Accion de la 5’azacitidina en cromosomas de células linfocitarias de bovinos
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RESUMEN

La azacitidina (5-azaC) es una sustancia que actda inhibiendo la metilacion del ADN, es utilizada en experiencias de clonacién, transgénesis
por transferencia nuclear y estudios de fragilidad cromosémica. Se ha observado la manifestacion de diversas patologias en animales domésticos
nacidos de experiencias de clonacion. Ellas estarian asociadas a una inexacta reprogramacion nuclear relacionada con fenémenos epigenéticos de
metilacion del ADN. En el presente trabajo se realizé una curva de induccién con diferentes concentraciones finales de 5-azaC (0 uM, 5 uM, 10 uM,
20 uM, 50 uM y 70 uM) con el objetivo de estudiar los efectos sobre la estructura cromosémica en cultivos linfocitarios bovinos. Se utilizé la técnica
de macrocultivo para analisis cromosémico a partir de sangre de un bovino macho (Bos taurus, Holstein Friesian). Se analiz6 un total de 50 placas
metafasicas por tubo de cultivo y se encontraron diferencias significativas (p<0.01) en cuanto a las fracturas del cromosoma X en el cultivo control
frente al cultivo con mayor concentracién de 5-azaC. El cromosoma Y no present6 fracturas. En los cultivos con concentraciones de 50 uM y 70 uM
se observé descondensacion cromosémica (12% y 16%) y fracturas centroméricas en autosomas (2% y 4%).

Palabras claves: 5’-azacitidina C, cromosomas, bovino.

ABSTRACT

Azacytidine (5-azaC) is a substance that inhibits the metilation of DNA, being used in cloning experiments, nuclear transference transgenesis and
in chromosomal fragility studies. The manifestation of diverse pathologies has been observed in domestic animals born from cloning experiments.
These would be associated to an incorrect nuclear reprogramation related to epigenetic metilation phenomena of the DNA. In the present work an
induction curve with different final concentrations of 5-azaC (0 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM and 70 uM) were carried out, with the objective of
studying the effects on chromosome structure in bovine lymphocyte cultures. The macroculture technique was used for chromosomic analysis, from
a blood sample of a male bovine (Bos faurus, Holstein Friesian). A total of 50 metaphases were analyzed from each culture. Significative differences
(p<0.01) were found regarding the break points of chromosome X in the control culture with respect to the culture with higher concentration of
5-azaC. Chromosome Y did not show break points. The cultures with higher concentration of 5-azaC (50 uM and 70 uM) presented chromosomic
decondensation (12% and 16 %) and autosomic centromeric break points (2% and 4%).

Keys word: 5’-azacytidine C, chromosomes, cattle.

INTRODUCCION tado de experiencias de clonacion y transgénesis por

La azacitidina (5-azaC) es un andlogo de la piri-
midina que actda inhibiendo la enzima ADN metiltrans-
ferasa y afecta la metilacién del ADN. En humanos es
utilizada como fadrmaco antineopldsico en el tratamien-
to de leucemias (Niessa y Guerrero, 2004).

En medicina veterinaria la 5-azaC se ha utilizado
para estudiar los efectos de la hipometilacion sobre la
tasa de implantacién de blastocistos bovinos producto
de trasplante nuclear (Jones et al., 2001). Como resul-

transferencia nuclear se ha observado la manifestacion
de diversas patologias en animales domésticos (diabe-
tes, cardiomiopatias, distocia, malformaciones, etc.)
(Piedrahita er al., 2004). Ellas estarian asociadas a una
inexacta reprogramacion nuclear. Esta reprogramacion
consiste en una serie de modificaciones del ADN de
tipo epigenético donde uno de los fendmenos mas des-
tacables es la metilacion. Dicha reprogramacién nuclear
requiere cambios drasticos en la expresion génica con

61



ACTA AGRON (PALMIRA). 57 (1) 2008, p 61-64

reorganizacion de la cromatina. La 5-azaC citoldgica
es capaz de remodelar la cromatina y se constituye en
un inductor quimico utilizado para estudiar la presencia
de sitios fragiles en cromosomas metafésicos. Estos
sitios fragiles representarian secuencias de ADN de
replicacion tardia en donde se produciria una incompleta
condensacion de la cromatina y se manifiesta citoldgica-
mente como fracturas y discontinuidades (Zlotorynski
et al., 2003). En humanos se ha observado una inhibi-
cién de la condensacion de la heterocromatina consti-
tutiva en los cromosomas 1, 9, 15, 16, X e Y, asi como
la presencia de cromosomas “pulverizados” cuando la
5-azaC es incorporada en diferentes dosis durante las
dltimas horas del cultivo de células linfocitarias (Haaf
y Schmid, 2000). En células de ratén la utilizaciéon de
distintas concentraciones de 5-azaC (4 a 6 uM) pro-
dujo alteraciones en la separacion centromérica y des-
condensacion de la heterocromatina pericentromérica
(Rodriguez et al., 2001).

Smeets et al. (1994) observaron que al incubar li-
neas de células pro-B humanas normales con 5-azaC se
incrementaba la frecuencia de rearreglos cromosémicos
en la heterocromatina pericentromérica. En distintas
especies de mamiferos, incluido el bovino, la 5-azaC
produjo la descondensacion del cromosoma X inactivo
salvo en la regién media del brazo q del X y en laregion
pericentromérica (Haff y Schmid, 2000).

La utilizacién de drogas que actdan sobre la
estructura de la cromatina nos permite comenzar a
dilucidar aspectos poco conocidos sobre cémo el ADN
es condensado en células en estadio de metafase. En el
presente trabajo se realiz6 una curva de induccién con
diferentes concentraciones de la droga 5-azaC con el
objetivo de estudiar efectos de fragilidad y desconden-
sacion cromosomica en placas metafasicas de cultivos
linfocitarios en bovinos.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 extraccion de 10 cm? de sangre perifé-
rica (vena yugular) con jeringa estéril heparinizada a
un bovino macho de la raza Holstein Friesian (ternero)
proveniente del campo experimental de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Uruguay.

Se utiliz6 la técnica de macrocultivo para andlisis
cromosdémico linfocitario a partir de 0.2 cm? de sangre
entera en seis tubos estériles que contenfa cada uno
5ml de medio de cultivo estdndar completo, RPMI
1640 suplementado con 20% de suero fetal bovino y
fitohemaglutinina M como estimulante mitético de los
linfocitos T (Llambi, 2002). Las células se cultivaron
durante 72 horas a 38°C en estufa de cultivo. A las 65
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horas de cultivo se adiciond el inductor 5-azaC a con-
centraciones finales de 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM y
70 uM. Se mantuvo un tubo de cultivo control (0 uM).
Dos horas antes del sacrificio celular se adicioné 0.8
cm? de 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
fijacion en metanol: dcido acético (3:1).

Las preparaciones se realizaron mediante la técni-
ca de goteo a lallama (metanol 70°) y se utilizé el colo-
rante Giemsa para la tincién de las placas metafésicas.
Las observaciones de los cromosomas se llevaron a cabo
en un microscopio Optico binocular (Olympus BHA).

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizd
el test de chi-cuadrado en tablas de contingencia de 2 x
2 para un grado de libertad (Beiguelman, 1991).

RESULTADOS

Del andlisis citogenético realizado a los seis tubos
de cultivo se estudi6 un total de 300 placas metafasicas
(50 placas metafésicas por tubo de cultivo) que corres-
ponden al nimero normal cromosémico de un Bos
taurus macho (2n=60,XY) (Tabla 1). En los cultivos
sometidos a la accion de la 5-azaC se contabilizé un
total de 15 fracturas en el cromosoma sexual X (93.3%
en el brazo q y 6.7% en el brazo p), mientras que en
el cultivo control se observd una sola fractura en el
brazo q del cromosoma sexual X (2%). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) en
cuanto a las fracturas del cromosoma X en el cultivo
control frente al cultivo con mayor concentracién de 5-
azaC (70 uM). El cromosoma Y no presenté fracturas
en los cultivos estudiados. En los cultivos sometidos a
las concentraciones de 50 uM y 70 uM se registraron
placas metafdsicas con grados de descondensacion
cromosOmica y fracturas centroméricas en autosomas
(Tabla 1, Figura 1).

DISCUSION

La metilacion del ADN es un fendmeno epigené-
tico esencial para el control de la actividad génica en
células normales y tumorales. Este proceso incluye la
inactivacion de uno de los cromosomas sexuales X de
la hembra de los mamiferos, el imprinting genémico,
estabilidad cromosOmica, silenciamiento de retro-
transposones, inactivacion de genes en cdncer (Dean
et al., 2001). En los dltimos afios en tecnologia de la
reproduccién se ha introducido el uso de la 5-azaC
como sustancia inductora de desprogramacion nuclear
en experimentos de clonacién embrionaria a partir de
trasplantes nucleares. Enrigth ez al. (2003) en clonacion
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Tabla 1. Frecuencia y porcentajes de fracturas cromosémicas y placas con decondensaciéon cromosémica observadas en los cultivos linfocitarios
bovinos tratados con distintas concentraciones de 5-azaC y en el cultivo control.

N° Figuras de Fracturas
o SazaC . Fracturas en el Fracturas en el <. P
N° tubo Placas metafasicas decondensacion centroméricas en
uM . cromosoma X (%) cromosoma Y (%) P
estudiadas cromosémica (%) autosomas (%)
1 0 50 1 (2%) 0 0 0
2 5 50 0 0 0 0
3 10 50 0 0 0 0
4 20 50 1 (2%) 0 0 0
5 50 50 3 (6%) 0 6 (12%) 1 2%)
6 70 50 11 (22%) 0 8 (16%) 2 (4%)
L L
‘ - 4
8 ” “Fa
‘ | & l J x _egs
‘ =
o - ‘ i o ‘ AT =V
. Bo *%3 »
(' - \ » t_-,. 4 = - : - h‘ - 2l A=
7 VNS e It i
- . a* &
. #
L] 1 ' - - -
. 4 =
~ b
- '
w, o
-
a b

Figura 1. a) placa metafisica donde se observa decondensacién cromosémica.
b) las flechas indican fracturas cromosémicas pericentroméricas en diferentes autosomas.

de embriones bovinos expuestos a concentraciones de
0.08 a 0.3 uM de 5-azaC observaron que se producia
una disminucién del desarrollo embrionario.

Llambi y Nufiez (2007) con la utilizacién de una
concentracién de 4.92 uM de 5-azaC identificaron un
efecto significativo de induccién de fragilidad en el
cromosoma sexual X y autosomas en cultivos linfoci-
tarios de una hembra bovina normal. Danielak-Czech
y Slota (2004) emplearon concentraciones de 50 ug/ml
(205 uM) en cultivos linfocitarios de bovinos normales
y bovinos con problemas reproductivos y observaron
una diferencia estadisticamente significativa de expre-
sién de fragilidad en el cromosoma sexual X (region
Xqg2.4y Xq3.1) en estos tltimos. Estos autores sugieren
la existencia de una region inestable del cromosoma X
donde se estarian expresando inadecuadamente genes
asociados a caracteristicas reproductivas.

En el presente trabajo con concentraciones meno-
res encontramos que el 93.3% de las fracturas inducidas

se localizaron en el brazo Xq apoyando la existencia de
regiones de inestabilidad en dicho brazo cromosémico.
Concentraciones superiores del firmaco (rango de SuM
a70uM) en células linfocitarias no mostraron inhibi-
cion de la division celular, aunque con las concentracio-
nes de 50 y 70 uM se observd un niimero significativo
de células con cromatina decondensada.

Zlotorynski et al. (2003) dicen que si bien el meca-
nismo de expresion de fragilidad cromosémica inducida
por 5-azaC no estd bien entendido, se puede atribuir a
secuencias de ADN ricas en bases C (citosinas).

Monteagudo et al. (1999), mediante la utiliza-
cién de sondas del trinucledtido CGG, determinaron
sefales de hibridizacion en la regién medial del brazo
g, regién pericentromérica y telomérica del BTAX.
Dichas regiones coinciden con las regiones de fragilidad
cromosOmica identificadas mediante la utilizacién de
otros inductores como la afidicolina (Llambi, 2002,
Rodriguez et al., 2002). El hecho de encontrar regiones
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de fragilidad comunes al utilizar distintos inductores,
afidicolina (inhibidor de la replicacién del ADN) (Ro-
driguez et al., 2002) y con 5-azaC (Llambi y Nufiez,
2007) reafirma la idea de revisar la clasificacion de
los sitios fragiles en funcién solo al tipo de inductor
y su frecuencia en las poblaciones. Segtin Zlotorynski
et al. (2003) deberiamos tener en cuenta la naturaleza
molecular de los mismos (contenido de repetidos CG,
secuencias ricas en bases AT) debido a la formacién de
estructuras secundarias con predisposicion a una inade-
cuada organizacién de la cromatina. Este aspecto ha
sido observado en el presente trabajo al obtener figuras
de descondensacién cromosémica bajo los efectos del
inductor utilizado.

En humanos Haff y Schmid (2000) utilizaron
sustancias que se ligan a secuencias de ADN ricas en
bases A-T y observaron fuerte descondensacién a lo
largo del cromosoma sexual Y. En el presente trabajo al
encontrar estabilidad de dicho cromosoma se apoyaria
la naturaleza molecular de secuencias ricas en A-T en
el mismo y por ende una no afectacion de la cromatina
por un inductor como la 5-aza C que actia durante la
replicacién del ADN reemplazando citocinas.

Rodriguez et al. (2001) emplearon 5-azaC en culti-
vos linfocitarios de raton y observaron descondensacion
de cromatina pericentromérica con alteracién en la
separacion centromérica durante la meta-anafase. Estos
autores proponen las alteraciones epigenéticas como un
factor mds en la génesis de aneuploidias. En este trabajo
hemos observado que las regiones cromosdmicas mas
sensibles en los autosomas han sido las pericentromé-
ricas, lo que podria aportar informacién al hecho de
que en bovinos el tipo de rearreglo cromosémico sean
las fusiones céntricas.

CONCLUSION

Si bien se conoce la funcién de la 5-azaC, poco se
han investigado los efectos en cromatina en mamiferos.
Debemos tener en cuenta la posible relacion con la gene-
racion de alteraciones cromosémicas cuando se utiliza
como droga desprogramadora de la impronta genética'y
la generacién de patologias en individuos producto de
estas nuevas tecnologias reproductivas.
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