 B) Cromosoma X C) Cromosoma Y

Figura 16. Geles de electroforesis de los diferentes amplicones. A) Amplicon en el cromosoma 10 del gen ColiA1,
B) Amplicén del cromosoma X del gen Eif2s3X y C) Amplicon del cromosoma Y del gen Eif2s3Y. CN: Control
negativo, H: Hembra y M: Macho.

Una vez amplificadas las tres regiones génicas, se evalud el numero de copias del gen
ligado al Y mediante qPCR, tomando como referencia las dos copias esperadas del gen CollAl
(Fig. 17A). De esta manera se corroboro, utilizando DNA de bazo de rata de 4 meses, que el
gen Eif2s3Y solo presenta una copia génica y que su dosis génica corresponde a la mitad del
valor autosomal. Aunado a esto, se confirmé la amplificacion de las regiones génicas en una
misma reaccion de PCR con los oligonucleétidos disefiados con los adaptadores (Fig. 17B).
Posteriormente, se extrajo el DNA del amplicon del gel de electroforesis para la comprobacion
individual de las tres regiones génicas (CollAl, Eif2s3X y Eif2s3Y) mediante PCR utilizando
oligonucleoétidos sin adaptadores (Fig. 17C). Una vez verificada la correcta amplificacion de las

tres regiones génicas, se elaboraron las librerias utilizando la Polimerasa Phusion Flash High
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Fidelity de Thermo Fisher Scientific. Los productos de PCR purificados (Fig. 17B) se enviaron

a un servicio de secuenciacion en una plataforma de [llumina NexSeq.
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Figura 17. Verificacion de dosis génica y librerias. A) Los valores de Ct del gen ligado a Y en cada una de las
concentraciones muestran un patréon de expresion correspondiente a lo observado para otras especies (linea roja)
con respecto al valor autosomal (linea amarilla). Por lo tanto, el gen Eif2s3Y esta presente en una sola copia unica
dentro del genoma y el cromosoma Y de la rata. B) Gel de electroforesis de la amplificacion de las tres regiones
génicas en una misma reaccion de PCR. C) Gel de electroforesis de la amplificacion de las tres regiones génicas
individualmente. M: Mix de regiones génicas, 10: Cromosoma 10 (ColiA1), X: Cromosoma X (Eif2s3X)y Y:
Cromosoma Y (Eif2s3Y).

6.2. Filtracion y clasificacion de los datos de cobertura

Se cuantifico la disminucioén de cobertura del cromosoma Y de 382 muestras de 11 diferentes
tejidos de rata, y se resecuenciaron 65 muestras de seis tejidos. Se descartaron 55 muestras para
el andlisis de mosaicismo a causa del bajo porcentaje de secuencias alineadas al genoma de la
rata (20 — 60%), evidenciando principalmente un sesgo hacia un cromosoma (Fig. 18). De este
modo se obtuvo un total final de 332 muestras con la calidad minima para el analisis de pérdida
del cromosoma Y. Estas muestras provenian 26 del bazo, 40 del cerebelo, 35 del corazon, 55
del higado, 14 del musculo, 27 del pancreas, 14 de la piel, 35 del pulmoén, 38 del rifion, 31 de
sangre y 97 de testiculo de seis edades diferentes (4, 12, 18, 23, 24, 25 meses de edad) (Anexo,

Tabla 3); siendo mayormente las muestras de edades de 4 o 23 meses.

Para evitar tener altos niveles de variabilidad en los patrones de cobertura a causa de la

cantidad variable de muestras por edad, se clasificaron las seis edades en tres etapas de
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desarrollo: juvenil (correspondiente a edades de 0 a 10 meses), adulto (correspondiente a edades
de 11 a 20 meses) y viejo (correspondiente a edades mayores de 21 meses). De esta manera,
dividiendo las edades en estas tres etapas se pudo obtener un patron mdas definido de
mosaicismo. Asimismo, se observd que hubo varias secuencias de diversas muestras que
alinearon contra 19 diferentes sitios del genoma de la rata. Principalmente, la mayor parte de
los loci en donde se alinearon las secuencias corresponden al cromosoma 4 y seguido del
cromosoma 8 y 12. Estas lecturas provienen seguramente de amplificaciones inespecificas
durante la etapa de PCR. Los tejidos que presentaron mayor numero de muestras con alineacion
en otros loci fue el cerebelo, corazén y péancreas. Por otro lado, el tejido que presentd mayor
nimero de muestras con un alto porcentaje (> 80%) de alineacion al genoma de la rata fue el
bazo y pulmon, siendo el cerebelo el tejido con mayor nimero de muestras con menor porcentaje

de alineacion al genoma de referencia.

Finalmente, los valores de cobertura del cromosoma X y Y fueron normalizados
tomando como referencia el valor normalizado del cromosoma autosomal (cromosoma 10) que
fue de 270,657 (5.432 en logaritmo base 10). Se eligiéo un cromosoma autosomal porque estos

cromosomas no sufren de mosaicismo asociado a la edad.

80

[o]
o

Numero de Muestras
N
o

N
o

077
\

25 50 75 100
Porcentaje de Alineacion (%)

Figura 18. Histograma de la distribucion de las 382 muestras secuenciadas tomando como referencia el porcentaje
de alineacion al genoma de referencia. El 14.4% de las muestras se descartaron por presentar un valor menor al
60% de alineacion (linea roja).
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6.3. Larata pierde el cromosoma Y durante el envejecimiento

Analizando los 11 tejidos de la rata juntos, se observo una disminucion en la cobertura del
cromosoma Y conforme avanzan las etapas de desarrollo (Fig. 19). De este modo, el nivel de
cobertura del cromosoma Y en el estado juvenil presenté un patrén particular en donde se
advirtieron algunas muestras con baja cobertura provenientes principalmente de sangre y
testiculo. Sin embargo, la mayoria mostraron un patrén normal de cobertura. Asimismo, en la
etapa “viejo” es donde apreciamos que la cobertura del cromosoma Y disminuy6 de forma mas
dréstica, indicando una posible pérdida del cromosoma Y. A pesar de que se observo que varias
muestras en esta tltima etapa exhiben una reduccion de la cobertura del cromosoma Y, ésta no
es significativa (P > 0.05, Mann-Whitney U-test). Ademas, se observé una variabilidad de la
pérdida del cromosoma Y por tejido (ver mas abajo). En el caso del cromosoma X, se diviso
que la cobertura se mantiene estable en las tres etapas del desarrollo, aunque algunas muestras
exhibieron una minima disminuciéon de cobertura, ésta no fue significativa (P > 0.05, Mann-

Whitney U-test).
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Figura 19. Gréfico de cajas que muestra el valor de la cobertura del cromosoma X (verde) y cromosoma Y (azul)
de las 332 muestras de los 11 tejidos en las tres etapas de desarrollo. Los puntos grises representan cada una de las
muestras. Se observa un aumento en la cantidad de muestras con disminucion de la cobertura del cromosoma Y
durante el envejecimiento, y, para el caso del cromosoma X, el mantenimiento de la cobertura durante las tres
etapas de desarrollo.
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Posteriormente, se realizd una regresion lineal simple para valorar la existencia de una
relacion directa entre la disminucion de cobertura del cromosoma Y durante el envejecimiento
utilizando el modelo de Im (cobertura X/Y ~ edad). Para este caso se us6 la informacion de las
edades de todas las muestras sin categorizarlas. El valor de la pendiente (m) para el cromosoma
Y fue de -0.001 (P =0.785) y del cromosoma X fue de 0.001 (P = 0.555) (Fig. 20). Sin embargo,
de acuerdo con la densidad de los datos, los valores de cobertura del cromosoma Y se encuentran
mas dispersos y aunque no exista una disminucidon conspicua, hay una probable pérdida. A
diferencia de los valores del cromosoma X, los cuales se encuentran mayormente agrupados.
Finalmente, el coeficiente de correlacion mostr6 la ausencia de algin tipo de relacion entre el
envejecimiento y la disminucion de la cobertura del cromosoma Y (R = 0.009, P = 0.833,
Correlacion de Spearman), probablemente debido a que existe mucha variabilidad entre los

tejidos.
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Figura 20. Regresion lineal de las 332 muestras de los 11 tejidos. La linea y puntos verdes representa el cromosoma
Xy la linea y puntos azules el cromosoma Y. El cromosoma X no presenta pérdida a lo largo del tiempo y tiene
un valor de pendiente de 0.001 (P = 0.555). El cromosoma Y presentan una pérdida minima a lo largo de tiempo
y tiene una pendiente -0.001 (P = 0.785). Los graficos de densidad correspondiente al valor de cobertura (vertical)
muestran que valores del cromosoma Y se encuentran mas esparcidos (azul) a diferencia de los del cromosoma X
(verde). Esta disminucién de cobertura del cromosoma Y se observa mayormente en muestras > 20 meses de edad.
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No obstante, una posibilidad de que no se haya encontrado una asociacion significativa
entre la edad y la pérdida de cobertura como se mostrd anteriormente se deba a los tipos de
analisis estadisticos usados. Por lo tanto, se calcul6 el valor de odds ratio (OR), permitiendo
valorar de mejor manera esta asociacion ya que este tipo de analisis es mas adecuado para
estudios de factores de riesgo. Dicho lo anterior, se tom6 como un caso positivo de pérdida
cuando el valor de la cobertura fue <3.5, y de esta manera, se demostr6 que los tejidos somaticos
de individuos viejos tienen un mayor riesgo de presentar una menor cobertura del cromosoma
Y, es decir, que la pérdida mosaica del cromosoma Y en la rata depende de la edad (odds ratio

(OR) = 2.14, intervalo de confianza 95% (IC) = 1.045-4.412; P = 0.047, Fisher's Exact Test).

6.4. Paisaje tisular de la pérdida mosaica del cromosoma Y

Para entender de mejor manera la pérdida mosaica del cromosoma Y se analizé la cobertura de
los cromosomas sexuales de solo 10 tejidos, descartando la piel porque tuvieron poco porcentaje
de alineacion. Del mismo modo que en el andlisis general, las edades de las muestras se
clasificaron en tres etapas de desarrollo. Los tejidos analizados se pueden catalogar en tres
categorias, sin pérdida, con poca pérdida y pérdida fuerte del cromosoma Y (Fig. 21 y 22)
(Apéndice, Tabla 1). Tejidos sin pérdida significativa son el bazo, el pancreas, el pulmon (P >
0.05, Mann-Whitney U-test). Estos resultados dan entender que las células que forman estos
organos sufren de muy poca o nula pérdida del cromosoma Y durante el envejecimiento.

Por otro lado, en el caso de los tejidos que presentaron una poca disminucion
significativa fueron el cerebelo (P = 0.049, Mann-Whitney U-test) y corazon (P = 0.042, Mann-
Whitney U-test). Lo que da a entender que s6lo un bajo porcentaje de las células que forman
estos dos tejidos pierden el cromosoma Y. Uno de los tejidos con una disminucién mas
conspicua de cobertura fue el higado, dando a entender que la pérdida del cromosoma Y es un
evento mas comun en las células que conforman este tejido (P = 0.003, Mann-Whitney U-test).
Finalmente, el rifion fue el tejido que presentd una disminucién mas importante de la cobertura
del cromosoma Y durante el envejecimiento (P = 0.006, Mann-Whitney U-test). Se puede decir,
que las células renales presentaron altos niveles de pérdida mosaica del cromosoma Y durante
el envejecimiento y que fue un evento comun en las distintas células que conforman el rifion.

Cabe sefialar, que tanto en la sangre y en el musculo se observo una disminucion evidente en la
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cobertura del cromosoma Y, sin embargo, esta no fue significativa (P > 0.05, Mann-Whitney

U-test) a causa de poca cantidad de muestras en etapa juvenil.
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Figura 21. Gréaficos de cajas por tejido que muestran el valor cobertura del cromosoma X y del cromosoma Y
clasificado en tres etapas de desarrollo. Los puntos de grises representan cada una de las muestras analizadas dentro
de cada categoria de etapa de desarrollo. El bazo, musculo y pancreas no presentaron disminucion significativa del
cromosoma Y y X durante el envejecimiento (P > 0.05, Mann-Whitney U-test). Mientras, el cerebelo, corazon e
higado presentaron una disminucion significativa de la cobertura del cromosoma Y a lo largo del desarrollo (P <
0.05, Mann-Whitney U-test) y inicamente el higado present6 una disminucion en la cobertura del cromosoma X
(P <0.05, Mann-Whitney U-test).
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Figura 22. Gréaficos de cajas por tejido que muestran el valor cobertura del cromosoma X y del cromosoma Y
clasificado en tres etapas de desarrollo. Los puntos de grises representan cada una de las muestras analizadas dentro
de cada categoria de etapa de desarrollo. El pulmén y sangre no presentaron disminucion significativa del
cromosoma Y y X durante el envejecimiento (P > 0.05, Mann-Whitney U-test). Por otro lado, el rifién presento
una disminucion significativa de la cobertura del cromosoma Y y X a lo largo del desarrollo (P < 0.05, Mann-
Whitney U-test). Por ultimd, en el testiculo se identificéd un aumento en la cobertura del cromosoma Y, y del mismo
modo, un aumento en la cobertura del cromosoma X en el pulmon (P < 0.05, Mann-Whitney U-test).

Con respecto al cromosoma X, no se identifico una disminucion en la cobertura en los
tejidos analizados con excepcion del higado (P = 0.014, Mann-Whitney U-test) y rifion (P =
0.0012, Mann-Whitney U-test), los cuales fueron los unicos tejidos en donde se observo una
disminucion importante en los valores de cobertura del cromosoma X durante el envejecimiento,
por lo que puede existir una probable pérdida del cromosoma X en sus células (Apéndice, Tabla
1). Es importante sefalar, que se identifico el aumento significativo de cobertura en la etapa de
viejo en dos tejidos tanto en cromosoma Y como en el X. En el caso del cromosoma Y fue el
testiculo (P = 0.028, Mann-Whitney U-test) y para el cromosoma X fue el pulmén (P = 0.037,
Mann-Whitney U-test). Esto puede deberse al ruido de la técnica, por lo que se requieren

réplicas técnicas para aclarar el patron.
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De igual manera que en el analisis general, se realizaron regresiones lineales simples por
tejido para entender de mejor manera su dindmica durante el envejecimiento (Fig. 23)
(Apéndice, Tabla 2). Se observaron tres tendencias importantes, la primera en donde la
pendiente (m) tuvo un valor cercano a 0, siendo el pulmén y bazo los representantes. El siguiente
grupo de tejidos fueron los que presentaron una pendiente (m) con valor negativo, como el
cerebelo, corazén, musculo, higado, rifion y sangre. Finalmente, el tercer grupo fueron el
pancreas y testiculo que presentaron una pendiente con valor positiva. Para el caso del
cromosoma X, la mayoria de los tejidos tuvieron valores cercanos a 0 y solo se observé que el
higado, rifion y sangre tuvieron una pendiente negativa, y del mismo modo, s6lo el pulmon tuvo
una pendiente positiva (Apéndice, Figura 1). Sin embargo, es importante sefalar que estos

valores fueron menores que los del cromosoma Y (Apéndice, Tabla 2).
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Figura 23. Grafico de las regresiones lineales simples de la cobertura del cromosoma Y a lo largo del
envejecimiento por tejido. Los puntos representan las muestras analizadas por cada tejido. El bazo y pulmén
presentan valores de pendientes casi de 0 correspondiendo a su nula pérdida del cromosoma Y a diferencia del
cerebelo, corazon, musculo, higado, rifién y sangre que presentaron un valor de pendiente negativo correspondiente
a la pérdida del cromosoma Y durante el envejecimiento. Sin embargo, Unicamente fue significativa para el
cerebelo, higado y rifion (P < 0.005). Para el pancreas y testiculo se obtuvo una pendiente positiva (P > 0.05).
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Una vez que se observé que existe una gran variabilidad de tendencias en la disminucion
de cobertura durante el envejecimiento se realiz6 un andlisis de correlacion para determinar qué
tanta dependencia existe entre el envejecimiento y la posible pérdida del cromosoma Y. De este
modo, se determind que los tejidos que presentan una correlacion negativa significativa fueron
el cerebelo, higado, musculo y rinidén (P < 0.05, Correlacion de Spearman) (Tabla 2). Esto quiere
decir que en estas las células existe una fuerte asociacion entre la pérdida de su cromosoma Y y

el envejecimiento, siendo el musculo y el higado los tejidos donde esta relacion es mayor.

Tejido Rho (R) P
Bazo 0.035 0.860
Cerebelo -0.313 0.025
Corazon 0.104 0.551
Higado -0.448 0.001
Musculo -0.537 0.047
Pancreas -0.021 0.857
Pulmén 0.249 0.175
Rifién -0.323 0.047
Sangre -0.120 0.518
Testiculo 0.131 0.200

Tabla 2. Valores de R del coeficiente de correlacion de Spearman en relacion de la cobertura del cromosoma Y 'y
la edad.

Por ultimo, para determinar y descartar falsos positivos tanto a nivel de disminucién o
aumento en la cobertura debido a algln tipo de error técnico, se utilizo la desviacion estandar
de la cobertura del cromosoma Y en etapa juvenil. Posteriormente, tomando como referencia la
mediana de cobertura Y en etapa juvenil se establecio el rango normal de variabilidad mediante
la adicion de la suma y la resta de la desviacion estdndar a la mediana. Esto se realizo con los
datos especificos para cada tejido. Por lo tanto, todos los valores de las muestras viejas que
estuvieron dentro de rango se pueden considerar como un valor estandar de cobertura. De esta
manera, se observo que varias de las muestras que presentaron un aumento en la cobertura
entraron dentro del rango normal de variabilidad y de estd manera se descartd posibles eventos

de ganancia de copias, siendo el bazo y testiculo los Unicos tejidos en presentar posibles
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ganancias cromosomales (Fig. 24). Asimismo, se confirmd que dentro de todos tejidos existen
muestras con disminuciéon de cobertura. Para el casé de la piel, se modeld el rango de
variabilidad usando la desviacion estdndar y mediana de todas muestras jovenes, y de este modo,
se denotd que en varias muestras disminuy6 la cobertura del cromosoma Y, por lo que

probablemente también las células epiteliales pierden este cromosoma.
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Figura 24. Grafico de puntos en donde se observa la distribucion de la cobertura del cromosoma Y de individuos
viejos clasificados por tejido. El grafico de caja representa la distribucion del primer y tercer cuartil asimismo la
mediana por tejido viejo. La linea roja punteada representa la mediana de la cobertura de muestras juveniles propios
de cada tejido. La sombra gris representa el rango de variabilidad normal de los datos juveniles de cada tejido
obtenido de la suma y resta de la desviacion estandar a la mediana. El histograma de distribucion se muestra en la
parte derecha de cada grafico. De esta manera, se determind que todas muestras que entre en la sombra gris
presentan un valor normal de cobertura y todas muestras que estén fuera del rango se puede considerar como
posibles eventos de pérdida (por debajo de la sombra) y de ganancia (por arriba de la sombra).
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Cabe destacar que para poder tener un mejor rango de variabilidad se debe tener una alta
cantidad de muestras juveniles del tejido. Por estd razon los tejidos como el musculo, pancreas,
pulmoén y sangre presentaron un rango menor que no denota una alta confiabilidad. A causa de
lo anterior, se modelo el rango de variabilidad en estos cuatros tejidos de igual manera que en
la piel, lo que permiti6 esclarecer de mejor manera los patrones de disminucioén de cobertura.
Por ejemplo, en el caso de la sangre se observé que la mayor parte de las muestras de individuos
viejos pierden su cromosoma Y, y del mismo modo, en el pulmén y pancreas se observo que la

mayor parte de las muestras se distribuyen dentro del rango de variabilidad (Fig. 25).
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Figura 24. Grafico de puntos en donde se observa la distribucion de la cobertura del cromosoma Y de individuos
viejos clasificados por tejido. El grafico de caja representa la distribucion del primer y tercer cuartil asimismo la
mediana por tejido viejo. La linea roja punteada representa la mediana de la cobertura de muestras juveniles propios
de cada tejido. La sombra gris representa el rango de variabilidad normal de los datos juveniles de cada tejido
obtenido de la suma y resta de la desviacion estandar a la mediana. El histograma de distribucion se muestra en la
parte derecha de cada grafico. De esta manera, se determind que todas muestras que entre en la sombra gris
presentan un valor normal de cobertura y todas muestras que estén fuera del rango se puede considerar como
posibles eventos de pérdida (por debajo de la sombra) y de ganancia (por arriba de la sombra).

6.5. La division celular favorece la pérdida del cromosoma Y

A fin de determinar la existencia de una relacion entre la tasa de recambio celular y los niveles
de pérdida del cromosoma Y, se compar6 el nivel de mosaicismo de las muestras viejas de
acuerdo a las cuatro categorias establecidas en la metodologia. Sin embargo, es importante
mencionar que para el caso de la piel y la sangre se model6 el nivel de mosaicismo tomado
como referencia la mediana de todas las muestras de juveniles a causa de la ausencia de muestras

juveniles para ambos tejidos. De esta forma, mediante la categorizacion de los tejidos no se
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observaron diferencias significativas del nivel de mosaicismo con respecto a las cuatro
categorias (P = 0.637, Kruskal-Wallis test) (Fig. 26). Esto quiere decir que el nivel de pérdida
del cromosoma Y no depende directamente de la tasa de recambio celular. No obstante, a pesar
de que no se observaron diferencias significativas para la tasa de recambio celular, si se
identifico que los tejidos con una tasa de recambio celular rapida presentan un mayor nivel de
pérdida del cromosoma Y. Asimismo, es importante mencionar que todos los tejidos son

propensos a perder el cromosoma Y a pesar de no presentar células en division (o replicativas).

-2

Nivel de Mosaicismo

Répida Continua Media Nula
n=95 n=46 n=18 n=36

Tasa de Recambio Celular

Figura 26. Grafico de cajas que muestra el nivel de mosaicismo del cromosoma Y de acuerdo a las cuatro
categorias de tasa de recambio celular. Los puntos grises representan cada una de muestras en estado de viejo de
los 11 tejidos analizados. La linea roja punteada significa un valor nulo de mosaicismo. Los valores negativos
representan eventos de pérdida del cromosoma Y y valores positivos eventos de ganancia. No se observd
diferencias significativas en nivel de mosaicismo con respecto a la tasa de recambio celular (P = 0.637, Kruskal-
Wallis test).

Para dilucidar de manera mas precisa se evalué de manera cuantitativa la relacion entre
el nivel de mosaicismo y la tasa de division celular utilizando el modelo de
Im(nivel mosaicismo_Y ~ longevidad/nimero_divisiones). En el caso de longevidad, se utiliz6
los datos de longevidad de las distintas células formadoras de los 11 tejidos. Sin embargo, en
algunos casos un mismo tejido presentaba diversas células con longevidad celular distintas por

lo que se decidi6 afiadir todos los datos de longevidad celular encontrados. Asimismo, para el
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corazon y el cerebelo se modeld su posible longevidad celular extrapolando el porcentaje de
longevidad de los datos del humano a la rata, utilizando la esperanza de vida promedio de ambos
organismos. Por otro lado, para el evaluar el nimero de divisiones celulares a lo largo de la vida,
se dividio la longevidad celular entre la esperanza de vida promedio de la rata.

De acuerdo al modelo establecido de regresion lineal con respecto a la longevidad celular
se obtuvo una pendiente de 0.259 (P = 0.275) y para el caso de el numero de divisiones a lo
largo de la vida es valor de la pendiente fue -0.009 (P = 0.037). En ambos modelos se observo
que las células con una longevidad corta y en consecuencia presentan un alto numero de
divisiones celulares sufren de altos niveles de pérdida del cromosoma Y. Sin embargo, no se
encontro una correlacion fuerte entre el nivel de mosaicismo y el nimero de divisiones celulares

(R=-0.135, P =0.592, Correlacion de Spearman).
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Figura 27. Gréfico de las regresiones lineales simples del nivel de mosaicismo del cromosoma Y en relacion a la
longevidad celular y numero de divisiones celulares de las células formadoras de los 11 distintos tejidos. Para la
longevidad celular se obtuvo una pendiente de 0.259 (P = 0.275) y en el caso del numero de divisiones celulares
un valor de -0.009 (P = 0.037). En ambos casos, se observo que las células con mayor divisiones y longevidad
celular corta presentan altos niveles de pérdida del cromosoma Y.

La variabilidad celular dentro de un mismo tejido no permitié encontrar una asociacion
fuerte. Por lo que se evaluo la presencia de una relacion entre el origen embrionario del tejido y

el nivel de mosaicismo. No obstante, no se encontr6 una diferencia significativa entre las capas
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embrionarias (P = 0.164, Kruskal-Wallis test) (Fig. 28A), y del mismo modo, evaluando las
subcapas del mesodermo no se identificaron diferencias (P = 0.164, Kruskal-Wallis test) (Fig.
28B). Es decir, que no existe una predisposicion embrionaria dentro de los tejidos analizados

con respecto al nivel de pérdida del cromosoma Y.
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Figura 28. Dilucidando el nivel de mosaicismo del cromosoma Y. A) Gréfico de violin del nivel de mosaicismo
del cromosoma Y de los 11 tejidos categorizados de acuerdo a su capa embrionaria de origen. No se observo
diferencias significativas entre capa (P = 0.164, Kruskal-Wallis test). B) Grafico de violin del nivel de mosaicismo
del cromosoma Y con respecto a las tres subcapas del mesodermo. No se observo diferencias significativas entre
subcapa (P = 0.164, Kruskal-Wallis test). C) Heatmap del nivel mosaicismo de ambos cromosomas sexuales de
los 11 tejidos. Se identifico dos grupos principales, uno formado por los tejidos con alto nivel de pérdida (morado)
de los cromosomas sexuales y otro formado por los tejidos con eventos de ganancia (verde).

Finalmente, tomando como referencia los niveles de mosaicismo tanto del cromosoma
X como del Y, se identifico dos grupos principales (Fig. 28C). El primero formado por el bazo,

pancreas, piel, pulmén y testiculo, los cuales sufren de bajos niveles pérdida del cromosoma Y.
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El segundo grupo conformado por cerebelo, corazén, higado, musculo, rifion y sangre son
tejidos que sufre niveles superiores de pérdida del cromosoma Y y también posibles pérdidas

del cromosoma X.

6.6. La pérdida del cromosoma Y influye en el cromosoma X

En el caso de los tejidos en donde se observaron altos niveles de pérdida del cromosoma Y,
como el cerebelo, higado y rifidn, se analiz6 si la pérdida de este cromosoma influye en el
cromosoma X mediante la comparacion de los niveles de mosaicismo de ambos cromosomas
por individuo (Apéndice, Figura 2). De esta manera se identifico que en las muestras en donde
existe alta pérdida del cromosoma Y también se pierde el cromosoma X (Fig. 29). Para evaluar
la significancia de esta posible relacion se realizo un andlisis de correlacion. Para el caso del
cerebelo y rifion se encontrd una correlacion positiva > 0.70 entre los niveles de pérdida de los
cromosomas sexuales (P =< 0.05, Correlacion de Spearman). Asimismo, en el higado también
se identifico una correlacion significativa, pero de menor valor (R =0.59, P=0.017, Correlacion
de Spearman). Esto quiere decir que para estos tres tejidos la pérdida del cromosoma Y intervine
directamente en la susceptibilidad del cromosoma X: entre mas alto sea el nivel de pérdida del
cromosoma Y, mayor serd la pérdida del cromosoma X. Por lo que parece existir una

dependencia directa entre los niveles de mosaicismo de los dos cromosomas sexuales.
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Figura 29. Grafico de las regresiones lineales simples del nivel de mosaicismo del cromosoma Y en relacion al
nivel de mosaicismo del cromosoma X. Se identifico una correlacion positiva altamente significativa entre el nivel
de pérdida del cromosoma Y con respecto a la pérdida del cromosoma X en el cerebelo, higado y rifion (P = <
0.05, Correlacion de Spearman).
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6.7. Pérdida multitisular del cromosoma Y a nivel de individuos

Se evalu6 si dentro de un mismo individuo existe la posibilidad de perder el cromosoma Y en
distintos tejidos mediante la comparacion de los valores de referencia de la mediana de la
cobertura juvenil por tejido con respecto a la cobertura de los tejidos perteneciente a la misma
rata vieja. Lo anterior permitio identificar individuos en donde la pérdida del cromosoma Y
sucede en mas de un tejido como fueron las ratas 22, 23, 24, 25, 28, 30, 32, 38. Asimismo,
también se identificaron ratas que no presentaron pérdida del cromosoma Y, como la rata 27,
31,36y 37. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al comparar las coberturas
de los tejidos y el nivel de mosaicismo en ratas viejas (P > 0.05, Friedman test) (Apéndice,
Figura 4). No obstante, en algunos individuos s6lo se secuencid cuatro o cinco tejidos por lo
que existe alto grado de incertidumbre en los resultados obtenidos por la gran cantidad de datos

ausentes.
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Figura 30. Esquema del analisis de cobertura multitisular durante el envejecimiento al nivel individual tomando
como referencia la mediana de la cobertura en estado juvenil por tejido. La sombra gris representa el rango normal

de variabilidad de la cobertura de todos los tejidos juveniles. Los valores por debajo del rango de variabilidad
representan posibles eventos de pérdida del cromosoma Y.



7. Discusion

7.1. Pérdida mosaica del cromosoma Y durante el envejecimiento en rata

La pérdida mosaica del cromosoma Y es un fendmeno ampliamente corroborado en humanos
desde hace décadas (Jacobs et al., 1964). No obstante, el humano es una especie con una
longevidad extendida, lo que podria ser un factor que propicie la acumulacion de aberraciones
cromosdmicas con el paso del tiempo (Rozhok y DeGregori, 2016). De modo que, en el trabajo
que aqui se presenta, se establecido que la pérdida del cromosoma Y sucede también en un
mamifero de vida corta como lo es la rata. Por lo tanto, la pérdida del cromosoma Y es una
aberracion gendmica que se ha mantenido alrededor de 96 MA en la evolucion de los mamiferos,
que es la edad del Gltimo ancestro comun entre los roedores y primates (Nei et al., 2001). Esto
puede ser una consecuencia de que el cromosoma Y en todos los terios presente el mismo origen
y comparta multiples caracteristicas (Cortez et al., 2014), por ejemplo, todos los cromosomas
Y de los mamiferos han sufrido un proceso de degeneracion provocando su heterocromatizacion
y la pérdida masiva de genes (Bachtrog et al., 2011; Ponnikas et al., 2018). Esto nos permite
inferir que las especies de mamiferos que poseen el mismo sistema de cromosomas sexuales
degenerados pueden presentar las mismas aberraciones gendmicas.

La pérdida mosaica del cromosoma Y en la rata estd influenciado directamente por el
envejecimiento, como lo visto en las células nucleadas de la sangre periférica y de la mucosa
bucal del humano (Pierre & Hoagland, 1972; Forsberg et al., 2014; Dumanski et al., 2015; Zhou
et al., 2016; Loftfiel et al., 2018; Looftfiel et al., 2019; Thompson et al., 2019). En el caso de la
rata, que es un organismo que puede vivir maximo entre 2.5 — 3 afios, se observa una pérdida
del cromosoma Y en algunas células a partir de una etapa juvenil y conforme aumenta la edad
esta pérdida incrementa de forma lineal del mismo modo que Wright ez al. (2017a) observo en
humano. Wright mostré que los hombres empiezan a perder el cromosoma Y en un estado de
adultez mayor (50 afios) y esta pérdida sigue una tendencia lineal durante el envejecimiento. No
obstante, recientemente se ha demostrado que la tendencia que adopta la pérdida del cromosoma
Y depende directamente del nimero de individuos analizados (Looftfiel ef al., 2019; Thompson
et al.,2019). Dicho lo anterior, posiblemente se pueda dilucidar un patrén distinto a lo obtenido

en este trabajo al aumentar el nimero de muestras de rata.
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Por otro lado, el inicio prematuro de la probable pérdida del cromosoma Y observados
en ratas de 4 meses se pueden deber a que la acumulacidon de mutaciones en organismos con
esperanzas de vida corta es mas rapida y de mayor magnitud (Crowley y Curtis, 1963). Esto se
ha identificado en diversas especies de peces anuales, los cuales presentaron una alta carga
mutacional deletérea a causa de una seleccion purificadora relajada que impacta la longevidad
y el envejecimiento (Cui ef al., 2019). Asimismo, es importante mencionar que a pesar de que
ambos cromosomas Y, el de la rata y el del humano, tienen el mismo origen, estos difieren en
varios aspectos. Los roedores, por ejemplo, presentan un cromosoma Y largo, rico en genes y
en eucromatina (Morgan y Pardo-Manuel, 2017), a diferencia del cromosoma del humano el
cual es pequefio y altamente heterocromatizado (Charlesworth, 2003). No obstante, a pesar de
que el cromosoma Y de los roedores es denso en genes; la mayoria son copias ampliconicas
involucradas en la espermatogénesis y han retenido menos gametologos ancestrales implicados
en procesos regulatorios comparado con los primates (Bellot ef al., 2014; Cortez et al., 2014).
Lo mencionado antes es relevante, debido a que estos genes multicopias son una fuente principal
de recombinacion intra-cromosomal, que a su vez facilita el surgimiento de aberraciones
estructurales que hacen mas susceptible al cromosoma Y de perderse a nivel somatico (Guo et
al., 2020). Esto podria ser una de las razones principales por las que la rata es mas susceptible a
perder este cromosoma.

Ademads, otro aspecto relevante es que el humano presenta dos regiones
pseudoautosomales flanqueando a su cromosoma Y (Skaletsky et al., 2003), mientras que los
roedores s6lo poseen una region pseudoautosomal pequeiia (Soh et al., 2014) que media la
pérdida del cromosoma Y a nivel meiodtico. Asimismo, esta region de los cromosomas sexuales
juega un papel importante en la estabilizacion del genoma (Acquviva et al., 2020). Por lo cual,
posiblemente, la regién pseudoautosomal pueda cumplir un rol a nivel mitético (Blackmon y
Demuth, 2015).

Las bastas diferencias entre linajes mamiferos posiblemente expliquen la temprana y
severa pérdida del cromosoma Y en la rata. Mas atn, recientemente se ha determinado que los
cromosomas Y largos presentan efectos mas adversos en la longevidad de las especies
(Sultanova et al., 2020). Sin embargo, en la rata este patréon ain no se ha validado ya que el

cromosoma Y todavia no ha sido secuenciado por completo (Prokop et al., 2013).
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7.2. La mediciéon de la cobertura como nuevo método

El método establecido en este trabajo para evaluar el mosaicismo del cromosoma Y permite
obtener los valores de cobertura de este cromosoma utilizando un marcador especifico vy,
ademas, emplea valores de cobertura de un cromosoma autosomal para normalizar los valores
de los cromosomas sexuales para evitar algun tipo de sesgo, puesto que se ha observado que los
cromosomas autosomales presentan un nimero de copias mas estable a lo largo de tiempo
(Machiela et al., 2017a). De esta forma, comparando el porcentaje de cobertura a lo largo de
tiempo y midiendo su disminucioén pude detectar el nivel de mosaicismo en diferentes tipos
celulares. A diferencia de otros métodos utilizados para cuantificar los niveles de mosaicismo
en humanos, como son los arreglos de SNPs y WGS (Laurie ef al., 2012; Forsberg et al., 2014;
Zhou et al., 2016; Wright et al., 2017; Zink et al., 2017; Loftfield et al., 2018; Terao et al.,
2019), la medicion de amplicones no permite cuantificar el nimero de células afectadas por esta
aberracion genomica debido a que los oligonucledtidos pueden tener tasas de afinidad
ligeramente distintas. A su vez, Knouse et al. (2014) y McConnell ef al. (2017) sefialan que para
evaluar mutaciones clonales y aberraciones cromosémicas en diferentes tejidos los métodos que
utilizan las tecnologias de secuenciacién masiva presentan un menor grado de subestimacion y
de error a comparacion de las técnicas celulares, como es el caso de la hibridacion fluorescente
in situ (FISH). Por consiguiente, el método utilizado presenta una mayor ventaja en comparacion
con las técnicas clésicas celulares, con un menor grado de error y de falsos positivos.

A pesar de que la secuenciacion masiva permite tener una mejor medida de estas
mutaciones clonales, McConnel et al. (2017) y Danielsson et al. (2019) indican que para poder
detectarlas es necesario tener una cobertura alta (= 30X) debido a la baja frecuencia de estas
aberraciones clonales en las células afectadas. En consecuencia, se utilizd6 una cobertura
promedio superior a los 100,000X para los tres loci y de esta manera, se obtuvieron valores de
pérdida de los cromosomas muy sensibles.

Otro punto importante es la eleccion del gen ligado al cromosoma Y como marcador, en
este caso se utilizé el gen Eif2s3X/Y; el cual es un factor de iniciacion de la traduccion. Este gen
es muy importante para el desarrollo masculino, ya que es un factor primordial en la
espermatogénesis de los roedores (Mayzerat et al., 2001; Li et al., 2019); pudiendo remplazar
la funcién sexual del cromosoma Y en conjunto con Sry (Yamauchi ef al., 2016). No obstante,

se ha demostrado que también juega un papel importante en el mantenimiento de la
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pluripotencialidad y en el control de la proliferacion de células madre embrionarias (Li ef al.,
2016). Asimismo, tanto su transcrito como su proteina son expresados en niveles elevados en
tejidos somaticos ya que desempeia un papel fundamental en la regulacion de la iniciacion de
la traduccion de multiples RNA mensajeros (Soh et al., 2014; Liu et al., 2020). Ademas, como
indican Hughes et al. (2015), Martinez-Pacheco et al. (2020) y este trabajo, Eif2s3Y presenta
solo una copia génica y no exhibe retrocopias en otra region del genoma. De este modo, se puede
intuir que este gen es relevante para el funcionamiento celular al nivel soméatico y gamético por
lo que debe de sufrir pocas o nulas microdeleciones. En consecuencia, los valores obtenidos de
cobertura del gen Eif2s3Y son una buena aproximacion del nimero de copias del cromosoma Y.

Sin embargo, los resultados obtenidos pueden deberse a tres posibles escenarios. En el
primero, la pérdida cuantificada puede deberse a disminucion en la variacion en el namero de
copias del gen Eif2s3Y. Este fendmeno se ha descrito ampliamente en el humano, siendo el
envejecimiento un factor modulador primordial (Bruder ef al., 2008; Kuningas et al., 2011).
Empero, se desconoce como afecta esta variacion a los genes ligados al cromosoma Y,
unicamente se ha descrito para el gen 7SPY en el toro. En este caso, se determind que el 64%
de los individuos no presentan cambios significativos en el numero de copias y s6lo el 20%
sufre de un decremento durante el envejecimiento (Oluwole et al., 2017). Cabe senalar, que el
gen TSPY es muy variable y presentan varias copias ampliconicas por lo que es muy dificil de
dilucidar un patrén general (Halmiton ef al., 2009). El segundo posible escenario seria la pérdida
de un fragmento de gran tamano del cromosoma Y, en donde se localice Eif2s3Y y que esta
pérdida sea comun a muchos individuos. En el humano se ha observado que este patron es
frecuente, ya que es mas comun perder fragmentos que un cromosoma entero durante el
envejecimiento, sin embargo, esto se ha descrito principalmente en autosomas que son mucho
mas grandes que el cromosoma Y (Machiela ef al., 2015). Finalmente, el tercer escenario seria
la pérdida total del cromosoma Y, el cual ha sido observado ampliamente (Forsberg et al., 2014;
Dumanski et al., 2015; Zhou et al., 2016; Loftfiel et al., 2018; Looftfiel et al., 2019). De este
modo, nuestros resultados apuntan a que la rata sufre de pérdida mosaica del cromosoma Y

durante el envejecimiento.
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7.3. Entendiendo la pérdida mosaica del cromosoma Y en diferentes tejidos

La pérdida del mosaica del cromosoma Y es un fendmeno que ocurre en distintas células de
diversos tejidos en humano, por ejemplo, en sangre periférica (Jacobs et al., 1964; Forsberg et
al., 2014; Dumanski et al., 2015; Zhou et al., 2016; Wright et al., 2017a; Loftfiel et al., 2018;
Wong et al., 2018; Dannielson et al., 2019; Dumanski et al., 2019; Looftfiel et al., 2019; Terao
etal.,2019; Thompson et al., 2019), médula osea (Pierre & Hoagland, 1972), corteza neofrontal
(Kimura et al., 2018; Graham et al., 2019), cerebelo (Graham et al., 2019), mucosa bucal (Zhou
et al., 2016; Machiela et al., 2017b; Forsberg et al., 2019), piel (Tang et al., 2020) y asi mismo,
es una aberraciéon muy comun en distintas células cancerosas (Wallrapp et al., 2001; Minner et
al.,2010; Arseneult et al., 2017; Hollow et al., 2018; Sarungbam et al., 2019). Sin embargo, los
niveles de mosaicismo cambian drasticamente entre las diferentes células. De esta manera, las
células madre hematopoyéticas presentan una tasa mayor de pérdida del cromosoma Y con
respecto a las de cerebelo (Graham ef al., 2019). Una posible explicacion que se ha dado a esta
rotunda diferencia es que la tasa de division celular influye directamente en la pérdida del
cromosoma Y (Pierre & Hoagland, 1972; Machiela y Chanock, 2017). Asimismo, diversos
autores han establecido que existe una mayor acumulacion de mutaciones somaticas en tejidos
con una mayor tasa de recambio celular (Martincorena y Campbell, 2015; Martincorena et al.,
2018; Martincorena, 2019; Yizhak et al., 2019). No obstante, este patrén anteriormente
mencionado de acumulacion ha sido observado principalmente en la sustitucion de nucleotidos
(Tomasetti y Volgestein, 2017; Blokzijl et al., 2016; Tomasetti et al., 2017; Lodato et al., 2018;
Garcia-Nieto et al., 2019; Yizhak et al., 2019), y en caso de aneuploidias, se identificé un patron
contrario. Sin embargo, estos eventos de aneuploidias fueron principalmente ganancias y

afectaron a los cromosomas autosomales (Baker et al., 2013; Pfau et al., 2016).

De este modo, los resultados de este trabajo mostraron que los tejidos con una tasa de
recambio celular alto estdn mayormente enriquecidos por eventos de pérdida del cromosoma Y,
siguiendo un patrén similar a lo observado en mutaciones neutrales de nucleotidos (Baker et al.,
2013; Pfau et al., 2016; Martincorena et al., 2018; Yizhak et al., 2019). Sin embargo, el corazon
y el cerebelo 6rganos con una disminucion de cobertura estadisticamente significativa, dando a
entender que tejidos con una nula tasa de recambio celular sufren de niveles de mosaicismo
detectables a diferencia de 6rganos como el bazo y el pancreas; los cuales presentan tasas altas

de recambio celular y nulos eventos de pérdida del cromosoma Y. Por lo cual, la influencia de
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la tasa de division celular a la pérdida del cromosoma Y no es tan alta como se habia pensado
en el humano, resultados basados en la comparacion de dos lineas celulares con tasas de division
celular muy distintas (células sanguineas y neuronas), creando asi un sesgo en el patron de
pérdida (Pierre y Hoagland, 1972; Graham et al., 2019). En nuestro caso, al comparar 11 érganos
se obtiene una vision mas completa. Esto permite validar lo mencionado por Guo et al. (2020)
donde se explica que la pérdida del cromosoma Y debe de considerase como un evento
mutacional Unico ya que sigue un patrén tejido-especifico diferente a lo ya identificado en

autosomas y en los distintos tipos de mutaciones somaticas durante el envejecimiento.

A pesar de que no se encontrd un efecto estadistico asociado a la tasa de recambio
celular, probablemente este resultado pueda deberse al método utilizado. En el humano se ha
demostrado que dentro de un mismo tejido existen células con distintas longevidades. Un claro
ejemplo es el pulmon; en el cual el misculo pulmonar tiene una longevidad celular de 200 dias
mientras los alveolocitos de 8 dias (Seim et al., 2016; Castillo-Morales et al., 2019). Esta gran
diferencia mencionada puede generar mucho ruido estadistico y no mostrar un patron especifico,
puesto que en este trabajo se utiliz6 DNA del tejido completo (bulk DNA). Tal vez una
alternativa para confirmar los resultados seria mediante la secuenciacion de células unicas (Enge
etal.,2017; Lobato et al., 2018; Zhang et al., 2019). Recientemente se ha demostrado mediante
esta técnica que no todas las células de un tejido sufren de pérdida del cromosoma Y. Por
ejemplo, los linfocitos T y las células Natural Killer presentan niveles muy bajos de pérdida del
cromosoma Y, mientras que los granulocitos, monocitos y los linfocitos B sufren de altos niveles
de mosaicismo Y (Dumanski et al., 2020). Aunado a esto, en el raton se ha encontrado que
durante el envejecimiento ciertas mutaciones se expanden por todo el érgano como en
poblaciones celulares especificas (Schaum et al., 2020). Por ende, se necesita de un estudio mas
preciso para poder caracterizar la pérdida del cromosoma Y en distintos tipos celulares.

Al respecto de los 6rganos de musculo, piel y sangre los altos niveles de mosaicismo,
posiblemente sean consecuencia de las elevadas tasas de division celular que facilitan la
expansion clonal de las células sin cromosoma Y (Machiela y Chanock, 2017; Forsberg et al.,
2017). Para este caso, se piensa que las células aberrantes presentan una mayor adecuacion, la
cual les da esta ventaja proliferativa en comparacion con las células normales (Jaisal y Elbert,
2019; Martincorena, 2019); una mayor competencia espacio-temporal sobre la células vecinas

(Baker, 2020; Colom et al., 2020). En el caso especifico del cromosoma Y en humano, el gen
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autosomal 7CLIA, que aumenta su expresion cuando el cromosoma Y se pierde, puede
proveerles esta ventaja a las células (Thompson et al., 2019). Sin embargo, el mecanismo
mencionado anteriormente solo podria cumplirse en tejidos con células madres adultas o con
otros mecanismos de division celular como sucede en el pancreas. En el cerebelo y el corazon
la pérdida del cromosoma Y observada debe surgir de forma diferente debido a su nula
capacidad replicativa. De este modo, se ha identificado que las roturas de doble hebra de DNA
son puntos de origen que propician eventos mosaicos (Machiela et al., 2017b) y aunado a esto,
se ha demostrado que las células neuronales y cardiacas sufren de altos niveles de rupturas
(Madabhushi et al., 2015; Wei et al., 2016; Higo et al., 2017). De este modo, existe una alta
posibilidad de que las roturas de doble hebra del DNA medien la pérdida del cromosoma Y en
células longevas a causa de la alta fragilidad de este cromosoma por su naturaleza
heterocromatica y degenerada (Ly et al., 2016; Ly et al., 2019).

Al mismo tiempo, la relacion entre la division celular y los telémeros seguramente juega
un rol en la pérdida del cromosoma Y (Guo et al., 2020), debido a que se ha establecido en
humano que la longitud de esta region en tindem varia de acuerdo al tejido. Por ejemplo, las
células sanguineas, estomacales y del hipocampo poseen una longitud relativa corta a
comparacion del testiculo y musculo (Demanelis et al., 2020). Asimismo, también se ha
determinado que el acortamiento de los telomeros durante el envejecimiento sucede en todos
los tejidos y afecta mayormente a los hombres (Dianali et al., 2013; Brown et al., 2020c;
Demanelis ef al., 2020). Asi pues, mediante el uso de datos de humano se pudo encontrar una
asociacion alta entre la longitud relativa de los telémeros por tejido y el nivel de mosaicismo
(Anexo, Tabla 4; Apéndice, Figura 4). No obstante, es necesario medir el acortamiento
especifico del cromosoma Y y los valores relativos a los distintos tejidos de la rata para poder
confirmar una posible asociacion.

No obstante, durante el envejecimiento de los roedores se ha observado una acumulacion
de células sanguineas mediante la filtracion en ciertos 6rganos a causa de un estado inflamatorio
crénico asociado al declive del sistema inmune (Sanada et al., 2018; Almanzar et al., 2020;
Schaum et al., 2020). En el caso especifico de la rata, el rifion y el higado son los érganos con
mayor acumulacion de células sanguineas, principalmente de linfocitos B (Ma ef al., 2020). De

modo que existe la posibilidad que los altos valores de pérdida del cromosoma Y obtenidos en
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el cerebelo, higado y rifion sean el reflejo de esta acumulacion de células sanguineas y de la
deficiencia del sistema inmune que permite la expansion clonal.

Finalmente, se mostr6 que la pérdida del cromosoma Y en la rata no se debe a una
predisposicion embrionaria (Piotrowski et al., 2008). En consecuencia, la pérdida del
cromosoma Y en los distintos tejidos provoca cambios fenotipicos favoreciendo el decaimiento
funcional del 6rgano a causa de una alteracion en las densidades celulares como se ha visto en
la sangre de individuos mosaicos en humanos (Sho-Hong et al., 2020) y a una extrema baja
regulacion del cromosoma Y que favorece el surgimiento de cancer u otras enfermedades

(Caceres et al., 2020a; Caceres et al., 2020D).

7.4. Paisaje genomico de la pérdida del cromosoma Y

La pérdida del cromosoma Y se ha asociado con distintas enfermedades en el humano, por lo
que los altos niveles de pérdida observados en la rata tengan efectos pleiotropicos, como los
vistos en mutaciones somaticas (Munro ef al., 2014), favoreciendo el ruido transcripcional (Vijg
y Dong, 2020) y de esta manera afectando las redes de regulacion (Grassmann et al., 2020), asi
como la funcionalidad de las células inmunes (Thompson et al., 2019). Por lo tanto, esta
aberracion cromosOmica posiblemente presente distintas causas-consecuencias de acuerdo al
tejido.

En el caso especifico del cerebelo, los niveles de aneuploidias del cromosoma Y
concuerdan con lo visto en cerebelo de origen humano y de raton (Faggioli et al., 2012; Graham
et al., 2019). Pero a diferencia de lo visto en humano, en donde los niveles de pérdida se
mantienen estables desde las primeras etapas de desarrollo a la adultez, los resultados en la rata
muestran un aumento significativo en la disminucion en el nimero de copias del cromosoma Y
en edades adultas de la rata. Una posibilidad es que en el cerebelo de la rata quizas exista una
diversidad de células distintas al humano ya que recientemente se ha descubierto que una baja
densidad de células gliales es capaz de renovarse y por ende podrian influir en los niveles de
mosaicismo (McConnell et al., 2017; Graham et al., 2019), o simplemente los otros tipos de
neuronas en el cerebelo tienen una mayor incidencia de esta pérdida durante el envejecimiento
en la rata en comparacion con el humano. Aunado a esto, se sabe muy poco sobre las
afectaciones que tiene la pérdida del cromosoma Y en las neuronas (Kimura et al., 2018). Sin

embargo, Graham et al. (2019) observaron que la pérdida mosaica del cromosoma Y en la
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corteza neofrontal influyen en la manifestacion clinica de la enfermedad de Alzheimer y en la
neurodegeneracion. De esta manera, encontraron que las aneuploidias en las neuronas estan
involucradas en diferentes neuropatologias y en decaimiento neuroldgico (Chen et al., 2012;
McConnell et al., 2017).

Con respecto al corazdn, los niveles de mosaicismo del cromosoma Y puede ser
influenciados por la muy baja tasa de renovacion celular (Bergmann et al., 2019). Debido a que
se ha descubierto en humanos y ratones adultos que el corazén puede renovar <1% de los
cardiomiocitos, pero esta renovacion celular es muy baja para poder explicar los niveles
significativos de mosaicismo obtenidos (Walsh et al., 2010; Bergmann et al., 2015). Sin
embargo, es importante mencionar que existe una gran variabilidad y heterogeneidad de los
tipos celulares entre las distintas regiones del corazon (Litvitukova et al., 2020) y se ha
demostrado también que las mutaciones somaticas en este tejido influyen en enfermedades
cardiovasculares. Aunado a esto, se ha identificado en el humano que ciertos genes ligados al
cromosoma Y se expresan diferencialmente tanto a nivel transcripcional como traduccional
mediando posiblemente las diferencias sexuales en este tejido (Godfrey et al., 2020). De este
modo, la pérdida del cromosoma Y en el corazdn de ratas machos probablemente esté asociado
con un declive funcional y a una mayor susceptibilidad a enfermedades cardiovasculares.

Por otro lado, en el higado se ha demostrado que los hepatocitos diferenciados presentan
mayor nivel de cambios de nucledtidos que sus células madre adultas (Brazhnik et al., 2020).
Cabe la posibilidad que este patron, contrario a lo observado en la sangre, se deba a que las
células madre adultas del higado se dividen muy lentamente o solo cuando presentan algtn tipo
de dafio celular (Jaiswal y Elbert, 2019). En consecuencia, probablemente los hepatocitos sean
las células mas afectadas por la pérdida del cromosoma Y. Ademaés, como se ha observado en
los otros tejidos, este aumento de células mosaicas durante el envejecimiento conlleva a una
mayor susceptibilidad a enfermedades. En humanos se ha demostrado que esta asociado con la
cirrosis (Brunner et al., 2020).

Para el musculo, es importante mencionar que, a diferencia del humano, en la rata este
tejido presenta un recambio celular mas acelerado (Schmalbruch y Lewis, 2000) y, en
consecuencia, muestra un declive funcional durante el envejecimiento, como se ha demostrado
en sus células madre en raton (Tierney et al., 2018; Kimmel et al., 2020). Por lo tanto, la pérdida

del cromosoma Y en este tejido puede deberse a este declive que sufren sus células madre por
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el constante recambio celular. No obstante, en estos tres tejidos mencionados anteriormente
(corazén, higado y musculo) una gran cantidad de sus células son poliploides o binucleadas y
esta poliploidizacion se ha visto que aumenta durante el envejecimiento (Bergmann et al., 2015;
Gan et al., 2019) y, aunado a esto, se ha visto que este fenémeno de poliploidizacion favorece a
las células amortiguando los efectos de las mutaciones somaticas (Zhan et al., 2018). De este
modo, cabe la posibilidad que en estos tejidos la pérdida del cromosoma Y presente afectaciones
menores haciéndolas mas tolerables a esta aberracion cromosomal.

En relacion al rindn, la rata presentd niveles elevados de pérdida del cromosoma Y y en
al caso del humano unicamente se habia identificado eventos mosaicos en células cancerosas
renales (Dagher et al., 2013; Sarungbam et al., 2019). Sorprendentemente, el rifidon en la rata
presenta una tasa de division celular no muy alta y ademas los podocitos, que son las células
formadoras de los glomérulos que su funcién principal es la filtracion, poseen una renovacion
celular baja (Liao et al., 2020). Sin embargo, son de las células que sufren mayor tasa de dafio
al DNA y de mutaciones en este 6rgano durante el envejecimiento del humano (Humphreys,
2013; Thomasova y Anders, 2015; Rowlan et al., 2019). No obstante, también existen dentro
del rifién cierta cantidad células con altos niveles de division celular como las células
endoteliales capilares glomerulares y peritubulares (Nadasdi et al., 1994; Martin et al., 1996),
pero como sucede en otros tejidos, la densidad de estas células divisoras es muy baja y
probablemente no influyan fuertemente en los altos niveles de pérdida del cromosoma Y en el
rifidon. No obstante, se ha observado que las células dendriticas 3 renales son renovadas cada
siete dias en el rindn de la rata (Leszczynski ef al., 1985) por la que posiblemente estas células
del sistema inmune que protege a los podocitos de patdgenos influyan en los niveles de pérdida
del cromosoma Y (John y Nelson, 2007; Rogers ef al., 2014).

Por lo que se refiere a la importancia del cromosoma Y en el rifién es poco conocido
debido a que ha sido ignorado en estudios de asociacion gendomica a enfermedades relacionadas
al rindn (McArthur et al., 2017; Aderson et al., 2019; Laskar et al., 2019). A pesar de ello, se
ha observado que muchas enfermedades presentan un dimorfismo sexual y puede que los
cromosomas sexuales jueguen un papel importante (Gilks et al., 2017; Tukiainen et al., 2017).
En el caso de la enfermedad renal cronica existe un desarrollo rapido y una mortalidad temprana

en hombres y se ha especulado que el cromosoma Y juega un papel importante (Aderson et al.,
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2019). Del mismo modo, se ha observado que los hombres son los mas afectados por carcinoma
de células renales que las mujeres (Scelo et al., 2017).

En el caso de la piel y la sangre, done sus niveles de mosaicismo del cromosoma Y
fueron obtenidos a partir de una modelacion, nos da una vision de su posible estado. Para ambos
tejidos, lo mas probable es que los altos niveles de pérdida se deban a que sus tasas de recambio
celular son muy rapidas, lo que propicia la expansion clonal (Terao et al., 2019; Tang et al.,
2020). Sin embargo, en la piel se ha visto que los rayos UV favorecen a las mutaciones
somaticas, pero para los resultados obtenidos se descart6 esta posibilidad ya que los individuos
no tuvieron contacto directo con el sol durante toda su vida. Lo mds interesante es que de cierta
manera se puede confirmar que los altos niveles de pérdida del cromosoma Y en la sangre sea
un reflejo de un declive general en los demas tejidos. Un claro ejemplo es lo mencionado por
Terao et al. (2019): la pérdida mosaica del cromosoma Y en sangre se correlacionaba con el
aspartato transaminasa por lo que se pensé que el higado también sufria de pérdida. Asimismo,
la pérdida del cromosoma Y en las células sanguineas afecta su funcionalidad y de este modo
probablemente la inmunovigilancia se ve afectada dentro de los tejidos, permitiendo la
sobrevivencia de células aberrantes y su expansion (Forsberg et al., 2018; Guo et al., 2020;
Krausgruber et al., 2020) ya que son las células del sistema inmune quienes eliminan
primordialmente a las células con alteraciones cariotipicas (Santaguida et al., 2017).

Finalmente, algo muy relevante que debe ser considerado es que dentro estos 11 tejidos
el paisaje epigendémico varia enormemente debido a que este proceso mantiene la identidad
celular (Goldberg et al., 2007; Han y Yoon, 2012; Kimmel et al., 2019; Kim-Hellmuth et al.,
2020). Por lo tanto, los cambios epigenéticos deben de influir fuertemente en las diferencias del
nivel de pérdida del cromosoma Y entre los tejidos. Esto debido a que se ha demostrado que
ciertos loci favorecen la expansion clonal y predisponen genéticamente a células a perder el
cromosoma Y. Si estos loci se encuentran silenciados en una linea celular especifica, el nivel de
mosaicismo del cromosoma Y puede ser menor (Wright et al., 2017; Terao et al., 2019; Lund

et al.,2019; Thompson et al., 2019).

7.5. Las células germinales no sufren de pérdida del cromosoma Y

El testiculo es un 6rgano que estd compuesto por las células germinales y sus progenitoras y

generalmente posee altos niveles de division celular. Sin embargo, no presentan pérdida del
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cromosoma Y. Esto probablemente se deba a que perder el cromosoma Y en las espermatidas y
espermatozoides provoque una disminucion en la adecuacion masculina debido a que la mayor
parte de los genes en este cromosoma cumplen funciones importantes en la espermatogénesis y
en la determinacion del sexo (Ma et al., 2000; Mazeyat et al., 2001; Li et al., 2019; Cawthon et
al., 2020; Liu et al., 2020), asi como pudieran presentar alteraciones en su movilidad y son
menos aptos para la competencia espermaticas (Rathje et al., 2019). Ademas, posiblemente
tengan efectos letales ya que muchos de los genes ligados al cromosoma Y cumplen diversas
funciones en el desarrollo embrionario (Beach et al., 2017; Meyfour et al., 2017a; Meyfour et
al.,2017b; Meyfour et al., 2019). De tal manera, posiblemente los espermatozoides que pierden
el cromosoma Y son eliminados por mecanismos de proteccion de los tejidos (Xia et al., 2020).

Por otro lado, el aumento de cobertura durante el envejecimiento se puede deber a un
error metodologico al momento de la diseccion del tejido a causa de que los testiculos presentan
regiones en donde existen tanto células diploides como haploides (Lukassen et al., 2018; Shami
et al., 2020), por lo que al momento de amplificar y secuenciar esta variacion de ploidia se pudo

ver reflejada.

7.6. La pérdida del cromosoma Y favorece a perder el cromosoma X

Como se observd en lo tres tejidos mas afectados (cerebelo, higado y rifion) existe una
correlacion entre los niveles de mosaicismo del cromosoma Y y los del cromosoma X. Esto
quiere decir que perder el cromosoma Y favorece la pérdida del cromosoma X (Machiela et al.,
2016). Lo anterior se podria explicar porque el cromosoma Y mantiene interacciones con el
cromosoma X (Ezaz et al., 2016). Una posibilidad es que, durante eventos de recombinacion
mitdtica, al no presentar un homdlogo con quien recombinar el X se pueda perder (Machiela et
al., 2017¢c). Otra posibilidad, es que durante la segregacion de los cromosomas en la anafase,
las células que no poseen el cromosoma Y puedan rezagarse y como consecuencia se pierde el
cromosoma X (Kops et al., 2004; Nakawaga y FitzHarris, 2017).

Por otra parte, los efectos de perder ambos cromosomas sexuales podrian ser muy
negativos en los machos debido a la posible desregulacion de los gametologos, los funjen
distintas funciones en la regulaciéon y homeostasis celular. Ademas, estos gametologos son
haploisuficinetes, esto quiere decir que perder ambas copias causaria problemas celulares

porque no se podrian llevar a cabo funciones importantes (Bellot ef al., 2014; Cortez et al., 2014;
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Bellot et al., 2017; Bellot et al., 2020). Mas atn, se ha descubierto que los genes en los
cromosomas sexuales juegan un papel importante en la mediacion y regulacion de las
diferencias sexuales en las células somaticas (Naqvi et al., 2019; Godfrey et al., 2020; Oliva et
al., 2020). Finalmente, cabe la posibilidad que los tejidos con altos niveles de pérdida en ambos
cromosomas sexuales sea el reflejo de un estado tumoral (Giam y Rancati, 2015; Campbell et
al.,2020; Watkins et al., 2020); la pérdida de los dos cromosomas sexuales es comun en tumores
solidos (Machiela, 2019). Por lo tanto, perder ambos cromosomas sexuales puede ser muy
negativo para los machos y de cierta manera podrian explicar la mortalidad temprana observada
de este sexo en los distintos grupos de mamiferos (Bellot et al., 2014; Cortez et al., 2014;
Forsberg et al., 2014; Pipoly et al., 2015; Davies et al., 2018; Lund et al., 2019; Caceres et al.,
2020, Sultanova et al., 2020; Xirecosta et al., 2020).
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8. Conclusiones

La pérdida mosaica del cromosoma Y es un fenémeno que no es exclusivo del humano, sino
que se presenta en otros mamiferos que comparten el mismo sistema de cromosomas sexuales
degenerados. De la misma manera, la pérdida del cromosoma Y es dependiente de la edad y esta
influenciada por el envejecimiento del organismo.

Por otra parte, la pérdida mosaica del cromosoma Y sigue un patron especifico dentro
de los tejidos durante el envejecimiento. Distintos factores pueden favorecer su expansion clonal
en cada tejido como son, por ejemplo, la tasa de recambio celular, la predisposicion genética, el
grado de interaccion con el sistema inmune, el ambiente que rodea a las células, los cambios

epigendmicos y tal vez una predisposicion embrionaria.

En consecuencia, todos los factores anteriormente mencionados, en conjunto con el
envejecimiento, actuan de manera sinérgica para propiciar el origen y expansion de esta
aberracion cromosdmica. Més aun, la incidencia de la pérdida mosaica del cromosoma Y en
distintos tejidos puede alterar la homeostasis celular y, por lo tanto, la generacion de distintas
enfermedades especificas de los machos. En rata, por ejemplo, los machos probablemente
presentaran problemas renales, hepaticos, neurodegenerativos y cardiacos mas pronto que las

hembras.

A su vez, el cromosoma X no presenta pérdida mosaica en la mayoria de los tejidos. Sin
embargo, altos niveles de mosaicismo del cromosoma Y pueden afectar la estabilidad del
cromosoma X debido a la asociacién que existe entre ambos cromosomas sexuales durante la
division celular. La pérdida de ambos cromosomas puede provocar efectos catastréficos en los

machos por la desregulacion celular del soma.

Finalmente, existe la posibilidad que la pérdida mosaica del cromosoma Y afecte a todos
los machos de los mamiferos y probablemente influya en su mortalidad temprana. De esta
manera, se puede establecer que perder el cromosoma Y es un signo importante del
envejecimiento en los machos de mamiferos que sucede a nivel organico y que posiblemente

esté asociado con su declive funcional.
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9. Perspectivas

Seria interesante conocer qué caracteristicas del cromosoma Y promueven su pérdida. Por
ejemplo, es posible que la variacion en el tamafio de la region pseudoautosomal juegue un papel
importante, asi como el grado de heterocromatizacion y degeneracion pueden hacer mas
susceptible a un cromosoma Y. Por ello, seria importante estimar la pérdida mosaica del
cromosoma Y en otros mamiferos para entender las causas evolutivas de este fendmeno
gendmico. Aunado a esto, identificar el grado de disminucion de los telomeros del cromosoma

Y en los distintos tejidos seria indispensable para valorar si realmente influyen en su pérdida.

La tasa de recambio celular influye en la pérdida del cromosoma Y, pero como se
menciond en este trabajo, existe una gran variabilidad de longevidad celular dentro de un mismo
tejido. Por ende, analizar a lo tejidos mediante el método de secuenciacion de una sola célula
podria esclarecer que poblaciones de un tejido realmente pierden el cromosoma Y. Asimismo,
caracterizar las alteraciones transcripcionales y de regulacion génica en los tejidos con altos
niveles de pérdida seria indispensable para conocer que consecuencias provoca esta aberracion

gendmica y si realmente estd implicada en el decaimiento funcional del organismo.

Finalmente, seria interesante examinar si otros linajes de vertebrados distintos a los
mamiferos que presenten cromosomas sexuales degenerados sufren también de pérdida mosaica
durante el envejecimiento y de esta manera poder explicar el patrén general de diferencias de
longevidad entres sexos recientemente establecido. Esto debido a que el cromosoma W de las
aves y algunas serpientes y el cromosoma Y de algunos lagartos cumplen funciones de
regulacion celular como en mamiferos, lo que hace probable que su pérdida tenga efectos
negativos en el sexo que lo presenta. Esto podria confirmar que la pérdida mosaica de los
cromosomas sexuales es una consecuencia de su proceso evolutivo. Es decir, que el proceso de
degeneracion por el cual pasan los cromosomas sexuales heteromorficos sea la causa principal

de la susceptibilidad que tienen a perderse.

En general, alin queda mucho por investigar sobre la pérdida mosaica del cromosoma Y
debido a que es un area de investigacion muy joven que surgio apenas en el 2014. Por ende, este
trabajo representa un gran aporte a la compresion de este fendémeno. Quiero hacer hincapié que
se trata de un fendomeno multivariable que abre las puertas a nuevas areas de investigacion y que

por el momento deja mas preguntas que respuestas.
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ANEXO

Tablas Suplementarias

Tabla 1. Tasa de recambio celular y origen embrionario en diferentes tejidos del humano (Seim

et al., 2016; Castillo-Morales et al., 2019).

Tejido/Tipo celular  Linea germinal Longevidad Numero de
celular (dias) muestras

Alveolocitos Endodermo 8 38

(Pulmon)

Bazo Mesodermo 7.8 27

Cardiomiocitos Mesodermo 24,090 41

(Corazon)

Espermatocitos Endodermo 60 68

(Testiculo)

Hepatocitos Endodermo 327 63

(Higado)

Islotes pancreaticos Endodermo 15,330 28

(Pancreas)

Monocitos (Sangre) Mesodermo 2 178

Miusculo Mesodermo 5,475 26

Neurona (Cerebelo) Ectodermo 25,221.5 60

Pulmén Endodermo 200 38

Queratinocitos Ectodermo 64 25

(Piel)

Rifién Mesodermo 270 46
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Tabla 2. Longevidad celular de las células formadoras de diferentes tejidos en roedores.

Tejido Tipo celular Animal Longevidad No. de Referencia
celular (dias)  divisiones

Bazo Esplenocitos Rata 15 47.40 Cameron y Trasher, 1971

Cerebelo  Neuronas Rata 711 1

Corazén Cardiomiocitos Rata 679 1.04

Higado Hepatocitos Rata 400 1.77 Cameron y Trasher, 1971

Miusculo Células satélites Rata 8 88.87 Schmalbruch et al., 2000

Pancreas Células beta Rata 31 22.93 Bonner-Weir, 2001
Células acinar Raton 520 1.36 Cameron y Trasher, 1971

Piel Epidermis del Rata 19 37.42 Cameron y Trasher, 1971
abdomen

Pulmén Bronquiolos Rata 8 88.87 Cameron y Trasher, 1971
Células alveolares Rata 200 3.55 Cameron y Trasher, 1971
Células no Rata 29 24.51 Cameron y Trasher, 1971
vacuoladas

Riiion Células dendriticas Rata 7 101.57 Leszczynski et al., 1985
renales
Cresta glomerular Raton 170 4.18 Cameron y Trasher, 1971
Tubulo proximal Raton 190 3.74 Cameron y Trasher, 1971

Sangre Linfocitos Rata 9 79 Belcher y Harriss, 1959

Testiculo  Células de Leyding Rata 48 14.81 Teerds et al., 2009
Células Rata 85 8.36 Teerds et al., 2009
peritubulares
Espermatogénesis Rata 142 5.00 Cameron y Trasher, 1971
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Tabla 3. Numero de muestras utilizadas de cada tejido en las ocho edades diferentes.

Tejido Total de 4 12 14 18 22 23 24 25
muestras mese meses meses meses meses meses meses meses
S

Bazo 20 4 0 0 1 0 15 0 0
Cerebelo 51 29 3 0 1 0 17 1 0
Corazon 35 5 5 0 5 0 15 2 3
Higado 51 28 3 0 2 0 14 2 2
Musculo 14 6 0 0 0 0 8 0 0
Pancreas 31 10 0 0 2 0 19 0 0
Piel 13 2 0 0 0 0 11 0 0
Pulmén 71 16 7 0 6 0 36 0 6
Riiién 38 12 4 0 0 0 14 7 1
Sangre 31 6 4 5 0 14 0 1 1
Testiculo 97 63 7 0 3 0 16 8 0
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Tabla 4. Valores de la longitud relativa de los teldmeros de las distintas células del humano

(Demanelis et al., 2020).

Tejido Longitud Relativa del Telomero (RTL)
Cerebelo 1.02
Musculo 1.36
Pancreas 1.06
Piel 1.14
Pulmoén 0.95
Rifién 0.97
Sangre 0.81
Testiculo 1.92
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APENDICE

Tablas Suplementarias

Tabla 1. Resultados obtenidos de las pruebas de U Mann-Whitney de cada tejido comparando

la cobertura de cada cromosoma sexual en la etapa juvenil con respecto a la etapa de viejo.

Tejido P (U-test) W | P (U-test) W
Bazo 0.679 54 0.945 49
Cerebelo 0.049 98 0.304 127
Corazon 0.042 20 0.302 66
Hiigado 0.003 123 0.014 144
Musculo 0.059 9 0.282 15
Pulmon 0.582 72 0.037 121
Pancreas 0.079 85 0.975 158
Rinén 0.006 58 0.012 63
Sangre 0.338 55 0.366 35
Testiculo 0.028 486 0.065 466
Cromosoma Y Cromosoma X
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Tabla 2. Resultados obtenidos de las regresiones lineales y del analisis de correlacion Spearman

para cada cromosoma sexual a lo largo del envejecimiento por cada tejido.

Cromosoma Tejido Intercepto | Pendiente | P R? Rho P

Cromosoma Y | Bazo 4.622 0.008 | 0.489 0.019 0.035 | 0.860
Cerebelo 4.793 -0.028 | 0.011 0.123 -0.313 | 0.025
Corazon 4931 -0.017 | 0.426 0.019 0.104 | 0.551
Higado 4.922 -0.031 | 0.003 0.158 -0.448 | 0.001
Musculo 4.649 -0.028 | 0.529 0.033 -0.537 | 0.047
Pulmon 4.551 0.005 | 0.569 0.004 -0.021 | 0.857
Pancreas 4.031 0.020 | 0.184 0.060 0.249 | 0.175
Rinén 4918 -0.043 | 0.008 0.176 -0.323 | 0.047
Sangre 2.546 -0.018 | 0.615 0.008 -0.120 | 0.518
Testiculo 3.681 0.010 | 0.419 0.006 0.131 | 0.200

Cromosoma X | Bazo 5.027 0.006 | 0.455 0.022 0.022 | 0.910
Cerebelo 4.981 -0.009 | 0.159 0.039 -0.166 | 0.243
Corazon 4.693 0.005 | 0.678 0.005 0.366 | 0.030
Higado 5.160 -0.011 | 0.008 0.132 -0.340 | 0.014
Musculo 4.924 -0.001 | 0.975 | 8.36x10°% -0.322 | 0.261
Pulmon 4.906 0.003 | 0.544 0.012 0.041 | 0.824
Pancreas 4.809 0.012 | 0.005 0.106 0.279 | 0.018
Rinén 5.163 -0.016 | 0.020 0.140 -0.321 | 0.049
Sangre 4.360 -0.018 | 0.435 0.021 -0.151 | 0.416
Testiculo 4.671 0.008 | 0.264 0.013 0.209 | 0.039
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Figuras Suplementarias

Figura 1. Grafico de las regresiones lineales simples de la cobertura del cromosoma Y a lo largo
del envejecimiento por tejido. Los puntos representan las muestras analizadas por cada tejido.
Los unicos tejidos con una disminucion significativa de cobertura durante el envejecimiento fue

el higado y rifion (P < 0.05).
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Figura 2. Grafico de Lollipop de los niveles de pérdida de ambos cromosomas sexuales por
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Figura 3. Graficé de cajas de las coberturas de los tejidos y el nivel de mosaicismo en ratas

viejas (P > 0.05, Friedman test).
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Figura 4. Regresion lineal de la longitud relativa de los teldémeros a partir de los datos de humano
(Anexo, Tabla 4) con respecto al nivel de mosaicismo del cromosoma Y de la rata. Se obtuvo
una pendiente de 1.3080 (P > 0.05), una R? de 0.264 y un valor de correlacion de Spearman de
0.452 (P =0.267).
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GLOSARIO

Alelo. Una de dos o més formas alternativas de un gen.

Apoptosis. Proceso activo de muerte celular programada, caracterizado por la rotura del DNA
cromosomico, la condensacion de la cromatina y la fragmentacion tanto del ntiicleo como de la

célula.
Autosoma. Cromosoma distinto de un cromosoma sexual.

Célula madre. Célula progenitora que se divide continuamente durante toda la vida de un

organismo.
Célula somatica. Célula no reproductora; célula que se divide por mitosis.

Centromero. Region adelgazada de un cromosoma que es la posicion en la que se mantiene

unido el par de cromatides.
Cinetocoro. Parte del centromero a la que se unen los microtibulos del huso.
Cromatide. Brazo de un cromosoma.

Cromosoma. Una de las estructuras DNA-proteina que contiene parte del genoma nuclear de

un eucarionte.

Cromosomas homologos. Dos o mas cromosomas idénticos presentes en un solo ntcleo.
Cromosoma sexual. Cromosoma que participa en la determinacion del sexo.

DNA polimerasa. Enzima que sintetiza DNA.

DNA satélite. DNA repetitivo que forma una banda satélite en un gradiente de densidad.
Electroforesis. Separacion de moléculas sobre la base de su carga eléctrica neta.

Elemento transponible. Elemento genético que se puede mover de una parte a otra en una

molécula de DNA.

Gen. Segmento de DNA que contiene informacién bioldgica y por lo tanto codifica una

molécula de ARN o polipéptido.

Genes homdlogos. Genes que comparten un ancestro evolutivo comun.
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Genoma. Todo el complemento genético de un organismo vivo.

Haploinsuficencia. Fenomeno por el cual algunos genes expresan un fenotipo anormal, cuando

no se encuentran en la dosis génica adecuada

Heterocromatina. Cromatina relativamente condensada que se considera que contiene DNA

que no esta siendo transcrito.
Histona. Una de las proteinas basicas halladas en los nucleosomas.
Intrén. Region no codificante dentro de un gen discontinuo.

LINE (elemento nuclear largo y disperso). Tipo de repiticion de todo el genoma, a menudo

con actividad transponible.
Locus. Localizacion cromosomica de un marcador genético o de DNA.

Metilacion de DNA. Término que se refiere a la modificacion quimica del DNA por fijacion

de grupos metilo.

MicroRNA. Clase de RNA cortos que participan en la regulacion de la expresion de los genes

en los eucariontes y que actlian por una via similar a la de interferencia por RNA.

Microsatélite. Tipo de polimorfismo de longitud de secuencias simples que comprende copias
en tindem de, por lo general, unidades de repeticion de dinucledtidos, trinucledtidos o

tetranucledtidos.

Microtibulo. Componente citoesquelético formado por la polimerizacion de la tubulina dando

lugar a segmentos rigidos y huecos de aproximadamente 25 nm de diametro.
Mitosis. Serie de eventos que dan como resulytado la division nuclear.
Mutacion. Alteracion de la secuencia nucleotidicas de una molécula de DNA.
Oligonucleotido. Molécula de DNA de una sola cadena sintética corta.

p53. Factor de transcripcion que detiene el ciclo celular en G en respuesta a un DNA dafiado

y que se requiere para la apoptosis inducida por diferentes estimulos.
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Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). Mutacion puntiforme que presentan algunos

individuos de una poblacion.
Pseudogén. Copia inactivada y por ende no funcional de un gen.

Recombinacién homéloga. Recombinacion entre dos moléculas de DNA de doble cadena, es

decir, dos moléculas que comparten gran similitud de secuencias nucleotidicas.

Reparacion al DNA. Procesos bioquimicos que corrigen mutaciones secundarias a errores de

replicacion y a efectos de agentes mutagenos.
Replicacion del DNA. Sintesis de una nueva copia del genoma.

Retrogén.Duplicado de un gen que surge de la insercién de un seudogén adyacente al promotor

de un gen existente.

Retrotransposon. Repeticion en todo el genoma. Con una secuencia similar a la de un genoma

retrovital integrado y, posiblemente, con actividad de retrotransposicion.

Secuenciacion del DNA. Ténica para determinar el orden de nucléotidos de una molécula de

DNA.

Segregacion. Separacion de cromosomas homologos o miembros de pares de alelos, en gametos

diferentes durante la meiosis.

Senescencia celular. Periodo de un linaje celular en el que las células estan vivas pero ya no

pueden dividirse.

Telémero. Extremo de un cromosoma eucarionte.

Transcripcion. Sintesis de una copia ARN de un gen.

Transcriptoma. Todo el contenido de mRNA de una célula.

Transcrito. Copia de ARN de un gen.

Transposicion. Movimiento de un elemento genético de un sitio a otro en la molécula de DNA.

Transposon. Elemento genético que se puede mover de una posicion a otra dentro de una

molécula de DNA.
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