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COMUNICACION

Identificacion de fragilidad cromosémica mediante 5’azacitidina en linfocitos de bovinos

Identification of chromosome fragility using 5’azacytidine in cattle lymphocytes

S Llambi'*, R Nifiez?

! Area Genética, Departamento de Biologia Celular y Molecular, Facultad de Veterinaria, UDELAR, Montevideo, Uruguay.
2 Ex Becario CIDEC Area Genética, Facultad de Veterinaria, UDELAR, Montevideo, Uruguay.

SUMMARY

Common fragile sites are regions of the eukaryotic chromosome with a tendency to show breaks or gaps when inductors such as 5’azacytidine
are added to the lymphocyte culture media. Recently, chromosome fragile sites have been correlated with hereditary defects affecting humans and
domestic animals (mental retardation syndrome, parakeratosis, baldy calf syndrome and low fertility). A spontaneous fragile site in the sexual
chromosome X (FRA Xq 3.1) was observed in lymphocyte cultures of Uruguayan Holstein-Friesian cattle. In the present study, the chromosome
fragility expression in lymphocyte cultures of Uruguayan Holstein-Friesian female cattle treated with 5’azacytidine was analized. A number of
different fragility regions were scored considering autosomes and sexual X chromosomes.
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INTRODUCCION

Podemos definir los sitios fragiles como regiones del
cromosoma metafdsico con tendencia a sufrir alteracio-
nes tales como fracturas, quiebres y discontinuidades, que
nos estarfan indicando sitios del genoma de mayor ines-
tabilidad (Sutherland 2003). En el afio 1970 se observa
la caracteristica heredable de un sitio fragil localizado
en el cromosoma 16 del humano (Magenis y col 1970).

Estos presentan una serie de caracteristicas: a) ocu-
pan un mismo lugar en el cromosoma en las células ana-
lizadas de un mismo individuo o familia, b) presentan un
modo de herencia mendeliana, c) presentan una expre-
sién altamente variable entre individuos, dependiendo de
las condiciones de cultivo celular, asi como de la utiliza-
cién de determinados agentes quimicos que potencian
los efectos de fragilidad (Sutherland 1979, Sutherland y
col 1998). Algunos sitios fragiles se manifiestan en for-
ma espontanea en condiciones normales de cultivos ce-
lulares, mientras que otros necesitan la adiccién de sus-
tancias quimicas inductoras altamente especificas (Fundia
y Larripa 1996).

La clasificacion de los mismos ha sufrido una cons-
tante evolucion debido a la manifestacion citogenética
variable y a su desigual frecuencia de aparicién en las
poblaciones estudiadas. Actualmente se reconocen dos
grandes grupos: 1) sitios fragiles raros (frecuencia de
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aparicion 1 en 20 personas) que se manifiestan en me-
dios de cultivos pobres en acido félico o bajo condicio-
nes de induccidn por agentes tales como la distamicina
A y la bromodeoxiuridina, y 2) sitios fragiles comunes
(frecuencia poblacional alta y en bajo nimero de placas
metafdsicas, menos de un 5%) que se manifiestan en
medios de cultivos inducidos por afidicolina (agente in-
hibidor de la ADN polimerasa alfa) o 5’azacitidina (an-
timetabolito andlogo de la citidina que acttia inhibiendo
a la ADNmetiltransferasa empledndose como antileucé-
mico) (Sutherland y col 1998, Szyf 2003). La expresion
de los sitios fragiles comunes se deberia a una falta de
espiralizacion del ADN por falla en la compactacion de
la cromatina en regiones ricas en bases nitrogenadas ade-
nina/timina, pobres en genes y con retraso en la replica-
cion (Le Beau y col 1998, Arlt y col 2003). La caracteri-
zacion de estas regiones de fragilidad heredables nos
permiten profundizar en el conocimiento de la evolucién
cariotipica, ya que se encuentran asociadas con regiones
de recombinacién génica; formacién de secuencias
repetidas de ADN inestables y sitios de metilacion (Te-
deschi y col 1992). Otro aspecto a tener en cuenta es la
relacion estrecha entre la disposicion tridimensional que
presenta la cromatina en el nicleo celular y su funciona-
lidad, donde la regulacién epigenética de la expresion
génica puede comprometer el reposicionamiento de loci
a través de cambios de la cromatina (Van Driel y col
2003).

Por otro lado, en humanos y otros mamiferos la fra-
gilidad cromosdémica ha sido asociada en procesos de en-
fermedades multigénicas con efectos fenotipicos graves
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(distintos procesos oncoldgicos, sindrome X fragil de
retardo mental en humanos, alteraciones de la fertilidad)
(Sutherland y col 1998, Slota 2000). Con respecto a los
procesos oncoldgicos los sitios fragiles representan pun-
tos donde hay una mayor predisposicién a rupturas y re-
ordenamientos cromosémicos en las células somdticas
llevando a la posible activacién de oncogenes o a la in-
activacion de genes supresores de tumor, relaciondndose
de este modo con la patogénesis del desarrollo neopldsi-
co (Fundia y Larripa 1996). Estos sitios son frecuentes
en neoplasias hematolégicas y de tumores sélidos (Fun-
dia y Larripa 1996).

En bovinos diversos trabajos han asociado la fragili-
dad cromosémica con alteraciones fenotipicas tales como
sindrome de calvicie en terneros, paraqueratosis heredi-
taria, enanismo, alteraciones de la fertilidad (Basrur 1994,
Rincén y col 1997).

En laraza Holando-Uruguaya (Holstein Friesian, Bos
taurus) esta descrita la manifestacién espontdnea de fra-
gilidad en el brazo q del cromosoma sexual X (Xq 3.1)
con una frecuencia del 2,97% (Llambi y Postiglioni
1997). Estudios con el inductor afidicolina en esta raza
han permitido construir un idiograma de regiones de fra-
gilidad en el cariotipo de esta especie (Rodriguez y col
2002).

Debido a la importancia que presentan estas regiones
de inestabilidad cromosémica es que en el presente tra-
bajo se plantea como objetivo observar la accién del in-
ductor quimico 5’azacitidina sobre la estructura cromo-
sémica de células linfocitarias de bovinos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé extraccién de 10 ml de sangre periférica
(vena yugular) con jeringa estéril heparinizada a un bo-
vino hembra de la raza Holstein Friesian (N° caravana
307) proveniente de un establecimiento lechero. Se utili-
76 la técnica de macrocultivo para andlisis cromosomico
linfocitario, a partir de 0,2 ml de sangre entera en tubos
estériles conteniendo cada uno 5 ml de medio de cultivo
estdndar completo, RPMI 1640 suplementado con 20%
de suero fetal bovino y fitohemaglutinina M como esti-
mulante mitético de los linfocitos T (Bohnlein y col 1989,
Llambi 2002). Las células se cultivaron durante 72 horas
a 38°C en estufa de cultivo. A las 48 horas de cultivo se
adiciond el inductor 5’azacitidina a concentraciones fi-
nales de 4,92 uM y 7,38 uM (Lépez-Corrales y Arruga
1996). Se mantuvo un tubo de cultivo control (sin induc-
tor). Dos horas antes del sacrificio celular se adiciond
0,8 ml colchicina (4ug/ml), posteriormente las células se
sometieron a un choque hipoténico de KCI (0,075 M)
durante 20 minutos para luego pasar a la etapa de fija-
cién en metanol: acido acético (3:1). Las preparaciones
se realizaron mediante la técnica de goteo a la llama (me-
tanol 70°) utilizdndose el colorante Giemsa para la tin-
cion de las placas metafésicas. Las observaciones de los
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cromosomas se llevaron a cabo en un microscopio 6pti-
co binocular (Olympus BHA). El criterio para la identi-
ficacion de los cromosomas que presentaban fragilidad
fue la presencia de regiones de interrupcion de la croma-
tina (fracturas, quiebres, huecos), observandose como
zonas de tincién negativa al colorante Giemsa.

Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 el
test de chi-cuadrado en tablas de contingencia de 2 X 2
para 1 grado de libertad (Beiguelman 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Del andlisis citogenético realizado a los tres tubos de
cultivo se estudi6 un total de 150 placas metafésicas (50
placas metafésicas por tubo de cultivo) correspondiendo
al nimero normal cromosémico del Bos taurus
(2n=60, XX).

Se realizé el test de Chi-cuadrado para comparar las
fragilidades obtenidas en el cultivo con inductor 5’aza-
citidina (concentracién final 7,38 uM) con el cultivo con-
trol obteniendo un resultado no significativo (P<0,2),
mientras que para el cultivo con concentracion final
4,92 uM el resultado obtenido fue significativo (P<0,01).
En los cultivos sometidos al efecto de la 5’azacitidina
(concentracién 4,92 uM) se evidenci6 el efecto inductor
de fragilidad cromosdmica en autosomas y en el cromo-
soma sexual X (cuadro 1).

En cuanto a la distribucién de fracturas autosémicas
por tamafio cromosdmico en los cultivos inducidos, se
encontrd una distribuciéon en cromosomas de gran tama-
flo (par cromosdmico I a par cromosémico VI con una
frecuencia del 5%) y de mediano tamafio (par cromosé-
mico VII a par cromosémico XIV con una frecuencia
del 95%) de acuerdo al idiograma bovino (Di Berardino
y col 2001) (figura 1). En los cultivos inducidos con
5’azacitidina, el 6% de las metafases present6 fragilidad
en el cromosoma sexual X. En cuanto a la distribucion
de fracturas autosémicas en relacion al largo cromosé-
mico (fragilidad en cromosomas de gran tamafio y de
mediano tamafio) nuestros resultados estarian apoyando
la hipétesis de correlacién entre el largo cromosémico y

Cuadro 1. Porcentaje de sitios frigiles observados en los
cultivos celulares tratados con 5’azacitidina y en el cultivo
celular control.

Percentage of fragile sites observed in cell cultures
treated with 5’azacytidine and in the cell control culture.

Inductor Fragilidad en Fragilidad en
(M) cromosoma X (%) autosomas (%)
0 0 0
control
4,92 2 16
7,38 4 0
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Figura 1. Metafase pretratada con 5’azacitidina. Las flechas
indican sitios fragiles en el cromosoma X y en cromosomas
autosémicos.

5’azacytidine pre-treated metaphase. Arrows indicate
fragile sites in X chromosome and autosome chromosomes.

el nimero de fracturas propuesta por Di Berardino y col
en 1983 al inducir fragilidad cromosémica en bovinos
con bromodeuxiuridina.

Por otro lado, se observé una expresion diferencial
de fragilidad al utilizar distintas concentraciones de 5’aza-
citidina con una respuesta del 18% de fragilidad para la
concentracion 4,92 uM y 4% para la concentracién 7,38
UM (cuadro 1). Al haber encontrado una respuesta dife-
rencial debemos tener en cuenta las variaciones intracul-
tivos observadas por Cataldn y col en 1995 al estudiar el
intercambio de cromatidas hermanas en cromosomas
bovinos. Dicho fenémeno diferencial estaria dado por la
heterogeneidad de la poblacién linfocitaria (linajes celu-
lares altamente sensibles) cuando los cultivos se some-
ten a pruebas genotoxicas con sustancias quimicas (Ca-
taldn y col 1995). En el presente trabajo nosotros
estarfamos observando el efecto de la 5’azacitidina so-
bre linfocitos T de acuerdo al estimulante mitético utili-
zado (Bohnlein y col 1989).

Estudios sobre el efecto de distintas concentracio-
nes de 5’azacitidina en la expresion del X fragil humano
demostraron que al aumentar la dosis se producia un efec-
to inhibidor (Abruzzo y col 1985). Actualmente diver-
sos autores apoyan la hipdtesis de que los sitios fragiles
podrian ser la manifestacion citolégica del fendmeno di-
ndmico de la impronta gendmica, el cual estd estrecha-
mente asociado a las regiones metiladas del genoma (Si-
monic y Gericke 1996). La metilaciéon del ADN como
patrén hereditario puede determinar cudl de los alelos
(origen paterno, materno o ambos) se exprese, explican-
do de esta manera las variaciones fenotipicas observadas
en determinadas enfermedades (Bartolomei y col 1997).
El efecto inhibidor también observado en nuestro traba-
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jo (concentracion final 7,38 uM de 5’azacitidina) podria
estar asociado a regiones inestables e hipermetiladas de
la cromatina.

El descubrimiento de que los errores en el patrén epi-
genético, y no las mutaciones, sean los implicados en la
causa molecular de algunas patologias, hace que para
continuar en el avance hacia los secretos del funciona-
miento celular se deba incluir otro tipo de estudios que
bien podrian englobarse con el nombre de era epigend-
mica (Neissa y Guerrero 2004). De ahi se desprende el
interés de compaiifas farmacéuticas y Universidades en
ejecutar el proyecto Epigenoma Humano, que pretende
el mapeo de todas las secuencias de ADN metiladas*.
(Neissa y Guerrero 2004).

En conclusién, podemos decir que el cariotipo bovi-
no presenta regiones de inestabilidad cromosémica (au-
tosomas y cromosoma sexual X) frente a la exposicién
de una concentracién de 4,92 uM de 5’azacitidina. El
presente trabajo nos permitié establecer un protocolo de
concentraciones de este inductor ya que se desconocia el
efecto sobre la fragilidad cromosdémica en cultivos linfo-
citarios bovinos. Por otro lado, debemos aumentar la
muestra de animales a analizar, probar el efecto de la
aplicacién del inductor a distintas horas de cultivo, asi
como realizar técnicas de bandeo cromosémico para iden-
tificacion precisa de estas regiones. Estos estudios per-
mitirdn conocer aspectos de la dindmica de la fragilidad
cromosdémica y su implicancia con heredopatologias en
bovinos.

RESUMEN

Los sitios fragiles comunes se definen como regiones del cro-
mosoma eucariota con tendencia a sufrir fracturas o quiebres frente
a sustancias inductoras adicionadas al medio de cultivo linfocitario
como la 5’azacitidina. Actualmente en humanos y animales domés-
ticos las regiones de fragilidad cromosémica han sido correlaciona-
das con heredopatologias diversas (sindrome de retardo mental, pa-
raqueratosis hereditaria, sindrome de calvicie en terneros, alteraciones
de la fertilidad). En bovinos de la raza Holando-Uruguaya ha sido
descrita la presencia de un sitio fragil en el cromosoma sexual X
(FRA Xq 3.1) con manifestacién espontdnea en cultivos linfocita-
rios. En la presente comunicacién se analiza la respuesta de fragili-
dad cromos6mica en cultivos linfocitarios de una hembra bovina (raza
Holando-Uruguaya), sometidos a la induccién de 5’azacitidina. Se
contabilizan regiones de fragilidad a nivel autosémico y en el cro-
mosoma sexual X.
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