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RESUMEN

El objetivo de esta tesis de grado fue analizar mediante estudios genéticos
moleculares, un caso clinico de un potrillo de raza arabe que presentaba

sintomas compatibles con Abiotrofia Cerebelar (AC).

La AC es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a las células de
Purkinje del cerebelo, produciendo principalmente dificultad en el equilibrio y la

coordinacion de los animales.

Esta patologia se trata de un problema hereditario autosomico recesivo, situado
a nivel del ADN en el cromosoma 2 (ECA2). Es una mutacion puntual clasificada
como Polimorfismo de Nucle6tido Simple (SNP), donde una guanina (G) cambia

por una adenina (A) en el exén 4 del gen TOE 1.

En este estudio, se analizaron muestras de sangre del potrillo, de su madre y de
siete caballos arabes, empleando un kit comercial para la extraccién del ADN. El
objetivo fue realizar un analisis molecular mediante PCR y secuenciacion de la
mutacion, ademas de llevar a cabo estudios in silico para evaluar su impacto en
la proteina utilizando programas bioinformaticos de distribucién libre. Los
hallazgos clinicos fueron validados mediante estudios moleculares. Estos
resultados permitieron confirmar la presencia de la mutacion responsable, tanto
en el potrillo (homocigoto) como en la madre (portadora) asi como en otro equino
estudiado (portador). Aunque ya existian antecedentes sobre la existencia de
AC en Uruguay, éste constituye el primer diagnostico en el pais que confirma
oficialmente la presencia de la enfermedad mediante técnicas moleculares de
ADN.



SUMMARY

The aim of this thesis was to analyse, through molecular genetic studies, a clinical
case of an Arabian foal that presented symptoms compatible with Cerebellar
Abiotrophy (CA).

CA is a neurodegenerative disease that affects the Purkinje cells of the

cerebellum, mainly causing difficulty in balance and coordination in animals.

This pathology is an autosomal recessive hereditary problem, located at the DNA
level on chromosome 2 (ECA2). It is a point mutation classified as a Single
Nucleotide Polymorphism (SNP), where a guanine (G) is changed to an adenine
(A) in exon 4 of the TOE 1 gene.

In this study, blood samples from the foal, its mother and seven Arabian horses
were analysed, using a commercial kit for DNA extraction. The objective was to
perform a molecular analysis using PCR and sequencing of the mutation, in
addition to carrying out in silico studies to evaluate its impact on the protein using
freely distributed bioinformatics programs. The clinical findings were validated by
molecular studies. These results confirmed the presence of the responsible
mutation, both in the foal (homozygous) and in the mother (carrier) as well as in
another equine studied (carrier). Although there were already antecedents about
the existence of AC in Uruguay, this is the first diagnosis in the country that

officially confirms the presence of the disease using molecular DNA techniques.



1. INTRODUCCION

La abiotrofia cerebelar (AC) se ha descrito en diferentes especies, incluyendo
caninos, ovinos, bovinos y equinos (Brault et al., 2011a). También se ha
observado en felinos y suinos (Green & Mayhew,1990). En Uruguay, en 2024 se
publicd una tesis sobre AC en caninos pit bull terriers (Menchaca, 2024).

En equinos la AC se presenta principalmente en caballos arabes y sus razas
derivadas. Esta afeccion generalmente afecta a potros menores de un afio,
siendo més frecuente entre el nacimiento y los seis meses de edad (Scott et al.,
2016). Sin embargo, lo mas comun es que se manifieste entre las seis semanas

y los cuatro meses de vida (Sadaba et al., 2016).

Se trata de una enfermedad neurodegenerativa causada por una mutacién en el
ADN que afecta a las células de Purkinje del cerebelo, produciendo
principalmente problemas en el balance y la coordinacion de los animales
afectados (Scott et al., 2017).

Los signos clinicos observados incluyen ataxia, movimientos exagerados en los
miembros anteriores, temblores de la cabeza, falta de respuesta a la amenaza,
busqueda de mayor base de sustentacion, caidas frecuentes, y dificultad para
incorporarse desde posiciones de decubito (Mc Auliffe & Slovis, 2011).

Estos signos son consistentes con la pérdida de las neuronas de Purkinje, y una
desorganizacion de la estructura de las tres capas del cértex cerebeloso
(Cavalleri et al., 2013; Sadaba et al., 2016; Scott et al., 2017).

En cuanto al momento de la manifestacion clinica, los potrillos neonatos pueden
no presentar sintomas. A medida que avanza la degeneracion de las células de

Purkinje, los signos clinicos asociados comenzaran a ser mas evidentes.

En estos animales se ha identificado, a nivel del ADN, una mutacién puntual
en el cromosoma 2 (ECA 2) especificamente un Polimorfismo de Nucle6tido
Simple (SNP) en el gen TOE 1, donde una guanina se reemplaza por una
adenina (ECA2:13074277G>A). Esta mutacion afecta la expresion del gen
MUTYH, lo que indica que se trata de un problema hereditario donde hay

solapamiento de los dos genes mencionados (Brault et al., 2011a; b).



Un animal normal presenta dos copias del alelo normal N con un genotipo N/N
(homocigota). En un animal portador las copias son diferentes, una es normal
y la otra presenta la mutaciébn mencionada, lo que da como resultado el
genotipo N/AC (heterocigota). Cuando la patologia esta presente, ese animal
va a presentar genotipo AC/AC. Al tratarse de una enfermedad autosdmica
recesiva (en brazo corto del cromosoma ECA2) ambas copias alélicas deben
ser iguales para que se presente la patologia. Al cruzar dos animales
portadores de la mutacion (heterocigotas N/AC) hay un 25% de probabilidad
de que el potrillo nacido sea AC/AC (homocigota para el alelo mutado), y
desarrolle la patologia (Brault et al., 2011a; b). En la base de datos Online
Mendelian Inheritance in Animals, OMIA la patologia figura con el nimero
OMIA:000175-9796 donde los seis primeros numeros identifican a la patologia

y los cuatro ultimos a la especie (Durward et al,.2024).

A nivel internacional, hay laboratorios de Universidades como la de Davis
California, USA que ofrecen servicios de diagnéstico molecular de animales

portadores de la mutacion (https://vagl.ucdavis.edu/cerebellar-abiotrophy;

Sadaba et al., 2016). Conocer el genotipo del animal, es fundamental, ya que
permite prevenir el nacimiento de equinos afectados por esta enfermedad. En
esta tesis de grado se llevaron a cabo los primeros estudios moleculares sobre

esta patologia en equinos arabes en Uruguay.


https://vgl.ucdavis.edu/cerebellar-abiotrophy

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cerebelo

El cerebelo, se localiza en el cuarto ventriculo. Su anatomia esta compuesta por
circunvoluciones y se divide en una protuberancia central conocida como vermis
y en dos hemisferios cerebelosos. El vermis se localiza en la region caudoventral
(Koing et al., 2011), y alberga la mayoria de las funciones cerebelosas
relacionadas con el control de los movimientos musculares del eje corporal que

incluye el cuello, el dorso, y la cadera.

A cada lado del vermis se extiende un hemisferio cerebeloso que se divide en
una zona intermedia o paravermal y una zona lateral. La zona paravermal esta
asociada al control de las contracciones musculares de las extremidades (patas
y manos) del lado contrario del cuerpo. Sin embargo, las zonas laterales, se
vinculan con la preparacion de los movimientos que el animal esta a punto de

realizar (Carmona, 2018).

En su extremo rostral, el cerebelo se conecta con el tegumento del mesencéfalo
a través de los pedunculos cerebelosos. En la region ventrolateral, se une al
puente mediante los pedunculos cerebelosos medios, mientras que en el sector
caudal se comunica con la médula oblonga a través de pedunculos cerebelosos

caudales.

La funcion principal del cerebelo es mantener el equilibrio y coordinar los
impulsos que se dirigen hacia la musculatura esquelética, regulando asi la

motricidad en su totalidad. (Koing et al., 2011).

En los animales domésticos, el cerebelo se divide en 3 I6bulos: rostral
(neocerebelo), caudal (paleocerebelo), y floculonodular (arquicerebelo). Este
ultimo es el mas primitivo de todo el cerebelo y funciona en colaboracion con el

aparato vestibular del oido interno, en el control del equilibrio (Carmona, 2018).
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Figura 1. Corte medial del encéfalo de un equino. (Imagen extraida de Koing HE
et al., 2011).

2.2 Patologias con base genética que afectan al cerebelo equino

En animales domésticos tenemos patologias congénitas y adquiridas, y por otro
lado enfermedades neurodegenerativas hereditarias que afectan al cerebelo
(Lahunta & Glass, 2009). Sobre las patologias del cerebelo de origen congénito
y/o hereditario en equinos se encuentran la hipoplasia cerebelosa y la abiotrofia
cerebelar. En las hipoplasias cerebelosas de tipo congénito con base genética,
el cerebelo no presenta un desarrollo completo y los animales afectados
presentan sintomatologia clinica como falta de coordinacién en la marcha,

trastornos del equilibrio y dificultad para la movilidad (Willis et al., 2024).

La abiotrofia cerebelar es una alteracién neurodegenerativa hereditaria, que fue
descrita por primera vez en el @&mbito de la medicina veterinaria a finales de los
afios 60 (Brault et al., 2011). Dentro de las enfermedades hereditarias que
afectan a los animales domésticos, se encuentra la abiotrofia cerebelar
(cerebellar abiotrophy, AC), conocida como “ataxia o abiotrofia cerebelosa”. El
término “abiotrofia” proviene del griego, donde “a@” significa ausencia, “bios” se
traduce como vida y “trofia” se refiere a la sustancia del cerebelo, en particular
neuronas cerebelares. Esta condicion es el resultado de la degeneracion y
agotamiento de las células de Purkinje, y de las células de la capa granular. En
distintas especies domésticas (perro, equino) se ha observado disminucién de
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células de la capa granulosa, astrogliosis y pérdida de células de Purkinje
(Verdes y Yamasaki; 2022).

En equinos se presenta en caballos arabes puros y sus cruzas, asi como en
diversas razas de ponies, incluyendo el Gotland ponie, Oldenburg Light horse,
Eriskay pony y Americans Miniature horse, entre otras razas (Green S & Mayhew
I, 1990). Se manifiesta clinicamente a través de sintomas como ataxia, temblor
de cabeza, incoordinacion, dismetria, hipermetria, pérdida de percepcion del
espacio, pérdida del balance: afectando el equilibrio y la postura. También se
observan pedaleos exagerados de los miembros anteriores, y una respuesta
desmesurada ante situaciones de amenaza. (McAuliffe & Slovis, 2011; Scott et
al., 2017).

Se documento el caso de una yegua de 19 afios que, a pesar de ser homocigota
para la AC, se consider6 asintomética durante toda su vida. La yegua no
presentd signos tipicos como ataxia ni otros caracteristicos de la enfermedad.
(Scott et al., 2017).

La AC, esta asociada con diferentes isoformas del gen MUTYH en diversas
especies, incluido el ser humano. Se han identificado multiples isoformas de
MUTYH en ratones, ratas y humanos, las cuales se localizan de manera
diferencial en el nacleo o en las mitocondrias. Esta diversidad de isoformas
contribuye a que la abiotrofia se exprese a través de diversos cuadros clinicos,
que varian en su gravedad y que, en algunos casos, son compatibles o0 no con

la vida. (Jimenez et al.,2020).

La degeneracion de las células de Purkinje da lugar a la aparicion de signos clinicos,
lo cual puede ocurrir desde los pocos dias después del nacimiento hasta
aproximadamente los seis meses de edad, siendo lo mas comun que se presente

entre las seis semanas y los cuatro meses de vida (Sadaba et al., 2016).
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Figura 2. Corte transversal de la corteza cerebelosa de un equino normal en comparacion
con un equino afectado de abiotrofia cerebelosa. En el equino con AC se observa un
adelgazamiento de la capa molecular, ausencia de células de Purkinje y disminucién de las

células de la capa granular (Imagen extraida de MacKay, 2008).

2.3. Genoma equino y Genética de la Abiotrofia Cerebelar

El primer borrador completo del genoma equino se publico en la revista Science en el afio
2009, siendo el genoma de referencia el de una hembra de la raza Pura Sangre que se
encontraba en la Universidad de Cornell y se llamaba “Crepusculo”. Este genoma tiene un
tamafio aproximado de 2.4 Gb y contiene 20.449 genes codificantes distribuidos en una
dotacién de 2n=64 cromosomas, con un par sexual XY como en los mamiferos domésticos
(Llambi & Arruga, 2018).

En la siguiente figura se brindan una fuente de direcciones web vinculadas al desarrollo y
evolucién del genoma equino siendo de interés para aportar una mayor profundizacion al
conocimiento del mismo.
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Pdginas Web sugeridas

http:/ /wwwensemblorg/Equus_caballus/Info/Index
https:/ /wwwukyedu/Ag/Horsemap /

hnpﬁ:_f [ arw w.h-rUudinﬁt[tutt.urg_f h [J-I:it_.'"lhurﬁt-gt nome-project

https:/ /wwwgenome.gov/20519480 / 2007-release-horse-genome-assembled/

Figura 3. Direcciones web relacionadas con el genoma del equino. (Imagen extraida de
Llambi & Arruga, 2018).

En el afio 2011 se identifica y asocia a una mutacion puntual con la AC en equinos arabes

observandose una alteracion en la expresion del gen MUTYH (Brault et al., 2011).

La AC se hereda de manera autosdmica recesiva y se ha asociado con una mutacién G/A
en el exén 4 del gen TOE 1 (figura 4), en proximidad al inicio de la secuencia del gen
MUTYH. Esta mutacion produce un cambio aminoacidico arginina/histidina que podria
tener un impacto funcional sobre el producto proteico TOE 1. Sugiriendo también que esta
mutacion podria afectar la regulacion transcripcional del gen MUTYH (Scott et al., 2016). El
gen TOE 1 codifica para una proteina con funcidon de exonucleasa blanco de EGR1
(tamafio de 509 aminoacidos) de acuerdo a la base de datos

https://www.uniprot.org/uniprotkb/F6UV52/entry. Actla en la catélisis de moléculas de

ARN, procesamientos de ARN pequefos localizados en el nucleo celular (precursores de
ARN mensajeros) (Scott et al., 2016).
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Exons TOE1exons All exons in this region

Variants smUTR 5 '

Markup loaded

CCCTCCTTACCCCCA -GTGGTGTCAGCMAAGCACAAAATCTOGGGAOGAGCTAGT
AGTCCAGGT TCCTGTCGTGGATGTOCAAAGTWAACH‘CAAGGAGAT’OTGOCCAT@CT
TCTGCTGGCCATMAAACAGCTAGCTTCGTGGCTGTGGACAC

Al

G/A

GACACTCCTAccmccmccmmmccmmmmmcra
(C/T Forward  pcancoARAATCTGTGCAGTTCCTOOTGCAGCATGOCTTCAACTTCAACCGGCAGTACG
strand) CCCAGGGTATCCCCTACCACARGGGCAACGACARG ACACTGCC

Codigo para variante sin sentido

Figura 4. Secuencia parcial del gen TOE 1. La flecha nos indica la secuencia

del ex6n 4 y el circulo rojo el lugar de la mutacion puntual (R=G/A). (Imagen

extraida y modificada de la base

https://www.ensembl.org/Equus caballus/Info/Index).
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Figura 5. Region del mapeo genético donde se localizan los genes TOELl y
MUTYH relacionados a la abiotrofia cerebelosa equina en el cromosoma
ECAZ2, y se observa su estrecha relacion (Imagen extraida de Brault L et
al., 2011a).

2.4 Importancia del Estudio en Equinos de Raza arabe

Los sintomas de la enfermedad tienden a ser progresivos, agravando la situacion con el
tiempo. Los potros afectados pueden lesionarse a si mismos o a sus cuidadores; por lo que

se recomienda la eutanasia y la posterior necropsia como método de diagndéstico.

El diagndstico definitivo se realiza mediante estudios anatomopatoldgicos, histopatolégicos,
asi como mediante técnicas de diagnostico molecular con ADN (Brault et al., 2011 a, b;
Green S & Mayhew, 1990).

Los hallazgos patoldgicos incluyen la degeneracién de las neuronas de Purkinje y de las

células asociadas en el cerebelo, lo que resulta en una desorganizacion de las capas
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granulares y moleculares del cerebelo. También se observa una reduccion en el tamafio y
alteracion en la morfologia celular (Sadaba et al., 2016). Una de las principales formas de
poder prevenir la AC es conociendo el genotipo de los animales y por ende si son
portadores de la mutacion. De esta manera, podemos realizar cruzamientos dirigidos para
prevenir la cruza de heterocigotas, y asi evitar tener un 25% de probabilidad de que la
descendencia sea homocigota y manifieste la AC. Por otra parte, el 50% de la descendencia
de este tipo de cruzamiento seria probabilisticamente heterocigota (portadores de AC),
transmitiendo la mutacion a futuras generaciones, aunque permanezcan asintomaticos. Por
otro lado, si cruzamos homocigotas normales con heterocigotas portadores generarian un
50% de portadores de AC. La Arabian Horse Association dentro de sus reglamentos no
admite que si sus miembros conocen el genotipo de sus animales, los ofrezcan conociendo
gue son portadores de AC y de otras patologias hereditarias (inmunodeficiencia combinada
grave, sindrome del potro lavanda, malformacion occipitoatlantoaxial, paralisis peridédica

hipercalémica) sin poner en conocimiento a todas las partes de la transaccion.

De esto se desprende la importancia de conocer el genotipo para AC como medida de

monitoreo de la patologia.
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3. HIPOTESIS

La mutacion en el gen TOE 1, asociada con la abiotrofia cerebelar, ha sido identificada en

caballos de raza arabe en Uruguay.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Analizar la secuencia del gen TOE 1 (exdn 4) que contiene la mutacion responsable y los
efectos in silico de la exonucleasa codificada por el gen en caballos de la raza &rabe en

Uruguay.
4.2 Objetivos especificos

Realizar el disefio de primers, amplificacién por PCR en tiempo final y secuenciacion del

fragmento del gen que contiene la mutacion.

Analizar la region del polimorfismo en las secuencias amplificadas utilizando programas

bioinformaticos.

Evaluar in silico la estabilidad estructural y funcional de la proteina codificada por el gen
TOE 1.

Validar el diagndstico del caso clinico mediante el servicio de genotipado.

18



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Descripcion del caso clinico

El caso en estudio corresponde a un potrillo macho de raza arabe, que present6
sintomas neuroldgicos a los 40 dias de edad. El animal se ubicaba en un

establecimiento en el Departamento de Colonia, Uruguay.

La Dra.MV Laura de Ledn, quien presento el caso clinico y remitio las muestras
a la Facultad de Veterinaria, informé que el exdmen objetivo general reveld
parametros dentro de los rangos fisioldgicos, con un desarrollo 6seo y una

conformacién esquelética adecuada, y presencia de funciones vitales.

En el examen neuroldgico se observo hiperexcitabilidad, temblores musculares
mas exacerbados en la region del cuello, hiperextension de los miembros
anteriores durante el trote, ataxia leve en miembros posteriores e incoordinacion
de leve a moderada. Ademas se registraron movimientos de hiperreflexia al
examen de mucosas, cabeza y cuello. Las fasciculaciones musculares se
intensificaron en pocos dias, agravando los sintomas en el correr de una semana
donde la médico veterinaria tratante decidio proceder con la eutanasia del potrillo
afectado, y la posterior necropsia; siguiendo las normas de bienestar animal

correspondientes (anexo 1).
5.2. Poblacion de animales

Se trabaj6é con 9 muestras sanguineas de equinos arabes, remitidas del mismo
establecimiento. Cada muestra tenia un volumen de 2 ml y se recolectaron con
EDTA como anticoagulante. Estas muestras correspondian al potrillo afectado,

su madre, y siete caballos arabes puros.

El padre del potrillo era portador de la mutaciéon de AC, segun el genotipado
realizado con el catalogo de semen (comunicacion personal del responsable del

establecimiento).

También trabajamos con un control negativo, muestra de ADN de un animal sano

perteneciente al banco de genética de la Facultad de Veterinaria.

5.3. Extraccién de ADN gendmico
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En el Laboratorio de la Unidad de Genética y Mejoramiento Animal, realizamos
la extracciéon del ADN gendmico utilizando el kit comercial Quick-gDNA™

MiniPrep, segln las indicaciones del fabricante.

El ADN aislado fue cuantificado estudiando su concentracién y pureza con el

espectrofotometro Nanodrop™ ND1000.

5.4. Disefio de primers, amplificacion por PCR y secuenciacion de una

region del exon 4 del gen TOE 1

Se estudiaron las secuencias y variantes del gen TOE1, disponibles en un

programa de libre acceso: www.ensebl.org.

A partir de la identificacion del sitio de mutacion, se disefié un par de cebadores
especificos (5’-3’) para amplificar una region del gen TOE1 de 460 pb mediante
PCR. Este disefio se realiz6 utilizando el programa Primer3Plus disponible

en:https://primer3plus.com/ y Primer Blast, disponible en:

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast.

Primers o cebadores que se disefiaron para la técnica de diagndstico:
TOE1 Forward 5’ TAGGAACTGAGTGGGCTTGGY’

TOE1 Reverse 5CATGCACAACAGGGTCAGATY’

Con esta herramienta de software, pudimos seleccionar un par de cebadores
gue se ajustaran de manera Optima a todos los parametros establecidos,
definiendo asi la secuencia de interés, la ubicacion de la mutacion, el tamafio, y

la temperatura.

La amplificacion de la secuencia a analizar se llevo a cabo mediante la técnica
de PCR atiempo final, utilizando el juego de primers disefiado previamente. Para
este proceso, se utilizd el termociclador Multigene II. Para llevar a cabo esta
técnica se utilizaron los siguientes componentes: 12.4 ul de agua destilada, 2 pl
de ADN, 0.6 pl del juego de primers TOE 1 (forward y reverse), y 15 pl ImmoMix

™ “obteniendo un volumen total de 30 pl.
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Se utiliz6 un programa de amplificacion clasico que consistio en una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos,
annealing a 56°C durante 30 segundos, y una extension (elongacién) a 72 °C
durante un minuto. La temperatura empleada para la extensiéon se mantuvo a

71°C por 5 minutos.

El siguiente paso consistio en verificar si el PCR habia generado el fragmento
de ADN esperado, mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, utilizando

la tincién GoodViewTM.

Se reservo un pocillo del gel para el marcador de peso molecular, un estandar
de referencia que contiene fragmentos de ADN de longitudes conocidas. Tras la
separacion de los fragmentos, se examind el gel en un transiluminador para
detectar el tamafio de las bandas. El tamafio de los amplicones se comparo con
un estandar de referencia que es una escalera de fragmentos de ADN de
longitudes  conocidas (NZYDNA  Hyperladder V, 100-1000 bp,
https://www.nzytech.com/).

Los productos de amplificacidén se enviaron a la empresa Macrogen (Corea) para

Su secuenciacion en las direcciones forward y reverse.

5.5. Andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas y efecto de la
mutacion sobre el producto proteico

Una vez obtenidas las secuencias, se alinearon utilizando el programa
informatico de distribucién libre BioEdit, disponible en:

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html.

Se recortaron las regiones flanqueantes del ADN secuenciado y a continuacion
se llevé a cabo el alineamiento, en el cual incluyé la secuencia de referencia del
genoma equino disponible en

(https://www.ensembl.org/Equus caballus/Info/Index).

Para el estudio del efecto que produce la mutacion del gen TOEL,
(ECA2:13074277G>A) a nivel de la proteina codificante (exonucleasa blanco de
EGR1), donde se produce un cambio de aminoacido Arginina por Histidina en

posicion 95, se utilizaron los siguientes programas bioinforméaticos on line de
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distribucion libre. Para estudiar la proteina se utilizo la base de datos on line,
UniProt SWISS-Prot 2010-09 (https://www.uniprot.org/).

1.- Programa SIFT Sorting Intolerant From Tolerant, https://sift.bii.a-star.edu.sg/

2.-Programa PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping V2),
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/.

3.- Programa i mutan 2.0 https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html.
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6. RESULTADOS

6.1. Estudios moleculares
Se logro extraer ADN, obteniendo valores de purezay concentracion aceptables.

A continuacién, se presentan la cuantificacion y mediciones realizadas para la

muestra P (potrillo), M (madre).

MUESTRAS 260/280, (relacion 260/230, ng/ ul
ADN-proteina) (relacién ADN-
ARN)
Potrillo(P) 1,82 0,58 24,9
Madre (M) 2,09 1,70 29,6

Los valores obtenidos de las 7 muestras restantes estuvieron dentro de los
rangos: 260/280: 1.6-1.9; 260/230: 0.6-1.5.

6.2.1. Resultados de PCR

Mediante la técnica de PCR se logré amplificar el tamafio esperado de acuerdo

al disefio de primers de 460 pb en las muestras de ADN (figura 6).

Figura 6. Gel de agarosa al 1.5 % donde se observan los productos de la

amplificacion por PCR. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular

23



(Hyperladder). Carriles 2 al 10 son muestras de ADN de caballos arabes
amplificadas por PCR (460 pb). Carril 11, corresponde al control negativo de
PCR (mezcla de mix sin ADN).

6.2.2. Resultados de la secuenciacién y programas de alineamiento

Alineamiento en BioEdit de las secuencias (M: madre, P: potrillo y 7 muestras de
equinos arabes). Se realiz6 un analisis de las variantes obtenidas en la
secuenciacion, las cuales fueron alineadas, incluyendo la secuencia descrita en
la base de datos del NCBI (Centro Nacional para para la Informacion
Biotecnoldgica), permitiéndonos comparar dichas variantes con esta secuencia

de referencia (Figura 7).
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Figura 7. Alineamiento de la secuencia amplificada del gen TOE 1. Secuencia
de caballos arabes numeradas como 2, 3, 4,7, 15, 16, 17 (7 animales); M, madre
del potrillo, P, potrillo (caso clinico), NCBI secuencia de referencia del genoma
equino (https://www.ensembl.org/Equus_caballus/Info/Index). La flecha indica el
sitio de mutacion (SNP, ECA2:13074277G>A) donde se puede observar que en

la muestra del caso clinico hay un cambio de G a A.
6.2.3. Cromatogramas

Al analizar los cromatogramas respectivos de las secuencias se identifico que el
potrillo (caso clinico problema) era homocigota para la mutacion (genotipo AA)
mientras que la madre resultd ser heterocigota portadora (genotipo AG). De las
7 muestras restantes de caballos arabes, 6 de ellas presentaron genotipo
normal homocigotas GG mientras que una muestra (animal 17) presento

genotipo heterocigota portador (AG).
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A continuacion se observa el genotipado de cada individuo, teniendo en cuenta

el resultado de los cromatogramas.

Cromatogramas potrillo (primer forward)

AC C C A3 ¥ €C 3

Figura 8. Se observa un unico pico verde (A). Esto nos indicaria que el animal
es homocigota para la mutacion, ya que si fuese heterocigota se observarian dos
picos superpuestos, uno de color negro (G) y otro verde (A). Sin embargo,
aparecen dos lineas azul y roja que parecen superponerse, pero no forman picos
definidos. Por esto es necesario observar el cromatograma de las dos

secuencias del potrillo.

Cromatogramas potrillo (primer reverse)

A G A A T G G R

Figura 9. Para el primer reverse la calidad de secuenciacion para esta muestra
es mejor. En el lugar de la mutacion se observa un uUnico pico rojo,
correspondiente a timina, confirmandose que el potrillo es homocigota para la
mutacion. Si el animal fuese heterocigota, se observarian dos picos

superpuestos, uno de color azul (C) y otro rojo (T).
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De esta forma, se logra el objetivo del desarrollo de una técnica diagnostica
(confirmada también a través del genotipado realizado por la Dra. Cecilia

Penedo).

Cromatogramas de la madre del potrillo (primer forward)

G _ e G C G T T C ! A

f v N/ ‘./'\‘ "W A
| /\ /\\ /\ [V /&a\' 18
LIAANANON MINK

Figura 10. En el sitio estudiado se observan dos picos superpuestos, uno de

color negro, correspondiente a guanina, y otro verde que corresponde a adenina.
Este resultado indica que la madre del potrillo es heterocigota (GA). Esto se

confirma al analizar la segunda secuencia de la madre:

Cromatograma de la madre del potrillo (primer reverse)

A G A A C G G G T

Figura 11. Se observa dos picos superpuestos, uno de color azul,
correspondiente a citosina, y otro rojo que corresponde a timina. Este resultado

confirma que la madre del potrillo es heterocigota (CT para esta hebra).
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Muestra 17 (para primer forward en A y reverse en B)

AC C € 8T T CZT AD &AKC G G0

A B

Figura 12. En ambos cromatogramas se observan dos picos superpuestos en el

sitio analizado, indicando que el animal 17 es heterocigota (GA o CT).

6.2.4. Resultados del analisis de la sustitucion del aminoacido en la

proteina exonucleasa blanco de EGR1.

Con respecto al efecto del cambio de aminoacido producido por la mutacién
(G/A) al cambiar el codon (cGt cambia a coddn cAt), en la proteina exonucleasa
blanco de EGR1 se produjo un cambio de Arginina por Histidina en la posicion
95. Con el programa SIFT se obtuvo una puntuacion de 0.13 que significa que el
cambio de aminoacido es “tolerado”, mientras que sustituciones con
puntuaciones < 0.05 se consideran “perjudiciales” (se alteraria la funcion de la

proteina). Con el programa PolyPhen-2 se obtuvo un resultado de 0.991 que

indicaria un cambio que produciria “dafo” (Figura 13).

PolyPhen-2 report for FEUV52 RO5H
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

FEUVS2 95 R H exonuclease OS=Equus cabalius OX=9796 GN=TOE1 PE=3 SV=1
Results
|+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406

HumDiv

This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.991 (sensitivity. 0.71, specificity. 0.97)
G.I.Ol: 6,20 .40 0,68 o808 1,68

[#] HumVar
Details
4| Muttiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
[+] 3D visualization PDB/DSSP Snapshot 25-May-2021 (178229 Structures)
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Figura 13. Resultado obtenido con el programa PolyPhen-2 donde se observa
un score del cambio aminoacidico de 0.991 (zona roja del gréafico) indicando un

probable dafio de la proteina. En PolyPhen-2, los valores mas cercanos a 1 se

predicen como “perjudiciales” y es opuesto a la escala del programa SIFT.

Con el programa | mutan 2.0 se obtuvo un valor de DDG (energia de Gibbs) de

-0.45 que estaria aportando informacion sobre que la mutacién produciria un

pequefio efecto estabilizador sobre la estructura de la proteina. Un DDG < O:

Estabiliza la proteina (Figura 14).

Contact us

Last Update 27/12/06

I-Mutant v2.8
Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations

SEQ File: fileseq.txt

Position WT WEW DG pH T
95 R H -B.45 7.8 25

e) in Kcal/mol

T:
pH:  -log[H+]

* Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2005). I-Mutant2.@: predicting *
* stability changes upon mutation from the protein sequence or structure.
i ]

* http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant2.8/I-Mutant2.8.cgi *
- -

Figura 14. Resultado del analisis del cambio aminoacidico con el programa |

mutan 2.0.
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos de la muestra M, correspondiente a la madre del potro
sintomatico con AC, indican que el animal es portador de la mutacién. La madre
fue cruzada con un semental que también habia sido reportado como portador
de AC (datos del catalogo), lo que di6 como resultado el nacimiento de un potrillo
con AC (diagndstico clinico y genético) que presentd genotipo homocigoto
recesivo (dos copias del alelo mutante). Esto estaria de acuerdo con los
resultados del estudio de segregacion, consistente con un modo de herencia
autosdmica recesiva de caracteristica mendeliana donde al cruzar animales
portadores tenemos una probabilidad de obtener un 25% de progenie afectada
(Brault et al.,, 2011). El analisis del genotipo del potrillo arabe problema
(homocigota AC/AC) se correlaciona con la sintomatologia clinica presentada
por el animal, segun el informe de la veterinaria responsable del establecimiento.
Por otra parte, la AC fue descrita por primera vez en una yegua mestiza arabe
de Reino Unido por Fraser en 1966. La raza arabe es donde se reporta una alta
frecuencia de la mutacion para AC (10,5%) segun los ultimos estudios realizados
(Durward-Akhurst et al., 2024). En los 9 equinos arabes analizados por nosotros,
dos resultaron portadores (la madre y el equino identificado con el nUmero 17),
lo que nos indicaria dado la pequefia muestra estudiada, la importancia de la

circulacion de la mutacién en esta raza en nuestro Pais.

Para el diagnéstico molecular, Brault y Penedo., 2011 desarrollan una técnica de
genotipado para la mutacion de AC utilizando la amplificacion alelo-especifica y
posterior andlisis de las amplificaciones con secuenciador automatizado de ADN.
En este estudio se pudo optimizar y desarrollar la técnica de diagnéstico por PCR
a tiempo final y secuenciacion para genotipar a los animales, si bien partimos de
extracciones de ADN donde habia cierto grado de contaminacion con proteinas,

https://www.bancoadn.org/. la misma fue exitosa. El resultado del genotipado por

esta técnica fue validado en el Laboratorio VGL, Universidad de Davis, Estados
Unidos (Gagliardi et al., 2018). Jiménez Heredia et al. (2020) desarrollan otras
técnicas de diagnéstico molecular de AC utilizando variantes de la PCR como es

el andlisis de la curva de fusién de alta resolucién por gPCR.
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A nivel del estudio del efecto de la mutacion ECA2:13074277G>A sobre la
estabilidad funcional de la proteina exonucleasa blanco de EGR1, pudimos
observar que de acuerdo a los resultados obtenidos con el programa SIFT, no
se veria alterada la funcionalidad de la misma, la mutacion no afectaria una
funcién evolutiva conservada. Sin embargo el resultado obtenido con el
programa PolyPhen-2, indicaria un cambio que produciria “daio funcional”, por

lo que podria alterar propiedades biofisicas importantes.

En el estudio de la estructura de la proteina, el programa | Mutan 2.0, detecta un

pequefio efecto estabilizador en la misma.

Para poder evaluar de manera mas precisa, como un cambio aminoacido afecta
la funcionalidad proteica, se podria abordar mediante valoracién bioquimica
experimental. Esto implicaria el andlisis comparativo de la actividad enzimatica
entre la proteina salvaje y la mutada, proporcionando datos mas confiables y

precisos.

Dado que este diagnostico confirma la presencia de la abiotrofia cerebelar (AC),
resulta esencial llevar a cabo un estudio poblacional para identificar animales
portadores y determinar la incidencia de esta enfermedad en caballos de raza
arabe. Un andlisis de este tipo permitiria obtener informacion de interés al

momento de planificar cruzamientos.

Ademas, es importante tener en cuenta que la AC también se ha descrito en
animales cruzas con arabes y en razas relacionadas. Seria igualmente relevante
realizar estudios moleculares en estos casos para evaluar la situacién actual en

Uruguay.
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8. CONCLUSIONES

En la presente tesis se logra diagnosticar por PCR y secuenciacion el genotipo
asociado a la Abiotrofia cerebelar (homocigota AC/AC) en un potrillo arabe con

sintomatologia clinica compatible con dicha enfermedad hereditaria.

Tanto la madre (mediante el diagnostico molecular realizado en este trabajo)

como el padre del potrillo, eran portadores de AC.
En la muestra analizada se identificé por genotipado otro animal portador de AC.

Se optimiz6 una técnica rapida de genotipado mediante PCR a tiempo final y

secuenciacion para esta enfermedad hereditaria.

A nivel de los estudios in silico, sobre el efecto del cambio aminoacido que se
produce en la proteina cuando esta presente un alelo mutado, los resultados
fueron inconsistentes. Se deberia profundizar utilizando mas herramientas de
programas bioinformaticos, asi como estudios bioquimicos experimentales de

funcionalidad proteica.
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