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RESUMEN

Los ovinos Criollos corresponden a la unica raza local del Uruguay que deriva
de los primeros animales introducidos desde Europa en el siglo XVIl y como
consecuencia corresponde a un recurso genético con interés en su conserva-
cion. Estudios citogenéticos en esta raza son considerados de base para identi-
ficar marcadores cromosomicos que permitan aproximarse a estudios gendémi-
COS.

El propésito de esta pasantia fue estudiar el complemento cromosémico de dos
ovinos Criollos hembras (por presentar un X genéticamente activo y uno inacti-
vo) profundizando en la estructura cromosomica mediante inductores de activi-
dad clastogénica (afidicolina y 5-azacitidina-C).

La metodologia utilizada se baso en cultivos linfocitarios estandars de dos ovi-
nos Criollos hembras, pertenecientes una al Zoologico de Villa Dolores y la
otra al Parque Nacional de San Miguel (Rocha). Se obtuvo un numero cro-
mosomico de 2n=54, XX organizados en 3 pares de autosomas bibraquiados,
23 pares monobraquiados y un par sexual de morfologia acrocéntrica. Se utili-
zaron dos inductores: la afidicolina (APC, 0,3uM; 24hrs), que nos aproxima a
regiones especificas del genoma ricas en citocinas, identificando lugares de
inestabilidad en el complemento cromosémico; y el analogo de base 5-
azacitidina-C (5-aza-C, 1,0mM y 2,5mM; 2hrs.) que actua como un inhibidor en
la condensacién de la heterocromatina. Este agente es demetilante de citocinas
y consecuentemente involucrado en la remodelacion de la cromatina durante el
ciclo celular. Para el estudio con APC se consideraron dos poblaciones de me-
tafases: a) metafases completas (2n=54, XX) y b) metafases incompletas pero
presentaban los 6 cromosomas bibraquiados. En ambos casos se identificaron
lugares con lesiones en regiones proximales al centrémero, teldmero e intersti-
cial de cromosomas bibraquiados. Las frecuencias de lesiones en bibraquia-
dos obtenidas en metafases completas (26%) y metafases incompletas (21,4%)
permitieron observar que es igual realizar evaluaciones de lesiones, tomando
unicamente a los bibraquiados, como muestra de trabajo. Esto favorece el es-
tudio, de lesiones en determinadas muestras de cromosomas cuando el indice

mitético es bajo.




En el caso de 5-aza-C (1,0mM y 2,5 mM; 2hrs.) se discriminaron tres niveles de
despiralizacion de la cromatina: Nivel 1) las metafases presentan muy pocas
descondensaciones y puntos de ruptura; Nivel 2) los cromosomas presentan
numerosas descondensaciones en cada metafase, pero preservan su indivi-
dualidad observandose regiones condensadas en el largo cromosomico y Nivel
3) presentan tantas descondensaciones que dan un aspecto de cromosomas
pulverizados, perdiendo su individualidad. Ambas concentraciones con el mis-
mo tiempo de tratamiento (final de G;) permitieron observar descondensacio-
nes localizadas en los cromosomas bibraquiados (regiones proximales al
centrémero, intersticiales y proximales al teldbmero) y en cromosomas sexuales.
Dentro del nivel 2, se observa la despiralizacion del probable cromosoma X
inactivo, mientras que su homdélogo permanece casi inalterado. La concentra-
cion de 1,0mM, 2hrs en la muestra sanguinea 1 evidencié un 41,5% de metafa-
ses con lesiones cromosomicas mientras que se observé un 42,4% para la
muestra sanguinea 2 a pesar de que pertenecen a establecimientos diferentes.
La concentracién de 2,5mM, 2hrs solo se analizé en la muestra 1 evidencian-
dose un 42,7%. En relacién al nivel 2 de la muestra 1, se obtuvo un 37% de
células con lesiones cromosomicas a 1,0mM mientras que para la concentra-
cion de 2,5mM se observé induccion del 25% de las células. Por otro lado para
el nivel 3 se observo un 18,6% de células inducidas a 1,0 mM a diferencia de
un 28,2% para la concentracion de 2,5 mM. Estos estudios preliminares permi-
ten acercarnos a un rango de concentracion entre 1,0mM y 2,5mM. Para llegar
a conclusiones mas certeras que permitan encontrar asociaciones con reorde-
namiento cromosémicos, se debe aumentar la curva de concentracion para
ambos agentes, realizar estudios comparativos y posteriormente estudiar el

sexo macho.




I. INTRODUCCION

1.1. La familia Bovidae y sus especies domésticas (identificacion

cromosomica)

La familia de los Bdovidos pertenece al orden artiodactilo con 142 especies y 42
géneros. Dentro de esta familia se encuentra la subfamilia Caprinae, con dos
géneros de especies domésticas, los géneros Capra y Ovis. Todas las razas
domeésticas de ovinos descienden del muflon Ovis musimon (2n=54), siendo
uno de los representantes Ovis aries (2n=54). Todas las razas domésticas de
caprinos descienden de la cabra salvaje o beosar de Pasang, Capra aegagrus
(2n=60).

La familia de los Bévidos también incluye otros mamiferos domésticos, los
grandes Bovinae. Esta sub-familia comprende a los bovinos; entre ellos Bos
indicus con joroba y caracteristicas que los hacen viables para regiones calidas
y Bos taurus sin joroba, ampliamente extendidos en nuestro planeta y aptos
para regiones no tropicales. Ambas especies, con 2n=60, presentan diferencias
en la morfologia del cromosoma Y (Sanchez et al., 2007).

Estas especies presentan gran relevancia econdmica para distintos subproduc-
tos alimenticios y comerciales.

Dentro de esta familia se ha ampliamente demostrado que los procesos de fu-
sion y fisidn de los brazos cromosomicos, juegan un papel fundamental en la
especiacion cromosoémica (Moreno Millan y Rodero, 1990). Como resultado se
observaron diferencias en la dotacion cromosémica estableciéndose variacion
en el numero de cromosomas con una relativa conservacion del numero de sus
brazos. Si bien los reordenamientos cromosdémicos constituyen un importante
mecanismo en la evolucion de las especies, estas combinaciones también in-
tervienen en el procesamiento de la transcripcion y regulacion génica.

Existe amplia documentacion sobre fendmenos bioldgicos observados fuera de
la genética Mendeliana como la epigenética, y dentro de ella el “genome im-
printing”. A nivel evolutivo se transforman en mecanismos de aislamiento re-

productivo, y en las especies domésticas antes mencionadas, podrian presen-




tar efectos fenotipicos no esperados debido a alteraciones en la expresiéon de

determinados genes (Vrana et al., 2008).

1.2. Historia y caracterizacion del cariotipo de Ovis aries.

Desde principios de siglo XX se vienen estudiando, desde el punto de vista ci-
togenético, las especies Ovis aries y Capra hircus por sus relaciones evoluti-
vas.

Wodsedaleck, (1922) fue el primero en determinar el numero cromosémico del
género Ovis (2n=33 cromosomas). Posteriormente Shivago, (1931) establece
definitivamente el numero modal (2n=54) del género Ovis y (2n=60) para el
género Capra.

A lo largo de la evolucion cromosdémica han jugado un papel muy importante
las translocaciones, y mas concretamente las Robertsonianas. De acuerdo con
los trabajos de Wurster y Benirschke (1968) Nadler et al., (1971), Bruére, et al.,
(1972) y Schnedl y Czaker (1974), los cromosomas metacéntricos del género
Ovis han sido fruto, a lo largo de su evolucion, de sucesivas translocaciones
Robertsonianas autosémicas a partir del cariotipo ancestral de 2n=60 con la
consiguiente pérdida de material cromosdmico. Debido a las sucesivas translo-
caciones de cromosomas acrocéntricos y a una seleccion precigética se ha
dado lugar, a partir del cariotipo ancestral, a una reduccidén secuencial del
numero 2n=60 a 2n=54 en el caso del género Ovis, y en el caso del género
Capra se ha mantenido el numero cromosomico ancestral de 2n=60 (Moreno
Millan y Rodero, 1990). Estos autores tuvieron como objetivo realizar un estu-
dio comparativo de los cromosomas de Ovis aries y Capra hircus a partir de las
longitudes relativas de sus brazos cromosémicos para demostrar la relacion
evolutiva existente entre ambas especies. Mediante estudios estadisticos sobre
las medidas de sus cromosomas, estos autores han observado, por una parte,
a partir de que cromosoma se han formado los cromosomas bibraquiados de
Ovis aries y por otra parte, la existencia de una pérdida de material cromoso-
mico en la evolucién del cariotipo primitivo (Capra hircus) al cariotipo evolucio-
nado (Ovis aries). Estos resultados hacen referencia al obtenido por White
(1954), que sugirié que la formacién de cromosomas bibraquiados implicaba

una rotura cerca del centrdbmero en un cromosoma acrocéntrico y una posterior




fusidn con otro también acrocéntrico. También Evans et al., (1973) concluyo
que a partir de estructuras dicéntricas la cantidad de material heterocromatico
centromérico va disminuyendo a lo largo de la evolucion apoyando los estudios
de los autores mencionados.

Eldridge (1985) caracterizd a la especie Ovis aries por poseer un numero
2n=54, diferenciandose los 3 primeros pares, de morfologia sub o metacéntri-
ca, del resto de los cromosomas de morfologia acrocéntrica. La morfologia del
cromosoma X se determind por técnicas citogenéticas convencionales, siendo
el mas largo de los cromosomas acrocéntricos (Moreno Millan y Rodero, 1990).
Sin embargo recientemente, mediante técnicas de bandeo cromosémico R, G,
Q, y a través de diversas sondas de marcadores para obtener un mapeo con
F.I.S.H. se ha logrado estandarizar ideogramas que permiten la identificacion,
casi indiscutible, de cada uno de los cromosomas de las 4 especies domésti-
cas identificadas como: Bos taurus (BTA), Ovis aries (OAR), Capra hircus
(CHI) y al Bufalo de rio Bubalus bubalis (BBU). Asimismo se defini el Sistema
Internacional de Nomenclatura Cromosomica en Bovinos Domésticos ISCNDB
2000 (Di Berardino et al., 2001).

A través de la elaboracion de estos mapas (ISCNDB, 2001) se pudo elucidar
que el metacéntrico mas grande de la oveja (OAR1) se habria originado a
través de la fusion céntrica de CHI1 y CHI3. De la misma forma se observé la
homeologia entre OAR1p con BTA3 y OAR1q con BTA1

El segundo cromosoma metacéntrico de OVA se formaria por la fusién céntrica
de CHI2 y CHIS8, y el tercer metaceéntrico por la fusion de CHI4 y CHI9.

Por otro lado la relacion con el bovino es de OAR2p con BTA8 y OAR2q con
BTA2 y por ultimo OAR3p con BTA11 y OAR3q con BTAS (Di Berardino et al.,
2001).

——
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] Centromero

Fig.1.- Ideograma de Ovis aries con bandeo G y R, extraido de ISCNDB, 2001.

1.3. Caracterizacion genética del ovino Criollo

El ovino Criollo es la unica raza local del Uruguay que deriva de los primeros
animales introducidos desde Europa en el siglo XVII. Esta raza se caracteriza
por ser pequena y de perfil fronto-nasal rectilineo. La altura promedio corres-
ponde a unos 65cm en hembras y 76cm en machos. Los machos pueden pre-
sentar policerismo (dos pares de cuernos).

La capa presenta gran variacion de colores (blanca uniforme, cardena, marron
y negra). Las mucosas y pezunas pueden o no estar pigmentadas.

Su vellon es liviano (2 Kg) y poco uniforme con mezcla de fibras gruesas (30-
40p) y finas (20u en promedio). Se considera que es una raza longeva, prolifica
y de temperamento activo apta para vivir en terrenos donde la poca abundancia

de alimento obliga al pastoreo continuo (Mernies et al., 2007).




Su caracterizacion cromosémica realizada en esta pasantia demuestra un
numero diploide cromosdémico de 2n=54, similar a lo documentado para otras
razas comerciales de la especie Ovis aries. Las primeras observaciones fueron
presentadas a discusién en las Primeras Jornadas Uruguayas de Genética (da
Cruz et al., 2008; Grasso et al., 2008; Graziano et al., 2008).

1.4. Translocacion Robertsoniana en el cariotipo del ovino.

En la especie Ovis aries, la alteracion mas frecuente encontrada corresponde a
translocaciones Robertsonianas. Estas alteraciones que, cuando se expresan
en condicién de heterocigosis produce subfertilidad en bovinos, no presentan
un efecto similar en majadas de ovinos comerciales (Bruére, 1974; Bruere y
Chapman, 1974). Estas diferencias de alto impacto a nivel reproductivo se fun-
damentan por el efecto de una seleccién a nivel gamético, es decir que game-
tos desbalanceados, aneuploides secundariamente se degenerarian antes de
completar la gametogénesis, no participando del proceso de fertilizacion y por
lo tanto no existiendo pérdida de embriones (Gongalves et al., 1994).

Se han reportado 6 fusiones céntricas de acuerdo a ISCNDB (2001), tales co-
mo t1 (6;24) (Bruére 1969), t2 (9;10) y t3 (7;25) (Bruére et al.,1972) luego pos-
teriores estudios localizaron otras translocaciones como t4 (5;8) y t5 (8;22) ex-
plicadas por Pearce et al., (1994) y finalmente t6 (6;26) (Murthy et
al.,1995),(Chaves et al., 2003).

Las translocaciones cromosémicas son los rearreglos mas comunes en mami-
feros alterando al ADN centromérico (ADNs alfoides) que contienen ADN repe-
tido en tandem (ADN satélite). Con el fin de estudiar la naturaleza de las fusio-
nes cromosomicas, en los cromosomas bibraquiados Chaves et al., (2003)
describen una nueva translocacion Robertsoniana representada por OARS8 vy
OAR11 sin efectos fenotipicos en el portador. Demostrd la naturaleza dinamica
de la organizacion de los ADN satélites en la region centromerica y su impor-
tancia en la arquitectura y evolucién del genoma. A través de bandeo C se re-
veld un gran bloque de heterocromatina y la naturaleza dicéntrica de esta trans-
locacion. A diferencia del patrén de bandeo observado en OAR1, 2, 3, Xe Y, se

observé que asentaban muy poco de heterocromatina constitutiva. Los autores
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identifican los cromosomas involucrados en la translocacion utilizando técnicas
de bandeo G, y técnicas de hibridacion in situ (F.I.S.H.) con sondas para SATI
y SATIIl en los cromosomas 8 y 11. Se comprobd que si los patrones ancestra-
les de ADN satélite de todos los autosomas acrocéntricos eran similares, en-
tonces OAR 1, 2, y 3 habrian sufrido una reorganizacién compleja de las se-
cuencias satélites | y Il en el proceso evolutivo. Por lo tanto la nueva t(8;11)
proporciona fuerte evidencia de ser un paso intermedio en la evolucion de los

cromosoma bibraquiados de Ovis aries.

1.5. Translocacién Robertsoniana (rob1;29) en el cariotipo del bovi-

no.

La translocacion Robertsoniana rob1;29 fue descrita por primera vez por Gus-
tavsson y Rockborn (1964), y ha sido reportada por ser la fusién céntrica con
mayor frecuencia en bovinos (Chaves et al., 2003)

Se la ha estudiado a nivel genético, reproductivo y evolutivo por considerarla un
polimorfismo cromosdmico que en heterocigosis trae problemas de subfertilidad
por mortalidad embrionaria temprana (Dyrendahl y Gustavsson 1979). Esta
translocacién es de tipo monocéntrica (Di Meo et al., 2006), no presentando
ningun efecto fenotipico visible en los portadores. Sin embargo, se ha observa-
do un enlentecimiento en el desarrollo de los embriones portadores de estas
aneuploidias frente a embriones normales, promoviendo causas endogenas de
origen genético que intervienen en las distintas etapas del desarrollo prenatal,
provocando la disminucion de las tasas de fertilidad (Artigas et al., 2007). Di-
versas fuerzas selectivas en todos los estadios del desarrollo contribuyen a una
alteracion de la tasa generacional, teniendo consecuencias de reduccion en la
fertilidad, debido a la mortalidad embrionaria. Esto es atribuible a factores
genéticos o epigenéticos que incidirian en ciertas problematicas reproductivas
debidas a reordenamientos internos de la cromatina donde estarian involucra-

das secuencias dinamicas de su genoma (Artigas et al., 2007).
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1.6. Organizacion de la cromatina y modificaciones epigenéticas

La organizacién de la cromatina y las modificaciones estructurales que ésta
experimenta, relacionadas con la expresion de los genes, la duplicacion del
ADN o la progresion del ciclo celular, pueden estar involucrados con la produc-
cion, frecuencia y distribucion de aberraciones cromosémicas (Alberts et al.,
2002).

El termino cromatina lo determiné Flemming en 1882 llamandole a la sustancia
que compone el nucleo eucariético con afinidad por colorantes con PH basico.
Segun sus caracteristicas iso 0 heteropicnaéticas, se reconocen dos estados de
la cromatina: eucromatina y heterocromatina, respectivamente.

Una vez establecidos dichos estados, son mantenidos somaticamente como
conformaciones heredables epigenéticamente. Ambos estados de la cromatina,
no obstante, se caracterizan por ser dinamicos: la eucromatina remodela su
organizacion a lo largo del ciclo celular, presentando durante la mitosis un gra-
do de compactacion mayor al que posee en la interfase; la heterocromatina, en
cambio, presenta siempre un estado altamente condensado, experimentando
relativamente pocos cambios en su grado de compactacion durante el ciclo ce-
lular (Albert et al., 2002).

El mantenimiento del estado de la cromatina asi como sus cambios conforma-
cionales dependen de factores que actuan de manera epigenética, tales como:
I- metilacién del ADN y union de proteinas a promotores metilados de los ge-
nes, ll- modificaciones covalentes de los extremos amino-terminales de las his-
tonas (acetilacion, metilacién, fosforilacién, ubiquitinacion) que limitan las inter-
acciones de estas proteinas con el ADN (Jenuwein y Allis, 2001), lll- interac-
cion con complejos proteicos remodeladores de la cromatina dependientes de
energia que emplean la hidrélisis del ATP para cumplir sus funciones (Sif et al.,
1998), IV- interaccion con pequefios ARN de interferencia que promueven la
heterocromatinizacion (Holmquist y Ashley, 2006).

La eucromatina es transcripcionalmente activa durante la interfase. La hetero-
cromatina facultativa y la a-heterocromatina constitutiva son genéticamente
silenciadas. La heterocromatina facultativa es el resultado de la compensacién
de dosis por la inactivaciéon de uno de los cromosomas X en mamiferos. Uno de

los dos cromosomas X en las células de las hembras de mamiferos es silen-
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ciado transcripcionalmente y condensado a través del ciclo celular (Lyon,
1972; Heard et al., 1997). La B-heterocromatina constitutiva, descrita por Heitz
(1934) en Drosophila y posteriormente identificada en mamiferos (Taruscio y
Manuelidis, 1991) presenta genes que se expresan a pesar de su estado hete-
rocromatico.

Los cromosomas de los mamiferos estan constituidos por una sucesion de
compartimentos contiguos (Therman y Susman 1992), que difieren en el grado
de compactacion de la cromatina y a la vez, en su contenido en secuencias de
bases, tiempo de replicacion y expresiéon génica (Holmquist, 1989). Esta distri-
bucion de los genes en compartimientos con diferente estructura de la cromati-
na y momento de la replicacion permite realizar un control epigenético de su
expresion. Adicionalmente, las caracteristicas tanto estructurales como funcio-
nales de estos compartimientos podrian constituir factores capaces de modular
la distribucién del dafio cromosémico (Extraido de la tesis Doctoral de Di To-
maso, M.V., 2007).

1.7 Aberraciones cromosomicas

Las aberraciones cromosdmicas, tanto espontaneas como inducidas por agen-
tes clastogénicos constituyen alteraciones del numero cromosémico de la es-
pecie (aberraciones cromosomicas numeéricas) o de la estructura de uno o mas

cromosomas (aberraciones cromosomicas estructurales) (Savage, 1976).

1.7.1 Aberraciones estructurales (Clasificacion).

Las aberraciones estructurales constituyen modificaciones espontaneas o indu-
cidas en la estructura cromosomica. Pueden ser clasificadas en cuatro tipos
basicos: delecciones y duplicaciones (que respectivamente disminuyen o in-
crementan la cantidad de material genético del cromosoma involucrado); inver-
siones (que generan un cambio de sentido en el orden lineal de los genes de

una regién del cromosoma) y translocaciones (que originan el traslado de un
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segmento de material genético dentro del mismo cromosoma o hacia otro cro-
mosoma).

Las alteraciones en los cromosomas que surgen durante el periodo G1 de la
interfase, o sea cuando el cromosoma aun no ha sido replicado, se denominan
aberraciones tipo cromosoma (cuando afectan ambas cromatidas). Se denomi-
nan, en cambio, aberraciones de tipo cromatida (cuando involucra una sola
cromatida) a aquellas que se producen en cromosomas ya replicados, es decir
que se encuentran en el periodo G, del ciclo celular. Ambas se pueden subdi-
vidir en discontinuidades (fracturas) y reordenamientos. Las aberraciones del
tipo cromatida o cromosdmica pueden configurar cambios simétricos o asimé-
tricos. Se denominan cambios simétricos a aquellos que implican un reordena-
miento del material genético por diferentes mecanismos pero no conllevan a la
pérdida de informacion hereditaria. Los de tipos asimétricos, implican en gene-
ral, pérdida de informacién genética habitualmente bajo la forma de fragmentos
acéntricos (Savage 1976, 1991,1993)

Existe una amplia clasificacién de aberraciones estructurales tanto de cromati-
da como de cromosoma, pero se enfocara en aquellas detectadas en esta pa-
santia. Las figuras 1 y 2 presentan a manera de esquema la clasificacion de
lesiones cromosomicas tipo cromosoma y tipo cromatida segun Savage (1976;
extraido de la tesis Doctoral de Di Tomaso, M.V., 2007).

Aberraciones tipo cromosoma

Discontinuidades

Lesiédn acromatica o gap

Corresponde a una region cromosémica de escasa coloracion con lo que pue-
de ser confundida como una fractura cromosomica. Se clasifica como gap toda

lesion menor cuyo ancho sea menor que el de la cromatida.

Deleccién terminal o fractura cromosdmica

Se origina por la produccién de una fractura en un brazo cromosomico. Esta
lesién inicial se amplifica como consecuencia del proceso de replicacion del
ADN (fase S) y en la mitosis subsiguiente se observa un cromosoma duplicado

de tamano inferior al normal y un fragmento acéntrico doble.
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TIPO CROMOSOMICO

i (

GAP CROMOSOMICO DELECCION TERMINAL
FRACTURA CROMOSOMICA

Fig. 2.- Clasificacion de aberraciones cromosomicas estructurales de tipo cromosémico segun
Savage (1976)

Aberraciones tipo cromatida.

Discontinuidades

Lesidn acromatica o gap

Corresponde a una regién de cromatida con escasa coloracidon y que ocasio-

nalmente puede ser confundida con una fractura de cromatida.

Delecciéon simple o fractura de cromatida

Se origina por la produccién de una fractura en una sola cromatida generando

un fragmento acéntrico.

TIPO CROMATIDA

{

GAP DE CROMATIDA FRACTURAS DE CROMATIDAS

Fig. 3.- Clasificacion de aberraciones cromosémicas estructurales de tipo cromatida segun
Savage (1976)
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1.8 Aplicacién de agentes con accion clastogénica en cultivos de

linfocitos en mamiferos.

La etapa del ciclo celular en la que se induce el dafio genético origina patrones
de aberraciones cromosomicas diferentes segun el tipo de agente con actividad
clastogénica empleado para producir lesiones en el ADN. Si bien los denomi-
nados agentes clastogénicos S-dependientes lesionan el ADN en cualquiera de
las etapas del ciclo celular, la conversion de las lesiones moleculares en abe-
rraciones cromosomicas de tipo cromatida requiere la replicaciéon del material
hereditario. En la mitosis subsiguiente, por tanto, solo las lesiones del ADN in-
ducidas durante la fase de G4 (y no las originadas en G;) se expresan como
aberraciones cromosomicas (Obe, et al., 1992).

La incorporacion en los cultivos linfocitarios de agentes con accion clastogénica
(agentes capaces de producir aberraciones cromosémicas) difieren en su ac-
cion a lo largo de las diferentes fases del ciclo celular (G4, S, G2) ya sea en
forma cuantitativa o cualitativa.

Existe gran diversidad de éstos, con los cuales se pueden analizar sus efectos
sobre la cromatina durante el ciclo celular. Para ello se deben estimular las
células para que ese ciclo dinamico se realice mas de una vez. Los cultivos
linfocitarios en mamiferos nos permiten cumplir con esa necesidad. La afidicoli-
na y 5-azacitidina-C son agentes con actividad clastdgenica S-dependientes.
Este grupo produce lesiones en el ADN en cualquiera de las etapas del ciclo
celular, pero para visualizar las aberraciones cromosdmicas se requiere que la
cromatina atraviese una fase de replicacién normal para convertir dichas lesio-

nes en aberraciones del tipo cromatida como se menciond anteriormente.

1.8.1. Afidicolina

La afidicolina (APC) es un tetraciclido diterpenoide aislado de Cephalosporium
Aphidicola. Es un potente inhibidor selectivo de la DNA polimerasa a, O Yy €
(Tedeschi et al, 2004), actuando a nivel de la replicacién asi como también a

través de diversos mecanismos de reparacion del ADN (Speit y Schutz, 2008).

Las células en fase S en presencia de afidicolina inhiben la sintesis de ADN,
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mientras que las células en otras fases del ciclo celular continian su ciclo dete-
niéndose en el limite G4/S (Sheaff et al., 1991).

La inhibicion de la DNA polimerasa a fue reportada debido a su actividad com-
petitiva a la incorporaciéon con dCMP (Krokan et al., 1981). Estos autores sugie-
ren que aunque la afidicolina no es estructuralmente similar a ninguno de los
dNTPs la competicién por la unién al sitio de la DNA polimerasa es el meca-
nismo de accion que mejor se ajusta a la realidad. Sheaff et al., (1991) basan-
dose en sus resultados sugiere que la afidicolina no podria ser vista como un
analogo de nucledtidos o de dCTP, sin embargo la falta de un grupo fosfato en
la afidicolina tendria estructuralmente, un parecido a los nucledsidos.

Oguro et al., (1979) demuestran que el sitio de unién de dCTP es diferente a
los sitios de union de los otros dNTPs. Proponen dos alternativas para los sitios
de unién de la afidicolina a la enzima. La primera es que la afidicolina se podria
unir al sitio de dCTP e inhibir completamente la actividad de la DNA polimerasa
a y la segunda es que la afidicolina se podria unir a otro sitio que no sea el ca-
talitico de la enzima y competir solo con dCTP, pero es un mecanismo aun no
comprendido. La union de la afidicolina a la DNA polimerasa a por uno u otro
modelo podria causar un cambio conformacional no comprendido que inhibe
directamente la reaccion del homopolimero. Se sugiere que la unidn de la afidi-
colina estaria en una regién hidrofébica de la enzima ya que ésta es un com-
ponente no polar (Oguro et al., 1979).

Por lo tanto la afidicolina permite identificar regiones de inestabilidad en la cro-
matina rica en GC, debido a su efecto de antagonismo competitivo con la DNA
polimerasa a. Permite evidenciar regiones en el genoma predispuestas a sufrir
aberraciones cromosoémicas, sitios preferenciales para la insercién de virus,
sitios fragiles, entre otros. Los sitios fragiles son regiones del cromosoma con
tendencia a sufrir alteraciones tales como fracturas y discontinuidades que nos
estarian indicando sitios de inestabilidad gendmica (Sutherland, 2003). Estas
regiones se pueden manifestar en forma espontanea en condiciones normales
de cultivo celulares, pero otras regiones cromosomicas se rompen no al azar y
bajo ciertas condiciones del cultivo como la adicién de sustancias quimicas in-
ductoras altamente especificas (Fundia y Larripa 1996). La clasificacién de los
mismos ha sufrido una constante evolucion debido a la manifestacion citogené-

tica variable y su desigual frecuencia de aparicion. Estos se clasifican en raros
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y comunes. Los comunes se han observado en todos los organismos y repre-
sentan un componente normal en la estructura cromatinica, siendo inducidos
por afidicolina entre otras drogas (Sutherland et al., 1998). Son sitios conserva-
dos evolutivamente con lo que su deteccién es de gran importancia para el co-
nocimiento de estas regiones cromosémicas para profundizar en estudios filo-

genéticos y patologias en especies animales.

1.8.2 5-azacitidina-C

La metilacion del ADN es uno de los mecanismos epigenéticos implicados en la
regulacion de la expresidn génica en los mamiferos. Es vital en el desarrollo
embrionario y tiene un papel critico en el silenciamiento de genes especificos
durante la diferenciacién celular. Ademas, participa en la represion de elemen-
tos transponibles pudiendo funcionar como un mecanismo de defensa o podria
participar en el proceso evolutivo, mantener la estabilidad del genoma, la im-
pronta genética, la inactivacién del X entre otras (Rodriguez et al., 2004).

La metilacion del ADN en dinucleétidos CpG es uno de los mecanismos epi-
genéticos implicados en la regulacion de la expresién génica en mamiferos.
Los patrones de metilacion son especificos para cada especie y tipo de tejido.
La maquinaria implicada comprende diferentes proteinas reguladoras incluyen-
do a las ADN metiltransferasas, demetilasas putativas, proteinas de unién a
CpG metilados, enzimas modificadoras de histonas y complejos remodeladores
de la cromatina. (Rodriguez et al., 2004).

El término epigenética ha sido definido como "los cambios heredables en la
expresion génica que ocurren sin una alteracion en la secuencia de nucleotidos
del ADN." Asi, un mecanismo epigenético puede ser entendido como un siste-
ma complejo para utilizar selectivamente la informacion genética, activando y
desactivando diversos genes funcionales (Vrana, 2007).

En mamiferos la metilacion del ADN se refiere a la insercion de grupos metilo
(CH3) en la base nitrogenada citosina. Mas detalladamente es el cambio de la
deoxicitocina (d™C), en presencia de un sustrato que dona los grupos metilo y
una enzima que se encarga de transferir dichos grupos. Esta enzima es la ADN
metiltransferasa, la cual cataliza la transferencia de grupos metilos del sustrato

S-metilcitocina a la citosina produciendo  5-metilcitosina y  S-

ey



adenosilhnomocisteina. La d™C se encuentra en los dinucleotidos CG, secuen-
cias que en 70-80% se encuentran metiladas. Muchas secuencias CGs llama-
das islas CpG (por encontrarse en grupos y unidas por grupos fosfatos) no
estan en su mayoria metiladas. Las islas CpG tienen multiples sitios de unién a
factores de transcripcion, actian como promotores con lo que aproximadamen-
te la mitad de los genes estan asociados a islas CpG (Gomez et al., 2006).

La 5-azacitidina-C (5-aza-C), es un analogo de la citosina con un atomo de
nitrdgeno que remplaza al carbono en la posicion 5 del anillo de pirimidina. No
altera estéricamente la estructura de la hélice de ADN, pero el nitrégeno en la
posicion 5 no puede ser metilado. En este escenario con una ronda de replica-
cion y con la presencia de este analogo es suficiente para que el ADN quede
hemimetilado. Para que ambas hebras queden desmetiladas ocurre luego de
una segunda ronda de replicacién (Haaf, 1995). Por lo tanto, la 5-aza-C actua
inhibiendo la enzima ADN metiltransferasa, inhibiendo la metilacion del ADN e
impidiendo el mantenimiento de la metilacién (Haff, 1995).

La inhibicién en la condensacion de diferentes tipos de cromatina (heterocro-
matina constitutiva y facultativa) es altamente dependiente de la concentracion
y tiempo del tratamiento con 5-aza-C, indicando los diferentes puntos en que
actua y/o mecanismos que dirigen hacia una descondensacion cromosomica
(Haff, 1995).

Como se menciond anteriormente los sitios fragiles comunes también se pue-
den manifestar por la accion de 5-aza-C. La caracterizacion de estas regiones
de fragilidad heredables nos permite profundizar en el conocimiento de la evo-
lucion cariotipica, ya que se encuentran asociadas con regiones de recombina-
cion genética, formacion de secuencias repetidas de ADN inestable y sitios de

metilacion (Llambi et al., 2008).
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1.9. Hipétesis

La inestabilidad de la cromatina en cariotipos de especies domésticas de la
familia Bovidae, en forma particular en ovinos Criollos, esta asociada a la ac-
cion de agentes clastogénicos que pueden estar relacionadas con reordena-

mientos cromosdmicos.

1.10. Objetivos

I.  Conocer e identificar los cromosomas que forman el

complemento cromosémico del ovino Criollo.

II. Identificar lugares de inestabilidad de la cromatina en re-
giones centroméricas, intersticial y teloméricas de cro-

mosomas bibraquiados, por accion de la afidicolina.

[ll. Identificar despiralizacion de la cromatina por la accion

de la 5-aza-C en cromosomas bibraquiados y sexuales.

IV. Evaluar su probable despiralizacién en el periodo G, del

ciclo celular.
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ILMATERIALES Y METODOS

2.1. Animales experimentales.

Se utilizaron dos ovinos Criollos hembras, a los efectos de realizar un estudio
experimental primario con los cromosomas de esta especie. La experiencia
consistié en inducir cultivos linfocitarios, con potencial expresion diferencial en
los cromosomas X de la hembra, lo que fundamenta la eleccidén de este sexo.
Una muestra pertenece al Zooldgico de Villa Dolores, Intendencia Municipal de
Montevideo, escogidas de una poblacién de 11 ovinos Criollos. La otra mues-
tra fue elegida de una majada de 250 animales ubicada en el Parque Nacional
de San Miguel en el departamento de Rocha (3311 40°S y 53[1 38°W).

Se extrajo sangre periférica de las dos hembras mencionadas para realizar un

macrocultivo de linfocitos estandar.

2.2. Diseno experimental

En esta pasantia se pretendi6 realizar un estudio primario con el complemento
genético de Ovis aries enfocado a la expresion de dos inductores: APC y 5-
aza-C. El inductor APC se trabajé a una concentracion de 0,3uM similar a
humanos, bovinos (Di Tomaso, 1998; Rodriguez et al., 2002; Artigas et al.,
2008). El inductor 5-aza-C, fue utilizado en el periodo G, con concentraciones
de 1,0 y 2,5mM. Para ambos animales a estudiar se configuré un disefo de
tubos antes de comenzar con el procedimiento del cultivo con todas las varia-
bles a tener en cuenta con lo que se diagramé una serie de 6 tubos para el
ovino Criollo del Zooldgico de Villa Dolores (muestra sanguinea 1) y 4 tubos
para el ovino Criollo hembra de la reserva de San Miguel (muestra sanguinea

2), como se muestra en las tablas 1y 2.
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Tabla 1.-Muestra sanguinea 1, ovino Criollo hembra perteneciente al zoolégico de Villa Dolo-

res
Tubo N° 1 Control (30 min. de colchicina)
Tubo N° 2 Induccion con APC 0,3 uM (30 min. de colchicina)
Tubo N° 3 Induccién con 5-aza-C 1,0 mM (30 min. de colchicina)
Tubo N° 4 Induccién con 5-aza-C 1,0 mM (30 min. de colchicina)
Tubo N° 5 Induccién con 5-aza-C 2,5 mM (30 min. de colchicina
Tubo N° 6 Induccion con 5-aza-C 2,5 mM (30 min. de colchicina)

Tabla 2.- Muestra sanguinea 2, ovino Criollo hembra ubicado en la reserva Nacional de San

Miguel
(Rocha)
Tubo N° 1 Control (30 min. de colchicina)
Tubo N° 2 Control (30 min. de colchicina)
Tubo N° 3 Induccion con 5-aza-C - 1,0 mM (30 min. de colchicina)
Tubo N° 4 Inducciéon con 5-aza-C - 2,5 mM (30 min. de colchicina)

2.3. Extraccion de la muestra sanguinea.

Se realiz6 extraccion de sangre periférica, a cada uno de los ovinos Criollos a
analizar. La sangre fue extraida de la vena yugular en condiciones de asepsia,
utilizandose un anticoagulante heparina sédica (5.000Ul) para evitar la coagu-
lacion de la misma.

Se extrajeron 10 ml de sangre por animal. Las jeringas se refrigeraron (5 °C
aproximadamente) a los efectos que las muestras se mantuvieran en condicio-
nes aceptables para su transporte al Laboratorio de Genética de la Facultad de

Veterinaria (Universidad de la Republica, Montevideo Uruguay).

2.4. Preparacion del macrocultivo linfocitario.

Se utilizé la técnica de cultivo linfocitario convencional que consiste en varios
pasos.

a) Siembra
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Por cada animal se sembraron diez gotas de sangre entera en tubos que con-
tenian 5 ml de medio de cultivo completo (ver mas adelante).

La siembra se realiz6 en una camara de flujo y con mechero, para evitar con-
taminaciones de las mismas. Los tubos se taparon con tapones de silicona, se
identificaron y se sellaron con papel de Parafilm.

Los tubos sembrados, se incubaron en bafio maria (Memmert) a temperatura
constante, 38,5°C (temperatura corporal de las especies en estudio) durante 72

horas.

b) Crecimiento del cultivo.

El cultivo se realiz6 en medio completo RPMI 1640+ L-glutamina (GIBCO
11875, Invitrogen) como antibiético Penicillin-Streptomicin (100ug.ml-1) (GIB-
CO), Suero Fetal Bovino (GIBCO), como mitégeno Fitohemaglutinina (Phytoa-
emogglutinin M, Biological industries Kibbutz Beil Haemek, Israel). Las propor-
ciones de cada uno de los reactivos por tubo se presentan en la tabla 5.

EL RPMI 1640 es un medio de cultivo constituido por aminoacidos, precursores
de acidos nucleicos, sales minerales, en proporciones adecuadas para asegu-
rar la sobrevida, reproduccion y crecimiento de las células que se mantengan
en suspension en él.

La Penicilina y la Estreptomicina son antibiéticos que se adicionan para pro-
teger al cultivo de infecciones bacterianas.

El Suero fetal le aporta al medio factores de crecimiento proteicos que van a
favorecer el desarrollo de los linfocitos.

La Fitohemaglutinina es una sustancia de origen vegetal que fue identificada
por su capacidad de aglutinar los eritrocitos, ademas se descubrié que tenian la
particularidad de estimular la division de los linfocitos, lo que permite utilizarla

en cultivos linfocitarios como un agente mitdégeno.

Tabla 3.-Se muestra la proporcion de cada componente por tubo sembrado

RPMI 1640 5ml
Suero fetal bovino 1,5ml
Fitohemaglutinina 0,25ml
Antibiéticos 0,15ml
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¢) Incorporacién de colchicina.

La colchicina que es una sustancia que inhibe la polimerizacién de las subuni-
dades de tubulina que constituyen el huso acromatico y como consecuencia la
mitosis de las células se ve interrumpida en la etapa de metafase, estadio que
nos interesa por ser en el que los cromosomas se visualizan con mayor clari-
dad. También aumenta el numero de células en dicha fase. Dicha sustancia
también provoca contraccion y separacion de los cromosomas por lo que se
debe ser cuidadoso en cuanto a la concentracion y al tiempo de exposicién,
excesos en estos parametros podrian dar lugar a preparados deficientes (Hare
y Singh, 1979).

Se incorporé 0,5ml de Colchicina, (10ug/ml), (Biological Industries Kibbutz Beil
Haemek, Israel), a cada tubo 30 minutos antes del sacrificio del cultivo. (Tabla
3y4).

2.5. Tratamiento del cultivo

Durante las préximas 72 horas, aproximadamente cada 24 horas desde el mo-
mento que se ingresaron los tubos al bafio de Maria se agitaron los tubos para
resuspender las células, evaluando el desarrollo de los mismos. Luego de este
tiempo todos los eritrocitos decantan y el sobrenadante debe presentar el mis-
mo color que el RPMI indicando que esta en las condiciones adecuadas. Si
este no es el caso es porque hay algun problema con el crecimiento de las

células o esta contaminado.
2.6. Induccién de Afidicolina
La induccion de los cultivos linfocitarios con afidicolina (0,3uM) *' (Aphidicolin

Sigma AO781-1MG), se realiz6 24 hrs. antes de procesar el cultivo (Ver

Anexo).
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2.7. Induccion de 5-azacitidina-C

Por otro lado la induccién con 5-aza-C se realizé 2 horas antes de la recolec-
cion del cultivo, correspondiente al periodo G, del ciclo celular. Se utilizé dos

concentraciones diferentes, siendo estas 1,0mM*? y 2, 5mM**(Ver Anexo).

El procedimiento para ambos casos de induccion se realizé en condiciones
asépticas. Se saco el tapdn con una pinza, inmediatamente se flambeé y luego
sin tocar el tubo se agregaron las sustancias con el tubo inclinado para que se

mezcle con el suero.
2.8. Recoleccion del macrocultivo.

Pasadas las 72 horas de incubacion se transfirié el material biolégico del tubo
de cultivo a tubos coénicos de centrifuga de 15 ml (previa resuspensién) para
realizar la centrifugacion de las mismas durante 10 minutos a 800rpm con el fin
de concentrar los linfocitos. Los tubos de descarte, se dejan en agua corriente
con hipoclorito; y los tapones de silicona en agua corriente con detergente neu-
tro. Posteriormente para obtener una mayor separacion entre los cromosomas
luego del centrifugado y de eliminado el sobrenadante se procedid a incorporar
aproximadamente 6ml de solucion salina hipotdénica (KCL O,O75M)*3 sobre las
paredes resuspendiendo lentamente con pipeta Pasteur de punta fina para fa-
vorece la entrada de liquido a la célula dejandolo actuar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se utilizé una pipeta por cada tubo, y se descarto en un
recipiente con agua corriente e hipoclorito. Las células expuestas a esta solu-
cion se hinchan por 6smosis y asi los cromosomas se separan, esto facilitara la
posterior observaciéon de los mismos. La hipotonia se corté con 6 gotas de una
solucion fijadora metanol-acético (3:1) (conservada en freezer) para detener la
accién de la solucidn hipoténica y producir una fijacion uniforme. Luego se pro-
cedi6 a lavado, para ello los tubos fueron nuevamente centrifugados a 800rpm

durante 10 minutos. Posteriormente se descartd el sobrenadante, se agregd
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solucion fijadora y se resuspendioé dejandolo actuar durante 15 minutos. Este
paso se repitid hasta obtener una suspension translucida.

La fijacion de linfocitos se realizé mediante la incorporacion de la misma solu-
cion correspondiente a metanol-acido acético en las proporciones 3:1 respecti-
vamente. Para ello se descart6 el sobrenadante translucido, se agrego fijador y
se resuspendié dejandolo actuar durante 30 minutos. Inmediatamente se con-

servaron los tubos en la heladera, con tapon de goma y parafilm.

2.9. Elaboracién de las preparaciones citolégicas.

Se realizaron las preparaciones en portaobjetos limpios, utilizandose la técnica
de goteo a la llama que consiste en:

1. Obtener el portaobjeto limpio embebido con metanol 70% sin rotular

2. Se selecciona el tubo de trabajo, se centrifuga 10 minutos a 800rpm se
descarta el sobrenadante y se le adicionan solucion fijadora 3:1 Se re-
suspende con pipeta Pasteur.

3. Con la pipeta Pasteur se dejan caer unas gotas de células en suspen-
sion en solucion fijadora, sobre el portaobjeto embebido de metanol

4. Al instante se pasa por el mechero y se prende fuego (al quemarse el
metanol, la gota de fijador con células en suspension se distribuye uni-
formemente sobre el portaobjeto).

5. Luego de consumido totalmente el metanol se escurrieron las gotas de
agua que quedaron en el porta objeto, se rotularon y se dejaron secar a
temperatura ambiente.

Es conveniente comprobar la calidad del preparado en el microscopio mediante

contraste de fase, antes de la tincion.
2.10. Tincion de las preparaciones
Tincion de los cromosomas con Giemsa al 3%

Para la tincibn cromosémica se agregd en un coppling 46,5ml de ddH,O o

agua corriente, 3ml de buffer fosfato Sérensen pH 6,8*° y finalmente 1,5ml de
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soluciéon Giemsa madre**. Se resuspendierdn y se sumergierén las preparacio-
nes, previamente secadas a temperatura ambiente, en esta solucion durante 15
minutos. A continuacién, se retiraron, se lavaron con agua corriente y se las

dejo secar a temperatura ambiente. (Ver anexo)

2.11. Bandas G

Las bandas G se producen al tefiir con Giemsa los cromosomas, después de
haber sometido a los mismos a un tratamiento con tripsina que altera la estruc-
tura de las proteinas. Las bandas de tincion clara se producen cuando el trata-
miento ha modificado las proteinas no histénicas, de modo que cubren al ADN

de un modo mas eficaz e impiden la fijacién del colorante (Hare y Singh, 1979).

Método de digestién con Tripsina (0,025M)*®

Las preparaciones de tubos control sin induccion se dejaron envejecer a 37°C
como minimo durante 48 hrs. Se prepararon una solucion de tripsina al 0,25%
en PBS (solucion salina fosfatada). En un coppling de 50 ml y a temperatura
entre 29° a 30° C (bafio de Maria Memmert), se sumergieron las preparciones
entre 20 y 25 segundos. Se corto la accion de la tripsina sumergiendo las pre-
paraciones en PBS y posteriormente se lavaron con agua destilada. Las prepa-
raciones se dejaron secar y se tifieron en Giemsa al 3%, como fue explicado

anteriormente.

2.12. Observacion y digitalizacion de imagenes

La evaluacion vy registro de las placas metafasicas se realizé con microscopio
optico Olympus (BX60) y camara de fotos digital conectada a equipo informati-
co con software de digitalizacién de imagenes (Kodak Digital Science 1D). La
seleccidon de las metafases se realizé primero enfocando el preparado con un
aumento pequefio de 10X hasta localizar una zona que contenia metafases.
Luego se centré una de ellas y se enfocé con mayor aumento con un objetivo
de inmersion de 100X. De esta manera se identificé con gran detalle la morfo-

logia de los cromosomas y se los pudo cuantificar.
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lll. RESULTADOS

3.1. Tubos controles de induccién (sin induccién).

Se analizaron 50 metafases completas para la muestra sanguinea 1 y 33 meta-

fases completas, para la muestra sanguinea 2. Las metafases presentaban el

numero cromosomico normal de un cariotipo de ovino hembra mostrando un

total de 54 cromosomas. Se cuantificaron 46 monobraquiados, 6 bibraquiados

y un par sexual monobraquiado. Se constata que la calidad del material de

estudio es optima debido a la baja incidencia de lesiones en los cromosomas

(Tabla 4).
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Figura 4.- Foto de placa metafasica con tincion convencional de Giemsa (obtenida con camara

digital) perteneciente al 1) ovino Criollo hembra del zooldgico de Villa Dolores y 2) ovino Criollo

hembra perteneciente a la reserva San Miguel. Se observa el complemento cromosémico de

los ejemplares: 3 pares de autosomas bibraquiados, 23 pares monobraquiados y un par sexual

de morfologia acrocéntrica (2n=54, XX). Las flechas indican los probables cromosomas X de

las hembras, véase que la calidad del material de estudio es 6ptima.
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Tabla 4.- Frecuencia y porcentaje de lesiones en metafases controles (sin induccién) para am-

bas muestras.

Muestra N° de metafases Lesiones cromosomicas. % en % en
sanguinea 1 Analizadas Bibraquiados Monobraquiados
50 Bibraquiados Monobraquiados
1 2 2% 4%
Muestra Bibraquiados Monobraquiados
. 33 0 0 0% 0%
sanguinea 2
-
v =
bt "B o
7] a i P
AR TR &
& Q

Fig. 5. Imagen de una placa metafasica del tubo control (sin induccidn), correspondiente a la

muestra sanguinea 1. Se indica con la flecha la lesién cromosémica en uno de los 3 pares de

bibraquiados.

3.1.1.Banda G

Se utilizaron preparados de tubos control sin induccién, para aplicar la técnica

de Bandeo G, de acuerdo a lo expuesto en materiales y métodos.

Las metafases obtenidas no se documentan, por no haber obtenido un bandeo

uniforme.
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3.2. APC 0,3uM

Se establece un disefio de trabajo en el que interesa conocer la frecuencia de
sitios de inestabilidad de la cromatina en los cromosomas bibraquiados. Se
evaluaron metafases completas 2n=54 y metafases con los 6 cromosomas bi-

braquiados (metafases incompletas).

Dentro de las metafases completas (N=50), 32 presentaron lesiones vy se

cuantificaron las mismas segun la tabla 5.

Tabla 5.- Numero y porcentaje de lesiones encontradas en A=solo cromosomas bibraquiados,
B=solo cromosomas monobraquiados, C=cromosomas bibraquiados y monobraquiados, en

metafases completas (N=50).

Identificacion Metafases con lesio- % de metafases

cromosomica nes con lesiones
Total 32

A 7 21,9%

B 19 59,3%

C 6 18,8%
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Tabla 6.-Frecuencia y porcentaje del lesiones encontradas en cromosomas bibraquiados en

metafases completas (N=50).

Total lesiones en bibraquiados 13
% de metafases con lesiones 26%
]
-

Fig.7. Imagenes de placas metafasicas inducidas con APC 0,3uM para la muestra sanguinea 1.
Se observan regiones de inestabilidad de la cromatina en cromosomas bibraquiados y mono-

braquiados

Por otro lado se analizaron un total de 70 placas metafasicas incompletas que
presentaban los 3 pares de bibraquiados. La presencia de por lo menos una
lesidbn cromosomica en nuestra poblacion de bibraquiados, fue indicador de
metafase inducida.

Las lesiones encontradas se clasificaron segun como se describié anteriormen-

te en aberraciones cromosdémicas estructurales.
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Tabla 7.- Porcentaje de lesiones observadas en bibraquiados de metafases incompletas y su

respectiva clasificacion del tipo de lesion producida (N=70).

Metafases con alteraciones cromosomicas 15
Alteraciones estructurales (%) 21,4%
Gap de cromosoma 2
Gap de cromatida 8
Fractura de cromatida/fragmento alineado 4
Fractura cromosémica 1

- " "

a b c d

Fig. 6. Se observan las diferentes lesiones en cromosomas bibraquiados como por ejemplo a)
Gap de cromatida; b)Gap de cromosoma; c)Fractura de cromatida/fragmento alineado; d)

Fractura de cromosoma.

Tabla 8.- Identificacion de regiones de inestabilidad encontradas en bibraquiados. Frecuencia

y porcentaje de metafases con lesiones (N=70).

Metafases con lesiones Regiones donde se encontré inestabilidad
Total 15

6 (40%) Proximal al centromero

4 (26,6%) Intersticial

5 (33,3%) Proximal al telémero
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3.3. 5-azacitidina-C (Niveles de despiralizacién).

La accion de 5-aza-C fue diferencial en el total de metafases analizadas tanto
para la concentracién de 1,0mM como para la de 2,5mM, 2hrs. Por consiguien-
te se tomaron en cuenta tres niveles de despiralizacion con el fin de evaluar
las mismas. El nivel 1 las metafases presentan muy pocas descondensaciones
y puntos de ruptura. En el nivel 2 los cromosomas presentan numerosas des-
condensaciones en cada metafase, pero preservan su individualidad observan-
dose regiones condensadas en el largo cromosémico. Las metafases del nivel
3 presentan tantas descondensaciones que dan un aspecto de cromosomas

pulverizados, perdiendo su individualidad.
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Fig. 8.- Metafases inducidas con 5-aza-C (1,0mM, 2 hrs) en muestra sanguinea 1. a) Nivel 1, b)
Nivel 2, ¢) Nivel 3.

3.3.1. 5-aza-C 1,0 mM

Para la muestra sanguinea 1 se analizaron 65 metafases de las cuales 27 se
distribuyeron en los tres niveles descritos anteriormente. Por otro lado para la
muestra sanguinea 2 se analizaron un total de 33 metafases en las que se dis-

criminaron 14 divididas con el mismo criterio
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Tabla 9.- Muestra sanguinea 1y 2 tratada 5-aza-C 1,0mM, 2hrs. Frecuencias y porcentajes

en placas con descondensacion cromosomica.

5.aza-C N° de metafa- | N° de metafa- | N° de metafa- | Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
(1 OmM) ses ses que no | ses
’ analizadas actué el in- | que actué el

ductor inductor
Muestra san- | 65 38 (58,5%) |27 (41,5%) |12 (44,4%) |10(37,0%) |5 (18,6%)
guinea 1
Muestra san- [ 33 19 (57,6%) | 14 (42,4%) |9 (64,3%) 3 (21,4%) 2 (14,3%)
guinea 2

3.3.2. 5-azacitidina-C 2,5mM

Para la muestra sanguinea 1 se analizé un total de 75 metafases de las cuales

32 metafases se vieron afectadas por el inductor. Por otro lado para la muestra

sanguinea 2 se analizaron 30 metafases de las cuales 9 de ellas actuo el in-

ductor.

Tabla 10.- Muestra sanguinea 1y 2 tratada 5-aza-C 2,5mM, 2hrs. Frecuencias y porcentajes

en placas con descondensacion cromosomica.

5.aza-C N° de metafa- | N° de metafa- | N° de metafa- | Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
(2 5mM) ses ses que no | ses
’ analizadas actuo el induc- | que actué el
tor inductor

Muestra san- | 75 43 (57,3%) |32 (42,7%) | 15 (46,8%) | 8 (25%) 9 (28,2%)
guinea 1
Muestra san- | 30 21 (70%) 9 (30%) 6 (66,6%) 3 (33,4%) 0 (0%)
guinea 2

( ]
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3.3.3. Visualizacion del probable X despiralizado con 5-azacitidina-C
(1,0mM y 2,5mM)

Fig. 9. Metafases de la muestra sanguinea 1 correspondientes al nivel 2 pretratradas con:
1) 5-aza-C 2,5mM y Il) 5-aza-C 1,0mM. Véase con las flechas gruesas el probable X inactivo

despiralizado y con las flechas finas el probable X activo condensado.
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IV. DISCUSION

El disefio realizado en esta pasantia tuvo resultados que permiten abordar en
forma primaria el estudio cromosémico de ovinos Criollos hembras asociado a
lesiones y despiralizacidon de la cromatina.

A través de los cultivos linfocitarios sometidos a induccion con diferentes agen-
tes clastogénicos, es posible realizar analisis citogenéticos que permitan de-
terminar la constitucion cromosdémica (numero diploide, morfologia cromosomi-
ca), al igual que su composicion, regiones de inestabilidad de su cromatina,
siendo éstas de suma importancia para entender la evolucion de esta especie
(Wurster y Benirschke, 1968; Nadler et al., 1971; Bruére, et al., 1972; Schned| y
Czaker, 1974; Eldridge, 1985).

Mediante el cultivo linfocitario de ovinos Criollos hembras obtuvimos un numero
cromosomico de 2n=54, XX organizados en 3 pares de autosomas bibraquia-
dos, 23 pares monobraquiados y un par sexual de morfologia acrocéntrica.

El material de estudio fue 6ptimo, por la calidad de la cromatina en las metafa-
ses de cultivos controles (sin induccion) (Figura 4) encontrandose sélo 3 lesio-
nes cromosomicas espontaneas (1 en bibraquiados y 2 en monobraquiados)
(Figura 5, Tabla 4). Estos datos permitieron conocer los cromosomas normales
del ovino Criollo hembra y dieron confiabilidad a los resultados de las induccio-
nes con las concentraciones y tiempos de la experiencia.

Como primer abordaje se pretendié comenzar con la estandarizaciéon de con-
centraciones y tiempos de exposicion de dos inductores (afidicolina y 5-
azacitidina-C) durante el ciclo celular del ovino Criollo. De esta manera, se pre-
tendié estudiar las regiones que presentan mayor inestabilidad de la cromatina.
La afidicolina se analiza a una concentracion similar a la utilizada en humanos
y bovinos (Di Tomaso, 1998; Rodriguez et al., 2002; Artigas et al., 2008) siendo
de 0,3uM durante 24hrs. (duracion de un ciclo celular en mamiferos) permitien-
do observar y cuantificar cierta inestabilidad en cromosomas bibraquiados, que
se visualizaron como gaps y fracturas tanto de cromatida como de cromosoma
(Fig. 6). El estudio primario de expresion de APC (0,3uM) en cromosomas bi-
braquiados del complemento genético de hembras de ovinos Criollos se realizé
utilizando el siguiente criterio: a) se seleccionaron metafases completas

2n=54,XX inducidas con APC (0,3um, 24hrs),(una lesion cromosémica alcanza

36

——
| —



para considerarla en la muestra a analizar) cuantificandose en un N=50 aque-
llas metafases con lesiones solo en bibraquiados (21,9%), solo en monobra-
quiados (59,3%), en bi y monobraquiados (18,8%) (Tabla 5, Fig. 7).

b) se seleccionaron metafases no completas que presentaban los 6 bibraquia-
dos, (una lesion cromosoémica alcanza en la muestra de solo bibraquiados)
analizandose un N=70, donde se encontré una frecuencia de 21,4% (Tabla 7).
Las frecuencias de lesiones en bibraquiados obtenidas en metafases comple-
tas (26%) y metafases incompletas (21,4%) permiten realizar evaluaciones de
lesiones sobre bibraquiados, tomando unicamente a estos como nuestra mues-
tra de trabajo (Tabla 6 y 7). Esto favorece el estudio, de lesiones sobre deter-
minadas muestras de cromosomas cuando el indice mitético es bajo.

Estos analisis diversos permiten observar que la accion de la APC sobre el
genoma del ovino, a una concentracion de 0,3uM es muy débil si lo compara-
mos con resultados de esta misma concentracion y tiempo (24hrs) en huma-
nos, bovinos, bufalos (Di Tomaso,1998; Rodriguez et al., 2002; Artigas et al.,
2008; Nicodemo et al., 2008). Este resultado es apoyado por experiencias de
Danielak-Czech y Slota (2004) quienes experimentando con 5-aza-C (50ug/ml,
6hrs) en bovinos, cerdos, ovinos, encuentran porcentajes altos de efectos de la
induccion en el genoma de bovino, siendo aproximadamente un 50% menos en
ovinos y cerdos. Estos resultados alientan a continuar probando concentracio-
nes mas rigurosas de estos inductores en el genoma del ovino y cerdo, a los
efectos de lograr estandares para ser utilizados como marcadores cromosomi-
cos de regiones génicas.

Asimismo se cuantificaron regiones especificas de lesiones cromosdémicas en
bibraquiados, observandose, que un 40% de las lesiones se encuentran a nivel
intersticial cercanas al centrédmero, un 33,3%, estan a nivel intersticial cercanas
al telémero y 26,6% a nivel intersticial medio (Tabla 8).

Cabe destacar que una de las propiedades de la afidicolina es que compite con
la polimerasa a preferencialmente con sitios dCTP, impidiendo que continue la
replicacion en la fase S del ciclo celular (Oguro et al., 1979), por lo que su ex-
presion sobre cromosomas podria evidenciar regiones de inestabilidad asocia-
das a contenidos con citocinas. La accion complementaria del otro inductor 5-
aza-C, por ser éste un agente demetilante de citocinas podria potenciar los re-

sultados anteriores aproximandonos a regiones ricas en citocinas con potencia-
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lidad de estar metiladas. No obstante, técnicas de bandeo cromosdémico (GBG
y/o RBG) o mediciones con softwares especificos permitiran diferenciar regio-
nes homologables al ideograma y mapas fisicos, aproximandose a probables
genes asignados en estos lugares especificos inestables como se ha desarro-
llado en investigaciones del laboratorio, en cromosomas del bovino (Rodriguez
et al., 2002; Artigas et al., 2008). La ubicacion de estas lesiones, en regiones
especificas del cariotipo (ISCNDB, 2001) y una cuantificacion mas fina que
permita definirlo como sitios fragiles, permitiran discutir la posible relacién con
genes tejido especifico, aproximandonos a heterocromatinas dinamicas ubica-
das en regiones autosémicas, bandas G positivas (Holmquist, 2006).

Otro de los objetivos planteados en esta pasantia fue la observacion de des-
condensacion cromosémica utilizando el analogo de base 5-aza-C. Concep-
tualmente es util pensar en la incorporacion de la 5-aza-C en el ADN afectando
la estructura y funcién de la cromatina, en pasos secuenciales, los que han sido
relacionados con la hipometilacion del ADN. Uno de ellos es la inhibicion de la
condensacion de la heterocromatina potencialmente inactiva (Heterocromatina
constitutiva y facultativa, bandas G positivas) que ocurre en la primera genera-
cion de células solo a pocas horas luego de la incubacién con el analogo (Haaf,
1995),

Después de solo un ciclo de replicacion se reduce la metilacién de la cromatina
y la mayoria del ADN es hemimetilado. Para que ambas hebras estén desmeti-
ladas se requieren dos ciclos de replicacion y ocurre en el 50% de las células
en division (Haaf, 1995).

Para las observaciones de despiralizacion de la cromatina en bibraquiados y
cromosomas sexuales, se utilizaron dos concentraciones 1,0mM y 2,5 mM, ac-
cionando al final de G,. Se determinaron tres niveles de accion de la 5-aza-C,
en las placas metafasicas segun los criterios mencionados anteriormente en
resultados (Figura 8).

Para la concentracion de 1,0mM, 2hrs en la muestra sanguinea 1 evidencié un
41,5% de metafases inducidas observandose un 42,4% de metafases induci-
das para la muestra sanguinea 2. Los resultados fueron similares, teniendo en
cuenta que las dos hembras pertenecen a establecimientos diferentes (Villa
Dolores y San Miguel) (Tabla 9). Al discriminar los 3 niveles de accion de la

induccion, dentro de las metafases con induccidon, se encontraron diferencias.
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El nivel 2, considerado el 6ptimo para cada concentracion, resulté ser menor en
la muestra 2 (21,4%) con respecto a la muestra sanguinea 1 (37%) (Tabla 9).
Para la concentracién de 2,5mM, 2hrs, los resultados fueron similares a la
concentracion anterior de 1,0mM en cuanto a porcentaje de metafases induci-
das en el cultivo (comparandola con la muestra sanguinea 1). La concentracion
de 2,5mM, 2hrs sélo se analizé en la muestra 1 evidenciandose un 42,7%, de
metafases inducidas. En relacion al nivel 2 se observé induccion en el 25% de
las células (Tabla 10). Sin embargo a esta concentracién (2,5mM, 2hrs.) se ob-
serva un 28,2% de metafases inducidas para el nivel 3 a diferencia de lo obser-
vado con la concentracién de 1,0 mM (18,6% de metafases inducidas) (Tablas
9 y 10). Consecuentemente a mayor concentracion el efecto de la 5-aza-C pre-
senta tendencia a la pulverizacién. Estos resultados preliminares tienden a
apoyar concentraciones entre 1,0mM y 2,5mM, 2 hrs., tendiendo a ser mas
concentrada que la optimizada para bovinos con el mismo tiempo de tratamien-
to (Haaf y Schmid, 2000).

En relacion al cromosoma X se observo despiralizacién especialmente en el
nivel 2. En este nivel, se observa la despiralizacion del probable cromosoma X,
mientras que su homoélogo permanece casi inalterado (Fig. 9).

Este corresponde al cromosoma de replicacion tardia que habria sufrido deme-
tilacion utilizando estas dos concentraciones de 5-aza-C incorporada en el per-
iodo G; del ciclo celular. Esta expresion ocurre en regiones con citocinas meti-
ladas, ya que el analogo de base actua sobre la enzima ADN metiltransferasa
inhibiendo la metilacion del ADN, bloqueando la accion de los grupos metilos y
por lo tanto se observa una amplia despiralizacién de esta heterocromatina fa-
cultativa “condicional” (Haaf, 1995; Haaf y Schmid, 2000; Holmquist y Ashley,
2006). Al ser incorporada 2 horas antes del sacrificio del cultivo estaria ac-
tuando sobre el final de G, momento de condensacién de aquella cromatina
replicada tardiamente. Evidentemente, estos resultados se encuentran funda-
mentados por la hipétesis de Lyon para asegurar la compensacién de dosis a
nivel poblacional entre hembras que tiene dos cromosomas X y machos que
tiene un X en mamiferos (Lyon, 1961, 1972).

Tanto para la concentracion de 1,0mM como la de 2,5mM adicionado al final de
G, se observaron regiones descondensadas en cromosomas bibraquiados que

incluyen regiones proximales al centromero, intersticiales y proximales al tel6-
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mero. La accion de este inductor demetilante, permite diferenciar regiones de
heterocromatina constitutiva y facultativa probablemente portadora de genes
tejido especifico. Cuando se observa despiralizacién en el X inactivo (Figura 9)
en las metafases y también despiralizacion en autosomas es probable que si se
desmetila la heterocromatina facultativa del X inactivo también se observen
regiones despiralizadas de replicacion tardia, que podria ser heterocromatina
facultativa, en regiones de cromosomas bibraquiados.

En suma, estos resultados preliminares alientan a continuar con estudios cito-
genéticos y moleculares, para explicar el significado biolégico de estas regio-
nes inestables observadas mediante afidicolina 0,3uM y su relacion con la bio-
diversidad, ambiente, produccion y reproduccion eficiente de los ovinos Crio-
llos. Se deberia realizar un estudio a nivel poblacional, para poder especificar si
estas regiones inestables, representarian sitios fragiles. Dicha informacion
puede ser de un gran valor como dato para realizar estudios posteriores en la
evolucion del cariotipo y gendmica comparativa de esta especie.

Estudios que permitan profundizar tratamientos con 5-aza-C, para poder obser-
var que concentracion es 6ptima para revelar la descondensacion de regiones
de heterocromatina facultativa en bibraquiados y relaciones epigenéticas que
llevan a la expresion génica, dinamica y remodelacion de la cromatina. Final-
mente se deberia estudiar el sexo macho a los efectos de comparar ambos

SeXo0s.
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VII. ANEXO.
*!preparacion de la afidicolina (PM=338.5)

Solucién madre
1mg APC + 10 ml EtOH= 0.3 mM= 300 pM

Solucién de trabajo
A 100 pl de la solucién madre, se agregan 900 ul de medio de cultivo (TC199).

Concentracion de solucién de trabajo: 30 uM.

*1 Calculos para obtener APC (0,30uM) en un tubo con 5mL de sangre, partien-
do de una solucién madre de APC (300uM).

[ ]i-Vi=[ ]f.Vf
V; =0,3uM . 5000uL = 50uL
30uM

*2 Preparacion de la 5-azacitidina-C (PM=244,2)

Soluciéon madre

Un vial liofilizado conteniendo 100mg de 5-aza-c se reconstituye en 10ml de
medio de cultivo. Se obtiene de esta forma una solucion de 10mg/ml

Solucién de trabajo

*2 Calculos para obtener 5-aza-C (1,0mM y 2,5 mM) en un tubo con 5mL de

sangre, partiendo de una soluciéon madre de 5-aza-C (10mg/ml).

1 mol = PM 5-aza-C = 244,2mg/ml
1mM__0,2442mg/ml

[ T-Vi=[ I Vs

Vi= 0,2442mg/ml . Sml =0,1221ml ~ 122l
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1,0mM 122uL
2,5mM 305 uL

*3 Preparacion choque hipoténico con KCI 0,075M:

Se mezcla 2,78 gr KCl y 500mL de ddH,O, para llegar a500mL de solucion.

*4 Solucién de Giemsa madre:

Mezclar 1g de Giemsa en polvo con 66ml de metanol homogenizando adecuadamen-
te, luego lentamente se agregan 66ml de glicerol sin dejar de agitar la solucion. Una
vez que la mezcla se encuentra homogénea se lo ingresa a estufa a 40°C durante 24
horas. Ya transcurrido este tiempo se lo filtra (con filtro de papel) dentro de la estufa a

la misma temperatura.

*5> Tampon fosfato Sorensen (ph=6.8):

Se preparan por separado dos soluciones. Primero se disuelven en 9,08 g de KH,PO,4
(fosfato de potasio) en 50.8ml de ddH,O. Segundo se prepara 49,2ml de ddH,O con
11.8g de NayH PO, (fosfato monosdédico), para un volumen final de 100ml.

Finalmente se mezclan ambas soluciones, bien homogeneizadas, obteniendo asi el
buffer con el pH deseado (6.8).

Ambas soluciones deben conservarse en la heladera (4°C).

*® Preparacion de tripsina 0,025M:
La solucion stock de tripsina es de 250mg en 100ml PBS. Luego se toman 4ml de so-

lucion stock y se llevan a 50ml en PBS.
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