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RESUMEN

En el presente estudio se analizé el efecto de tres inhibidores mitoticos, colchicina,
colcemid y vinblastina sobre la morfologia cromosdmica y el indice mitotico (IM) de linfocitos de
sangre periférica de cerdo, en cinco concentraciones diferentes (0.1, 0.5, 1.0, 5.0 y 10ug/mi). La
morfologia cromosomica se evalud midiendo la longitud y el didmetro de los cromosomas del par

No. 1, mientras que el IM, en los nicleos estimulados por fitohemaglutinina.

En linfocitos de cerdo en cultivo (LCC), la colchicina en las concentraciones de 0.1 y
10.0 pg/ml provoca mayor condensacion de los cromosomas, mientras que con el colcemid la
ma.yor compactacion se observa a la concentracion de 0.5 asi como de 5.0 pg/ml obteniendo
Cromosomas cortos, sin embargo, con 10.0 pg/m! la condensacidn disminuye significativamente y
los cromosomas se observan maés elongados, con la vinblastina se nota una relacion
concentracion-efecto sobre la condensacion cromosdmica, esto indica que los cromosomas mas
elongados se observan en la concentracion mas baja (0.1 pg/ml). Respecto al didmetro, no se

presentaron diferencias significativas.

El IM de los LCC se ve afectado diferencialmente con los tres inhibidores mitdticos
aplicados. Con 10.0 ug/ml de colchicina se encuentra el IM més bajo y se estimula cuando la
concentracion es de 5.0 pg/ml. Con el colcemid, el IM se aumenta con relacion dependiente de la
concentracion, siendo mayor con 10.0 pg/ml. Por ultimo, con la vinblastina ocurre lo contrario,
mientras se aumenta la dosis va disminuyendo el IM, éste parametro es mayor con 0.1 pg/ml.
Estos resultados muestran la concentracion adecuada del inhibidor mitdtico para obtener

cariotipos, con excelente morfologia para detectar anormalidades cromosémicas en cerdos.



ANTECEDENTES

A finales de la década de 1870, Strasburger y Fleming iniciaron el estudio del
comportamiento de los cromosomas en plantas e invertebrados respectivamente. Gracias a sus
investigaciones, en pocos afios se llegaron a conocer los findamentos de la division celular. Dada la
espectacularidad de los fendmenos que ocurrian durante {a mitosis, como son individualizacion de los
cromosomas, division longitudinal en dos cromatidas y reparto de ellas entre las dos células hijas
resultantes, se presenté mayor atencion a dicha etapa del ciclo celular y se considerd que la interfase
era un periodo de reposo. Sin embargo, es durante este Gltimo siglo donde ha habido avances
importantes en el conocimiento tanto de la estructura como de la funcidn de los cromosomas

(Armendares 1968, Cortés 1984).

Actualmente se sabe que el ciclo celular consiste de un intervalo activo de biosintesis y de
crecimiento durante el cual la célula duplica su masa y su contemido de ADN, seguido por un episodio
relativamente breve de divisién nuclear que suele ir acompafiado por la division del citoplasma y la
formacién de una nueva frontera o limite para separar tanto los micleos como el citoplasma
(cariocinesis y citocinesis respectivamente) en un par de células hijas. Los eventos de la division
auclear o mitosis se conocen desde hace mas de 100 afios. Sin embargo, la mayoria de las actividades
caracteristicas de la fase de crecimiento entre las divisiones mitéticas, llamada interfase, comenzd a
estudiarse a partir de 1950, cuando por medio de estudios autorradiograficos se establecid que e
ADN, ARN y las proteinas implicadas eran sintetizadas principalmente durante este intervalo, por lo
que fue claro que el periodo mas activo en las células mitoticas era Ja interfase y no la mitosis misma

{Cortés 1984, Avers 1991).
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Por otra parte, el descubrimiento de Watson y Crick en 1953 de la estructura en doble hélice

del ADN, permitio comprender de qué manera esta molécula almacena la informacion genética y como
podian producirse multiples copias de tal informacion, se supo entonces que los genes de los

organismos superiores se encuentran en los cromosomas (Murray y Szostak 1988).

La materia prima de los cromosomas es una molécula de ADN de dos cadenas con una
conformacién helicoidal, las cadenas estan constituidas por nucledtidos, cada uno de ellos con una de
las siguientes bases nitrogenadas: adenina, citocina, guanina y timina. Las bases de una de las cadenas
se aparean con las de la cadena opuesta, manteniéndose unidas las dos, asi es como las células pueden
duplicar sus series cromosomicas antes de la mitosis. Durante Ja replicacion del ADN las dos cadenas
de la doble hélice se separan y cada una de ellas actila como molde o guia de la sintesis de una cadena

complementaria, se generan entonces dos cromosomas donde antes slo habia uno (Mezquita 1987).

A partir del momento en que se establecit la estructura molecular de los cromosomas, los
estudios cromos6micos y genéticos se han ido desarrollando generando asi la Citogenética, que es una
rama de la Biologia en la que participan la Citologia y la Genética, cuyo objetivo principal ha sido el
estudio de las bases citologicas que pudieran explicar satisfactoriamente los fendmenos hereditarios
(Cortés 1984). Durante sus inicios, los citogenetistas habian estudiado los cromosomas de las plantas y
de los invertebrados relacionando las anormalidades numéricas y estructurales de los cromosomas con
las caracteristicas que transmiten, estos estudios hicieron posible que dejara de ser motivo de debate el

papel de los cromosomas como portadores de los genes.

Por otra parte, aunque se habia intentado estudiar los cromosomas humanos desde mucho

antes, es posible que fueran observados por primera vez en células tumorales por Amold en 1879.
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Posteriormente, Hansemann en 1891 y Flemming en 1898, trataron de determinar el nimero normal

de cromosomas en €l hombre, pero debido a lo rudimentario de sus procedimientos, sdlo pudieron
sugerir que eran aproximadamente 24. Winiwarter en 1912, usando técnicas mas perfeccionadas,
encontrd 47 cromosomas en matenal testicular uno de los cuales era el cromosoma sexual X y 48 en
tejido ovérico donde dos eran cromosomas X. Nueve afios mas tarde, Painter demostrd la presencia
del cromosoma Y en espermatocitos primarios y concluyd que el nimero diploide de cromosomas era
de 48 en ambos sexos. Pero fue hasta 1956 cuando Joe Tjio y Albert Levarn, trabgjando con liquido
amnidtico de bovino, como medio de cultivo, determinaron que el niimero normal de cromosomas de
la especie humana en las células somaticas es de 46, esto es, 22 pares de autosomas ademas de los
cromosomas sexuales X y Y, asi la investigacion de los cromosomas humanos se extendid

rapidamente {Armendares 1968).

Actualmente s¢ sabe que diferentes células del mismo organismo y diferentes organismos de
la misma especie tienen, por regla general, el mismo niimero de cromosomas, con excepcion de las
células gaméticas, que tienen s0lo un juego de los cromosomas de las células somaticas, también por
regla general los cromosomas homélogos son uniformes en el nimero y €l orden de los genes que
Hevan. Cualquier cambio en el nimero de cromosomas u orden de los genes en los mismos dara lugar
a modificaciones en el componente cromosémico del organismo llamadas anormalidades o

aberraciones cromosomicas (Warburton 1980, Ayala 1994).

Las aberraciones cromosomicas se clasifican de la sigutente manera;
1) Estructurales
Cuando hay cambio en el nimero de genes de los cromosomas, puede ser Delecion, si ocurre

la pérdida de un segmento cromosomico, ésta fire la primera aberracion cromosémica manifestada por



&
pruebas genéticas en 1917 y Duplicacion, si hay presencia de un segmento cromosdmico mas de una

VEZ en un mismo ¢romosoma,

Cuando hay cambio en la localizacion de los genes en los cromosomas, puede haber una
Inversién o una Translocacion. En las inversiones, aunque hay un cambio de sentido de los segmentos
afectados, no cambia ni el nimero de los cromosomas, ni el niimero de genes en los cromosomas, hay
dos tipos de inversiones: pericéntricas, cuando incluyen el centromero y paracéntricas, cuando no lo
incluyen. Las translocaciones también pueden ser de dos tipos: las reciprocas, que son las mas
comunes, implican el intercambio de bloques de genes entre dos cromosomas y las transposiciones,
donde un segmento cromosomico se traslada a un nuevo lugar ya sea dentro del mismo cromosoma o

aun cromosoma diferente, sin intercambio reciproco (Ayala 1994).

2) Numéricas

Ocurre en el caso de que se altere el nimero de cromosomas pero no la cantidad total del
material hereditario y puede ser Fusion o Fisién. La fusién cromosémica, es cuando dos cromosomas
no homélegos se unen y forman uno, con la consecuente pérdida de un centromero. La fisién ocurre
cuando un cromosoma se parte en dos, aqui debe producirse un nuevo centrémero, de otro modo el

cromosoma acentromérico se pierde cuando la célula se divide.

Cuando el cambio si altera Ia cantidad total del material hereditario, se habla de Aneuploidia,
en este caso faltan o se hallan en exceso uno o mas cromosomas de una juego nermal, siendo
resultado de la segregacidon anormal durante fa meiosis, puede ser monosomia, trisomia, tetrasomia,
etc. O bien Poliploidia, en el caso de que haya mas de dos juegos de cromosomas, como triploide

tetraploide, pentaploide, etc. La poliploidia se origina debido a que irregularidades de la mitosis
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pueden producir gametos con una dotacion cromosGmica somatica en lugar de la gamética, o por

duplicacién espontinea de los cromosomas en las células somaticas, es decir, replicacion cromosomica

sin division celular (Ayala 1994).

Durante la década de 1960 se demostré claramente la importancia del anlisis cromosémico
sobre todo en pediatria, esto debido a que se producen anormalidades cromosémicas en cinco de cada
1000 nifios nacidos vivos y tres de cada cinco lactantes afectados tienen anormalidades fenotipicas
graves. Se descubri6 ademas que solo aproximadamente el 1% de los fetos anormales desde el punto
de vista cromosomico sobreviven al témmino, ya que la mayor parte se abortan espontaneamente antes

de la semana 28 de gestacion (Warburton 1980).

Hasta hace poco tiempo el papel de las anormalidades cromosémicas en animales domésticos
estaba poco explotado, estos estudios principalmente se han relacionado con el fracaso reproductivo,
es decir, baja fertilidad e incluso infertilidad. Sélo un nimero limitado de casos habia sido descrito y
con pocas excepciones no habia informacidn confiable de su incidencia en la poblacién general de los

animales domésticos mas importantes (Hageltorn y Gustavsson 1973).



INTRODUCCION

El cerdo forma parte importante en la dieta de los mexicanos desde que lo trajeron a América
los espafioles. En México su produccion ha ocupado, en diferentes décadas, los primeros sitios al
aportar entre el 20 y el 49% del consumo de cames, actualmente la porcicultura aporta cerca del 25%

de dicha produccion (Trueba 1998).

Existen sistemas de produccion asociados a rangos tecnolégicos, regionalizacion, tamafio y

niveles de produccion y eficiencia, dichos sistemas pueden clasificarse en tres niveles:

Sistema Tecnificado, Representa el 50% de la produccion nacional y se caracteriza por
contar con instalaciones perfectamente disefiadas, con pie de cria de alta calidad genética y productiva,
cuenta con asesoria especializada en el campo de la nutricidn, genética y sanidad. Este sistema se
desarrolla y se practica principalmente en los estados de Sonora, Sinaloa, Jalisco, Querétaro,

Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Trueba 1998).

Sistema Semi-tecnificado, Desarrolla una porcicultura tradicionalista, puede variar en grado
de eficiencia y estar o no asesorados por especialistas, este sistema puede resistir efectos
desestabilizadores, aunque genera el 30% de la produccién nacional, su flujo de produccién no es

constante ya que reduce su tamaiio en cada crisis (Trueba 1998),

Sistema de Traspatio, Representa el 20% de la produccion nacional, sus instalaciones y
animales son niisticos, son pobres también su manejo y nutricion, no cuentan con asesoria en forma

permanente, su produccion es baja y se desarrolla en todo el territorio nacional. El Traspatio es en
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buena medida un riesgo para la salud publica, sin embargo, prevalece porque es fiente de ingreso y

ahorro familiar (Trueba 1998).

Por [o anterior, una corriente que busco desprestigiar a la carne de cerdo argumento que ésta
€5 poco saludable y alta tanto en calorias, como en colesterol y grasa, ante dichas opiniones, los
porcicultores se dieron a la tarea de crear animales magros ayudindose de la ciencia genética y
vigilando estrechamente su nutricién y sanidad. Esta alta tecnificacion de la porcicultura comenzé a
darse durante los afios 70’s y 80’s en algunos estados de la Replblica, sobre tode en Sonara, Sinaloa y

¢l Noreste del pais (Trueba 1998).

Hasta ese tiempo, €l papel de las anormalidades cromosdmicas como causa del fracaso
reproductivo en animales domésticos estaba muy poco estudiado, en el cerdo sole un nitmero limitado
de casos habia sido descrito y con pocas excepciones no habia informacion confiable de su incidencia
en la poblacion general, Esto se debia en gran parte a que el anlisis citogenético se encontraba muy

restringido por los problemas de la identificacion de los cromosomas {Hageltorn y Gustavsson 1973),

Si bien desde los inicios de la citogenética las técnicas utilizadas estaban lo suficientemente
desarrolladas para llegar a determinar el cariotipo de cualquier especie animal o vegetal, en la década
de 1960 se enfrentaba el siguiente problema: a excepcion de algunos casos en que los cromosomas
presentaban notables diferencias entre si, eran muy pocas las caracteristicas morfoldgicas con las que
se contaba para diferenciar claramente los distintos pares de cromosomas homdlogos que constitufan
el complemento diploide de las células, Unicamente el tamaiio, la posicion del centromero yla
presencia en determinados cromosomas de constricciones secundarias constituian la ayuda, en

ocasiones insuficiente, conque se contaba para construir ¢ cariotipo (Cortés 1984).
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En la década de 1970 aumentd notablemente la precision del diagnostico citogenético,
debido al uso de técnicas de identificacion de bandas cromosémicas para el analisis y establecimiento
de una relacion cariotipo-fenotipo bien detallada, es asi que se desarrollan diversas técnicas de
marcacion de bandas. Todos estos métodos tienen en comiin [a produccion de bandas de coloracion
clara y obscura sobre los cromosomas, el patrén de bandas producido por todas las técnicas es
idéntico, con excepcién de ciertas regiones heterocromaticas. El patrén basico de bandas es también el
mismo en los cromosomas de cada célula y en cada individuo cromosdmicamente normal de la
especie, Las bandas permiten identificar de manera inequivoca cada cromosoma, de este modo pueden
reconocerse anormalidades que abarcan afiadidura o supresién de material cromosomico, lo mismo
que las redistribuciones que no cambian Iz longitud total de los brazos cromosomicos (Warburton

1980).

Gracias a las técnicas de bandeo, se hizo posible el reconocimiento de los pares
cromosomicos de los cerdos, todos ellos estan correctamente identificados (Hageltom y Gustavsson
1973). Los cerdos tienen un nimero total de 38 cromosomas, de los cuales 36 son autosomas y los
dos restantes son los cromosomas sexuales X, Y, y se clasifican de la siguiente forma: a)
Submetacéntricos, los pares cromosémicos 1-3 y cromosoma sexual X, b) Metacéntricos, los pares de
cromosomas 4-12, c) Telocéntricos, los pares de cromosomas 13-18 y cromosoma sexual Y (Hansen

1970, Somlev y Hansen 1970, Ford y Pollock 1980).

Segin la posicion del centromero, se pueden definir los cuatro tipos de cromosomas:
Metacéntricos, en los que el centromero divide a las cromatidas en dos brazos de igual tongitud.

Submetacéntricos, en los que el centromero esta colocado ligeramente hacia un extremo, éstos
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cromosomas tienen un brazo mas fargo que el otro. Acrocéntricos, en los que el centromero esta muy

cerca de un extremo, uno de los dos brazos es riuy pequeiio, generalmente presenta una constriccion
secundaria en los brazos cortos, lo que permite ver sus extremos como dos prominencias esféricas
separadas del cromosoma denominadas satélites. Telocéntricos, en los que el centromero se encuentra
en el extremo terminal del cromosoma y solo esta definido un brazo {Armendares 1968, Murray y

Szostak 1988).

Las aberraciones cromosdmicas mas estudiadas en los cerdos desde el principio de la década
de 1970, son las translocaciones reciprocas que incluyen diferentes pares cromosémicos, se ha visto
que dichas aberraciones se relacionan con la reduccion de la proliferacion. Se han realizado estudios en
los que se encontrd que fa tasa de ovulacion no se ve afectada por las translocaciones reciprocas, sin
embargo, la supervivencia del embrién decrecid de 95% en cerdos normales a 60% aproximadamente
en los individuos con aberraciones, sin embargo, la mortalidad del nacimiento al destete no es

significativamente afectada (Popescu y Bonneau 1984).

En el ganado bovino es donde se han realizado més estudios citogenéticos, en los Gltimos
afios s¢ han descrito un gran nimero de anormalidades cromosémicas tanto numéricas como
estructurales, la mayor parte de ellas relacionadas con baja fertilidad e incluso con infertilidad, Asi, las
inversiones pericéntricas provocan en el ganado baja fertilidad y pueden causar la muerte embrionaria
temprana, Si esta aberracion se encuentra en el cromosoma 14, la baja fertilidad es hereditaria, Cuando
se presentan deleciones, pueden afectar a una o a las dos cromatidas de un mismo cromosoma, se han

identificado en el 5% al 100% de las célufas mitdticas de ganado con baja fertilidad (Lozano 1991).

En lo que respecta a las fusiones céntricas en el panado bovino, se han identificado




12
practicamente en relacion con todos los cromosomas, a manera de ejemplo se menciona la aberracion

25/27 en toros infértiles y 1/29 en aquellos con baja fertilidad. Por otro lado, el ganado bovino que
presenta aberraciones def tipo de las aneuploidias resulta ser infértil, Ia poliploidia por su parte, en
pocas ocasiones se ha relacionado con la reproduccion del ganado bovino, pero se sabe que provoca
desordenes reproductivos como hipoplasia testicular y aspermia en los machos, asi como ciclos

estrales largos en hembras (Lozano 1991).

Por otra parte, con el descubrimiento de la inhibicion de la mitosis durante la metafase, por la
accion de un alcaloide, fue que se permitio el estudio morfoldgico preciso de los cromosomas, por
esto es importante conocer lo que ocurre en el transcurso de dicho proceso, pero antes de que una
célula tipica pueda dividirse, debe duplicar su masa y todos los elementos que contiene, esto ocurre

durante la fase de sintesis y crecimiento lamada interfase (Alberts et al, 1994).

La interfase comienza con la fase Gi en la que las células, cuyas actividades biosintéticas se
han reducido mucho durante la mitosis anterior, adquieren de nuevo una velocidad elevada de
biosintesis. Después sigue la fase S que es cuando se inicia la sintesis de ADN y termina cuando el
contenido en ADN del nicleo se ha duplicado y los cromosomas se han replicado. La célula pasa
entonces a la fase Gy, que termina cuando empieza la mitosis. La fase M comienza con la mitosis y
termina con la citocinesis, ésta marca el comienzo de Ia interfase del ciclo celular siguiente. Para que
pueda iniciarse la sintesis (S) del ADN es necesaria la duplicacién del centriolo, que durante la
interfase estd estrechamente asociado con el niicleo y actia como un componente de cada polo del

huso durante la mitosis (Alberts et al. 1994).

Durante la interfase, el tamafio de la molécula de ADN de doble hélice es variable en cuanto
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a su namero de nucleotidos, puede estar formada hasta por miles de millones de ellos, para acomodar

una molécula de estas dimensiones en un volumen limitado como lo es el nicleo celular, es necesario
entonces empaquetarla, este proceso es reversible a fin de que en cualquier momento la informacion
genética sea accesible a los mecanismos de copia que conlleva la expresion genética. Dicho
empaquetamiento corre a cargo de las histonas, proteinas bésicas que junto con proteinas no histonas
acidas o neutras y ADN, forman ciertas unidades denominadas nucleosomas. Cada nucleosoma consta
entonces de ocho moléculas de histonas -un par de cada uno de los siguientes tipos; H4, H3, H2A y
H2B- asi como un segmento de ADN que las envuelve dando un par de vueltas a su alrededor ademas

de la histona H1 (Mezquita 1987).

-La histona H! es de mayor tamaiio que las del octamero antes citado, ésta sella el par de
vueltas del ADN y organiza a los nucleosomas en una estructura de orden superior, la cromatina. La
fosforitacion de las histonas H1, es lo que provoca la condensacién del ADN, fendmeno que se ha
observado durante el final de la fase G2 y €l comienzo del proceso de division celular, a lo largo del
cual un segmento de ADN de cinco centimetros, por ejemplo, se¢ compacta hasta medir cinco
micrometros (Mezquita 1987). La mayoria de las proteinas se sintetizan continuamente durante la
interfase, pero las histonas se sintetizan principalmente durante la fase S, estas son proteinas que

pueden sobrevivir durante toda la vida de una célula (Alberts et al, 1994).

El sistema de control del ciclo celular est4 basado en dos familias de proteinas, la poimera es
la familia de las cinasas dependientes de ciclina (cdc), las cuales inducen los procesos de fosforilacion
de algunas proteinas. La segunda es una familia Qe proteinas llamadas ciclinas que se unen a moléculas
cde y controlan su capacidad para fosforilar las proteinas blanco apropiadas. El ensamble de ciclina y

cdc, su activacion y el desensamble del complejo ciclina-cde son los eventos que controlan el ciclo
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celular, Las ciclinas son llamadas asi porque tienen un ciclo de sintesis y degradacion en cada division

celular. Hay dos clases principales de ciclinas: ciclinas mitdticas, que se unen a moléculas cde durante
G2y son requeridas para entrar en mitosis, y ciclinas Gy, las cuales se unen a moléculas cdc durante Gy

Y son requeridas para entrar en la fase S {Alberts et al. 1994).

Se ha sugerido que es una cinasa la responsable de la fosforilacién de las proteinas de fa
lamina nuclear, que a su vez origina la desintegracion de la envoltura nuclear que se observa
durante la mitosis. También que esta cinasa es la responsable de la extensa fosforilacion de las
maléculas de histona H1 molécula observada en los cromosomas mitéticos. Puesto que la histona
HI se halla presente en los nucleosomas y se sabe que intervienen en su empaquetamiento, su
extensa fosforilacién inmediatamente antes de la fase M es una de las causas principales de la

condensacion cromosomica (Alberts et al. 1994),

Pasando ahora 2 la fase M, durante la mitosis se lleva a cabo la division nuclear que consiste
en una secuencia continua de eventos constituida por cinco etapas: profase, prometafase, metafase,

anafase y telofase.

El primer signo visible de la mitosis es la condensacion y espiralizacién de la cromatina, lo
cual marca el principio de la profase, en este momento se han formado ya dos pares de centriolos, los
cuales se replicaron inmediatamente antes de la fase S, cada par esta rodeado por los otros
componentes del Centro Organizador de Microtiibulos (COMTY), en el citoplasma adyacente al niicleo.
El COMT esta constituido por el centrosoma, el cual contiene a los dos centriolos y éstos estan
rodeados por el material pericentiolar. Los microtitbulos del huso se polimerizan entre los dos COMT

y el alargamiento de las fibras de éste conduce a la separacion de los dos COMT en el perimetro
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nuclear. Dichos COMT se situan en polos opuestos de la célula con el huso entre ellos, pero

permaneciendo fuera del area nuclear. El nucleolo empieza a descondensarse y desaparece

progresivamente (Alberts et al. 1994},

La prometafase, se inicia bruscamente con la desintegracion de la envoltura nuclear, E! huso,
que hasta el momento se hallaba fuera del nicleo, ahora puede penetrar en el area nuclear. En las dos
caras de los centromeros se desarrollan los cinetocoros, a éstos quedan unidos los microtitbulos

cinetocoricos del huso (Alberts et al. 1994),

En la metafase cada cromosoma se alinea en el ecuador del huso con una orientacion tal que
los centrémeros de cada par de cromatidas hermanas se colocan opuestos a los polos de la célula, para
este momento ciertos microtitbulos del huso ya se han adherido a cada cinetocoro y todo esta listo
para la separacién precisa de las cromatidas hermanas ¥ su emigracion a los polos opuestos. Las
cromatidas hermanas se mantienen unidas hasta el final de Ja metafase por el centromero, el cual
corresponde a una porcion de ADN que contiene heterocromatina constitutiva, la cual consta de
secuencias altamente repetidas y al parecer esta desprovisto de genes que codifican proteinas (Alberts

et al. 1994, Karp 1998).

La anafase inicia cuando se separan los cinetocoros apareados de cada cromosoma,
permitiendo que cada cromatida sea arrastrada lentamente hacia un polo del huso. Durante estos
movimientos los microtibulos cinetocoricos se acortan a medida que las cromatidas se acercan a los
polos, al mismo tiempo los microtubules poIare_s se alargan y los polos de! huso se separan atin mas

(Alberts et al. 1994, Karp 1998).
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En la telofase las dos series de cromatidas hijas se ensamblan en nlcleos separados a medida

que se forma una envoltura nuclear alrededor de cada serie. Durante la reorganizacion nuclear en esta
etapa final de la mitosis reaparecen los nucledlos, el huso mitdtico desaparece poco a poco, las
cromitidas se desespiralizan y gradialmente el ADN asume el aspecto de cromatina que tenia en la
interfase. Cuando los fragmentos de la envoltura nuclear se ensamblan para formar una frontera

completa, termina la mitosis y comienza nuevamente la interfase (Alberts et al. 1994).

Al inicio de la mitosis la cromatina sufre su mayor condensacion y forma entonces los
cromosomas cuya estructura esta diferenciada en tres regiones con funciones y morfologia especificas
para que se lleve a cabo la replicacion y segregacion: una de ellas es el origen de replicacion, lugar del
cromosoma donde comienza la sintesis de nuevo ADN, por ser muy largos los cromosomas y muy
lenta la replicacion en cada uno hay muchos origenes. Otro elemento necesario para el buen
funcionamiento del cromosoma es el cinetocoro, donde se mantienen unidas las dos cromatidas
hermanas y donde se anclan microtibulos del huso durante la mitosis. Finalmente los telomeros, se
encuentran en ambos extremos del cromosoma constituidos por ciertas secuencias de ADN repetitivo

cuya funcion es impedir la degradacion de los genes terminales (Murray y Szostak 1988),

Los microtubulos son cilindros huecos no ramificados, su pared puede separarse en trece
protofilamentos dispuestos lado a lado en forma helicoidal, cada protofilamento consiste en una larga
cadena de subunidades proteicas, las cuales son heterodimeros (dos unidades diferentes) de una o-

tubulina y una f3-tubulina (Wilson et al. 1984),

El aislamiento y el uso de microtibulos y subunidades de tubulina han permitido el

descubrimiento de una serie de proteinas accesorias que se asocian a fa superficie de los microtibulos
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después de que los dimeros de tubulina se han ensamblado en las fibras cilindricas huecas. Los

microtibulos tienen una polaridad estructural, imprescindible para la produccion de movimiento
direccional organizado, ya que unen y liberan heterodimeros por ambos extremos pero a velocidades
muy diferentes, un extremo se alarga tres veces mas rapido que el opuesto, en el microtibulo, el
extremo de crecimiento rapido es el extremo (+) y el de crecimiento lento es el extremo (-). El huso
mitdtico es una estructura transitoria y su naturaleza labil facilita ¢ estudio de la cinética del
ensamblaj:: y desensamblaje de los microtibulos, gracias a los efectos de algunos farmacos sobre estos
procesos y las estructuras especificas que acttian como sitios organizadores para la formacién de

dichos microtiibulos (Avers 1991},

Para su separacion exacta, un cromosorna debe adherirse por su cinetocoro a una clase de
microtibulos del huso llamados precisamente microtibulos del cinetocoro o cinetocoricos. Mediante
cuidadosas mediciones del huso se ha demostrado que estos se acortan gradualmente y a medida que
ejercen traccion sobre los cromosomas hacia los polos, el huso aumenta de longitud al mismo tiempo
que las dos cromatidas son atraidas en sentidos opuestos. Pero hay otro tipo de microtibulos, los
microtibulos polares, que se extienden desde el centriolo hasta Ia regién ecuatorial del huso, donde se
forma un arreglo superpuesto, estos se alargan haciendo que los dos polos se separen cada vez mas

(Olmsted y Borisy 1973),

Shiny Inové (1967), llevé a cabo el primer estudio de birrefringencia sobre el huso mitético.
Al analizar los cambios que ocurrieron durante la mitosis, atribuyd dicha birrefringencia a ciertos
componentes fibrosos asociados a los cromosomas, a saber tos microtubulos. Propuso entonces, un
mecanismo de ensamblaje-desensamblaje, donde por un lado menciond que la despolimerizacién de los

microtubulos cromosémicos dio por resultado microtubulos mas cortos, y por otro lado definio la
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fuerza que tiraba de los cromosomas hacia los polos (Olmsted y Borisy 1973).

Inové (1967), establecid también que cuando las células en metafase se tratan bajo
condiciones controladas con agentes despolimerizantes, los microtibulos se desensamblan
gradualmente en sus extremos polares y los cromosomas se desplazan con lentitud a los polos
conforme sus microtibulos se acortan. De este modo, e desensamblado puede generar fuerza
suficiente para el movimiento cromosémico. Por otra parte, la adicién de monomeros de tubulina a los
microtibulos polares explica su alargamiento y tal vez se genera fuerza suficiente para separar las dos

mitades del huso (Olmsted y Borisy 1973).

Cuando empieza la mitosis los microtibulos que irradian en el citoplasma se desensamblan y
los microtibulos del huso empiezan a ensamblarse formando el huso mitotico. El intercambio
dinamico entre polimeros de los microtibulos y ¢l almacén citoplismico de monémeros de tubulina es
particularmente sensible a varios farmacos, entre los que se encuentran la colchicina, el colcemid y la

vinblastina (Olmsted y Borisy 1973, Aguilar-Parada 1991, Karp 1998).

La colchicina es un alcaloide que fue aislado de la raiz de la planta Colchicum autumnale en
1883 y desde entonces se ha usado con el fin de obtener niicleos metafisicos (Denton 1973). En la
actualidad es conocido como un inhibidor mitético en gran variedad de células de plantas y animales
por interferir con los microtdbulos del huso mitético (Borisy y Taylor 1967, Weisenberg et al. 1968).
Dicho farmaco af igual que el colcemid, un derivado bioquimico de ta colchicina {diacetil metil-
colchicina), se enlaza a los dimeros de tubulina (proteina globutar que constituye los microtubulos del
huso mitdtico), esta union se ha estudiado extensamente ya que evita su polimerizacion y con ello el

ensamble de los microtibulos o causa su despolimerizacion y desensamble de los mismos (Garland
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1978). As, el principal modo de accidn tanto de la colchicina como del colcemid es la degradacion de

los microtibulos por su unién a las subunidades de tubulina (Handel 1979).

Farrel y Wilson' establecieron que la colchicina inhibe la polimerizacion de la tubulina por la
alteracion de su cinética; esto es, la adicién y pérdida de dimeros de tubulina en los dos extremos de
los microtibulos son diferencialmente sensibles 4 la accion de la colchicina, el extremo de ensamble es
mucho més sensible a la droga que el extremo de desensamble {Wilson et al. 1984). Schmitt y Atlas
(1976) sugieren que el sitio de alta afinidad es la subunidad proteica tubulina. Una vez que se elimina el
compuesto se reconstituye la cinética de la tubulina y asi el huso en las células mitoticas {Garland

1978).

Se considera que la colchicina es una droga mds toxica que el colcemid, ya que provoca un
efecto de condensacién en los cromosomas alterando su morfologia, lo cual puede conducir a una

clasificacién y a un analisis errdneos de los cromosomas homdlogos (Denton 1973).

Por ello en los Gltimos afios se ha optado por el empleo de otro inhibidor mitotico con menor
toxicidad aparente, la vinblastina, que también es un alcaloide pero extraido de otra planta, a saber,
Vinca rosea. Es ampliamente utilizado en quimioterapia de cancer, ya que es una droga antimitotica
(Na y Timasheff' 1982). Este compuesto al igual que la colchicina y el colcemid, también inhibe [a
formacion del huso mitdtico deteniendo la division celular en metafase pero actua en una forma
diferente, primero induce el rompimiento de los microtabulos en subunidades de tubuli.naﬁ después se
une a estas y resuitan en un rearreglo de agregados paracristalinos muy distintos de la estructura

molecular normal de los microtbulos (Olmsted y Borisy 1973).
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Fujiwara y Tilney (1975), realizando estudios en microscopia electronica propusieron que 10s

paracristales tienen una estructura alargada con forma hexagonal, esto es, contienen gran cantidad de
paquetes de protofilamentos colocados en forma paralela unos con otros a lo largo de su eje, cada
protofilamento consta de dos moléculas de tubulina entretejidas helicoidalmente. La induccion de los
agregados paracristalinos de tubulina-vinblastina se deben a ia presencia en el medio de dos cationes
divalentes, iones de magnesio para el ensamble de los microtiibulos y de calcio para el desensamble de

los mismos (Na y Timasheff 1982).

Cualquiera de los tres farmacos antes mencionados intervienen con el ensamblaje ordenada
del huso y por tanto inhiben la alineacion de los cromosomas en la metafase, asi como su movimiento
en la anafase, esto demuesira claramente que el huso mitético es esencial para el movimiento ordenado

y dirigido de los cromosomas en la mitosis (Denton 1973, Lenhinger 1993).

Cuando los microtibulos son despolimerizados experimentalmente, empiezan a
reensamblarse a partir de los centros organizadores de microtitbulos (COMT), que contienen al
centrosoma, los centriolos y el material pericentriolar, En animales y organismos inferiores el
centrosoma es una region relativamente transparente que alberga a un par de centriolos en medio; en
husos mitdticos bien desarrollados, los microtibulos tanto del cinetocoro como polares emanan del
centrosoma en cada polo de la célula en division. Cada centriolo es una estructura cilindrica cuya
forma esta definida por el arreglo de nueve series de tripletes de microtibulos que constituyen su

pared (Avers 1991).

En organismos como fanerégamas y gimnospermas, aunque carecen de centriolos hay

formacién del huso mitdtico compuesto por microtibulos, lo cual indica que no necesariamente debe
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estar presente un centriolo en la region del centrosoma para la formacidn del mismo. Un examen

detallado de los polos de cada extremo de los husos revela la presencia del COMT, dispuesto en
placas en la superficie externa de la envoltura nuclear, también revela que los microtibulos del
cinetocoro y polares del huso mitdtico se originan en cste material, que representa €l verdadero

COMT (Karp 1998).

Finalmente, en la presente investigacion se utilizo el estudio citogenético, como se menciond
anteriormente tanto la colchicina como el colcemid y la vinblastina interfieren deteniendo el proceso de
division celular en metafase, lo que permite la observacion adecuada de la morfologia de los
cromosomas. Con esta finalidad se han utilizado tradicionalmente los dos primeros, sin embargo, la
vinblastina se utiliza esporadicamente en los estudios citogenéticos sin que ¢l motivo sea mencionado,
siendo que tiene ventajas relacionadas con la morfologia cromosomica en comparacion con los otros

dos farmacos (Aguilar-Parada et al. 1991).

En vista de que en nuestro pais son escasas las investigaciones citogenéticas en animales de
importancia econdmica, este estudio pretende aplicar la técnica en el diagnostico y prondstico de

aberraciones cromosdmicas y posteriormente pueda tener beneficios en las granjas porcinas,
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HIPOTESIS

El uso de la vinblastina en los cultivos de linfocitos producira un menor efecto sobre la
morfologia de los cromosomas asi como un mayor niimero de mitosis en metafase, que los obienidos
con la colchicina y el colcemid, debido a que éstos dos dltimos alieran mas la morfologia
cromosomica. Asi mismo, las dos variables estaran en relacion directa con la concentracion del

inhibidor mitotico.

OBJETIVOS

¥ Analizar y comparar el efecto que tienen sobre la morfologia de los cromosomas tanto la
colchicina, como el colcemid v 1a vinblastina con cinco diferentes concentraciones para cada uno {0.1,
0.5, 1.0, 5.0 y 10.0pg/ml), a través de [a compactacion del par cromosomico No. 1, en la metafase de

los Linfocitos de Cerdo en Cultivo (LCC).

* Determinar la accion de las drogas anteriores sobre el Indice Mitotico {IM) de los LCC a

las cinco concentraciones valoradas.

* Encontrar Ja concentracion adecuada para cada uno de los inhibidores mitSticos que
permita obtener cromosomas metafasicos, sin afectar la proliferacion celular ¥ que a su vez facilite su
observacion y aplicacion en el diagnostico cromosdmico en las investigaciones citogenéticas de los

cerdos.
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MATERIALES Y METODOS

La recoleccion de las muestras de sangre periférica para el analisis cromosémico, se Hevo a
cabo en 5 sementales de la Granja Experimental Porcina "Zapotitlan®, perteneciente a la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Mientras que la
parte técnica del estudio se realizé en el laboratorio de Histologia del Departamento de Morfologia de

la misma Facultad.

1- Técnica para el cariotipo
L- Obtencién de Ia muestra sanguinea

Se tomaron muestras de 5 ml de sangre periférica en tubos vacutainer heparinizados
provenientes de sementales clinicamente sanos, tomandose todas las precauciones con el fin de evitar
posibles contaminaciones por microorganismos en los cultivos de linfocitos y obtener asi resultados

confiables.

II.- Cultivo de linfocitos

En tubos estériles se colocaron 5 ml del medio de cultivo MeCoy 5a Modificado (Microlab)
complementado con 0.5 m! de fitohemaglutinina (FHA) como estimulante de divisién mitética, se
adicionaron 8 potas de sangre, €l tubo se tapd perfectamente y se incubd durante 72 horas a 37°C. A
las 70 hrs de incubacién, se agregé cada inhibidor mitdtico: 0.2 ml de colchicina, 0.2 ml de colcemid
(Microlab), 0.2 ml de vinblastina (Laboratorio Eli Lilly), a las siguientes concentraciones, las cuales se

han aplicado en trabajos anteriores:
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0.1 pg/ml colcemid =+ en células de bovino {Lozanc 1991)

0.5 ug/ml coichicina = en células de aves (Shoffner y Krishan 1965}
L0 pg/ml colchicina y colcemid = en células de aves (Jaffe y Fechheimer 1966)
5.0 pg/ml  no se encontrd referencia,

10.0 pg/ml colcemid =* en células de humano (Arakaki 1963 y Armendares 1968)

IIL.- Cosecha de linfocitos

Después de 72 hrs de incubacion, tos cultivos fueron centrifugados a 1000 rpm durante cinco
minutos. Los sobrenadantes fueron desechados y las células tratadas con una solucion hipotonica de
cloruro de potasio (KCI) al 0.075 M durante 20 minutos a 37°C. Nuevamente se centrifugaron por

cinco minutos a 1000 rpm y se descartaron los sobrenadantes.

IV - Fijacion de las células
La fijacion de la pastilla celular se realizo mediante la adicion de solucién de Camoy
{metanol-acido acético, en una proporcién de 3:1) y se dejé reposar cinco minutos, después se

centrifugd y se decantd, finalmente, con la misma solucién se lavé la pastilla dos veces.

V.- Preparacion de los cariotipos

Las pastillas celulares fueron resuspendidas, con una pipeta Pasteur se tom6 una muestra y se
dejaron caer gotas sobre un portaobjetos a una altura de un metro. Se hicieron cinco laminillas para
cada una de las concentraciones de los inhibidores mitoticos ensayados. Las muestras fueron

observadas al microscopio de contraste de faces para verificar la presencia de metafases.
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VL- Fincién de los cromosomas

Las laminillas se tifieron con Giemsa al 10%, posteriormente se lavaron con agua corriente,
las muestras se dejaron secar al aire y se observaron al microscopio foténico con los objetivos de 10X,

40X y 100X

2- Medicién de la condensacién cromosémica

La morfologia de los cromosomas se valord por medio de la condensacidn cromosémica, la
cual se determind midiendo la longitud y el didmetro de los miembros del par cromosomico No. |
(Andersen y Ronne 1983). Se analizaron cinco metafases para cada concentracion de los inhibidores y
los datos obtenidos se sometieron a las pruebas estadisticas de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney

(Siegel 1986).

3-Determinacién del Indice Mitdtico (IM)

El IM se determiné cuantificando el nimero de metafases por cada 1000 linfocitos
estimulados, cuya formula es la siguiente:

IM = (No. de metafases /1000) X 100 = %IM

Para el anilisis estadistico se aplico la xz, aunap <0.05.
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RESULTADOS

La compactacion cromosomica se evalud midiendo en cinco muestras para cada tratamiento,
la longitud del par cromosomico nimero 1 (Tabla 1), para cada uno de los tres inhibidores mitéticos
en las cinco concentraciones ensayadas. En la tabla 2, se puede observar que para la colchicina {a
mayor longitud es de 6.21 pm y se encuentra en 0.5 ug/mly la menor es de 4.7t pm en 10.0 pg/ml; en
€l caso del colcemid, se tuvo que este parametro fue constante, la longitud mayor fue de 5.99 um en
10.0 pg/ml y la menor fue de 5.24 pm tanto en 0.5 pg/mi como en 5.0 ug/ml; con la vinblastina la

mayor longitud fue de 7.28 um para 0.1 pg/ml y la menor fue de 4.81 pm para 10.0 pg/mi,

Los resultados de la prueba estadistica de Kruskall - Wallis indicaron que solo las
concentraciones 0.1 y 10.0 pg/ml son significativamente diferentes para la longitud cromosomica en
los tres inhibidores mitéticos ensayados, mientras que las concentraciones 0.5, 1.0 y 5.0 pg/ml no
afectaron este parimetro (Tabla 3). A estos resultados se les aplicd la prueba estadistica U de Mann-
Whitney (Tabla 4) y se determind que para 0.1 pg/ml fa comparacion de colchicina-colcemid no
mostro cambios significativos en la longitud; pero al comparar colchicina-vinblastina y colcemid-
vinblastina, los cambios fireron significativos ya que la vinblastina aumentd la longitud (Tabla 2). En lo
que respecta a la concentracién de 10.0 pg/ml, la comparacion de colchicina-vinblastina no es
estadisticamente significativa, sin embargo, en colehicina-colcemid y colcemid-vinblastina si hay

significancia, ya que se observo una mayor longitud al aplicar el colcemid (Tabla 2).

En la tabla 5, se encuentran los valores del diametro, se midieron cinco metafases para cada
muestra de colchicina, colcemid y vinblastina, en las cinco concentraciones diferentes de cada uno de

ellos. Se puede observar que no hubo diferencias significativas en cuanto 2 este parametro (Tabla 6).
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Finalmente, al comparar el efecto de los tres mitogenos sobre el IM, se encontrd que con la
colchicina y el colcemid se obtiene un IM mayor con 5.0 y 10.0 pg/ml respectivamente, mientras que

con la vinblastina fiie a 0.1 ug/ml (Tabla 7).

Por otra parte, el anélisis del IM en LCC indico que con las concentraciones 0.5 y 10.0 pg/ml
de colchicina, el IM disminuye significativamente y con 5.0 pg/ml se duplica su valor (Tabla 7). Con
0.5y 1.0 pg/ml de colcemid desciende el IM y un efecto contrario se obtiene con 5.0 y 10.0 pg/ml
(Tabla7). Mientras que con la vinblastina los valores del IM disminuyeron con relacion a la

concentracion (Tabla 7).
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TABLA 1. Longitud del par cromosomice No. 1 de linfocitos de cerdo cn cultivo, bajo tres
diferentes inhibidores mitéticos a cinco concentraciones.

pg/mi Colchicina (pum) Colcemid (pm) Vinblastina  (pm)
1 I’ 1 I 1 r
535 428 5.35 535 8.56 7.49
4.28 4.28 6.42 6.42 6.42 749
0.1 428 5.35 6.42 6.42 6.42 7.49
535 5.35 5.35 6.42 7.49 7.49
4,28 535 5.35 5.35 7.49 6.42
535 6.42 428 535 5.35 535
535 6.42 6.42 535 535 5.35
0.5 5.35 535 535 5.35 5.35 5.35
6.42 6.42 428 535 428 535
535 6.42 5.35 535 428 428
5.35 6.42 428 ’ 428 6.42 5.35
535 535 5.35 535 535 535
1.0 535 6.42 6.42 535 6.42 535
6.42 535 535 6.42 535 6.42
535 535 5.35 5.35 5.35 6.42
535 535 535 5.35 6.42 6.42
6.42 6.42 5.35 428 5.35 5.35
5.0 6.42 6.42 428 5.35 7.49 535
7.49 6.42 5.35 6.42 5.35 5.35
535 6.42 535 5.35 6.42 6.42
428 535 6.42 6.42 428 428
428 428 6.42 6.42 428 5.35
10.0 428 535 6.42 535 535 5.35
428 428 5.35 5335 535 5.35
535 5.35 6.42 535 428 428

1y 1' = par cromos6mico No. 1 de cada muestra
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TABLA 2. Promedios de la longitud de los cromosomas 1 y 1° sometidos a tres inhibidores
mitéticos y a cinco concentraciones diferentes de cads uno.

Colchicina

pg/ml Colcemid Vinblastina
0.1 4814053 5.88+0.53 7.28 + 0.64
0.5 5884053 5244058 5.03+0.49
1.0 5,67 £0.49 5.35+0.68 5.78+0.52
5.0 6.21 £0.64 5.2440.58 5.99+0.71
10.0 4714052 5.99 4.0.52 481+0.53

TABLA 3. Resultados estadisticos con la prueba de Kruskall-Wallis para la longitud del par
cromosémico No. 1 a cinco concentraciones diferentes de cada inhibidor mitético.

ug/mi H P
0.1 19.95 0.001*
0.5 6.79 0.05
1.0 1.64 0.50
5.0 7.17 0.02
10.0 13.11 0.001*

H = Valor de la prucba

a=0.01

p = Nivel de probabilidad
* = Diferencias significativas
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TABLA 4. Resultados estadisticos con la prucba de U de Mann-Whitney para poblaciones

diferentes con respecto a la longitud del par cromosomico No. 1 en linfocitos de
cerdo en cultive.

CLC-CLM CLC-VLT CLM-VLT
pg/ml Uo Ur Uo Ur Uo Ur
0.1 45 38 10* 38 34 38
10.0 34+ 38 55 38 20" 38

CLC = Colchicina CLM=Colcemid VLT = Vinblastina

Uo = Valor observado

=002
Ur=Valor de tablas

* = Diferencias significativas
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TABLA 5. Diametro del par cromesdmico No. 1 de linfocitos de cerdo en cultivo, bajo tres
diferentes inhibidores mitéticos a cinco concentraciones.

pg/ml Colchicina (um) Colcemid (pm) Vinblastina (pm)
1 r 1 1 1 I
214 214 2.14 2,14 2.14 2.14
2.14 214 2.4 2.14 2.14 1.07
0.1 2.14 1.07 1.07 1.07 1.07 1.07
2.14 1.07 2.14 2.14 214 1.07
2.14 214 2,14 2,14 1.07 1.07
1.07 1.07 2.14 214 214 1.07
2.14 2,14 2.14 2,14 1.07 1.07
0.5 2.14 1.07 1.07 2.14 2.14 2.14
1.07 1.07 2.14 214 2.14 2.14
2.14 1.07 214 2,14 1.07 1.07
2.14 214 2.14 2.14 214 2.14
214 2.14 2.14 1.07 2.14 2.14
1.0 1.07 2.14 2.14 2.14 1.07 214
1.07 2.14 2.14 2,14 1.07 2.14
2.14 214 214 2.14 2.14 2.14
2.14 2.14 2.14 214 1.07 214
2,14 2.14 2.14 2.14 1.07 2.14
5.0 1.07 1.07 2,14 2.14 214 2.14
1.07 1.07 214 214 2.14 2.14
1.07 214 2.14 2.14 214 2.14
2.14 214 1.07 1.07 2.14 2.14
2.14 2.14 1.07 1.07 1.07 1.07
10.0 1.07 1.07 2.14 1.07 1.07 1.07
214 214 1.07 1.07 214 2.14
1.07 214 214 1.07 1.07 1.07

1y 1' = par cromosémico No. 1 de cada muestra
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TABLA 6. Resultados estadisticos con la prueba de Kruskall-Wallis para el diametro del par
cromosdmico No. 1 a cinco concentraciones diferentes de cada inhibidor mitético.

Kg/ml H p
0.1 3.10 0.20
0.5 4.06 0.10
1.0 0.19 0.90
5.0 3.68 0.20
10.0 3.68 0.20
H = Valor de la prucha p = Nivel de probabilidad
a =001 * = Diferencias significativas

TABLA 7, Indice mitdtico en [linfocitos de cerdo en cultivo tratados con tres inhibidores
mit6ticos a cinco concentraciones diferentes.

INHIBIDOR ____pg/ml____IM'___%IM
0.1 38 38
0.5 23 2.3*
Colchicina 1.0 34 34>
5.0 68 68*
100 11 1.1*
0l 33 33
0.5 18 1.8
Colcemid 1.0 19 1.9%
5.0 48 4.8*
10.0 58 58%*
0.1 72 72*
Q.5 37 3.7
Vinblastina 1.0 35 3.5
50 39 3.9*
10.0 18 i.8*
* = Indice mitético n = 1000 céhlas estimuladas

* = Diferencias estadisticamente significativas entrc las concentraciones de cada inhibidor
mitético obtenidas con fa prucba de x* a p<0.05
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DISCUSION

En la actualidad, los inhibidores mitéticos son ampliamente utilizados tanto en el campo de la
medicina como en la investigacién cientifica. La colchicina, el colcemid y la vinblastina, son
compuestos alcaloides usados en los tratamientos contra el cancer, debido a que son drogas

antimitoticas, es decir, inhiben la formacién de la estructura del huso niitotico.

En este estudio, los resultados evidenciaron que los tres farmacos, (la colchicina, €l colcemid
y la vinblastina), probados en LCC, alteraron la longitud de los cromosomas metafasicos y bloquearcn

el ciclo celular en la metafase de la mitosis,

Se observd que la colchicina produjo el mayor efecto sobre la condensacion de los
cromosomas tanto a la concentracién mas baja como a la mas alta (0.1 y 10.0 pg/ml) siendo estas de
4.81y 4.71 um respectivamente (Tabla 2, Fig. 1 y 2). En este caso, la droga podria estar interfiriendo
con la fosforilacién de la histona Hl, lo que estaria ocasionando una mayor condensacion de los
cromosomas. A concentraciones intermedias, los cromosomas fueron mas elongados, incluso por

arriba de 5.0 ym, es decir, el efecto de la colchicina sobre 1a fosforilacién de las histonas H1 fue menar

(Fig3,4y5),

En lo que se refiere al colcemid, se observd que a diferencia con la colchicina, a ia
concentracion mas baja y a la mas alta (0.1 y 10.0 pg/ml), los cromosomas se encontraron mis
elongados, es decir, 5.88 y 5.99 um respectivamente (Fig. 6 y 7), mientras que 0.5 y 5.0 pg/ml
causaron un aumento en ¢l grado de condensacién del ADN, debido probablemente al mayor el efecto

de esta droga sobre la fosforilacion de la histona H1, reflejado esto en que los cromosomas son més
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cortos, llegando a medir 5.24 pm en ambos casos (Tabla 2, Fig. 8 y 9). Es evidente que, aunque el

colcemid es un compuesto muy similar a la colchicina, este actia de una forma diferente en la célula.

La vinblastina mostrd una relacion directamente proporcional entre concentracion y
condensacion de los cromosomas. A bajas concentraciones (0.1 pg/ml) los cromosomas estuvieron
mas elongados, 7.28 pm (Tabla 2), esto probablemente significa que conforme se va aumentando su
concentracion, se induce mayor fosforilacion de la histona H1 y por tanto, la mayor condensacion de

los cromosontas (Fig,. 10).

Segin Aguilar-Parada et al. (1991), trabajando con linfocitos de ser humano, encontraron
que lo que ellos llamaron el efecto C (cromosomas compactos) es una alteracion (ue se presenta en
cultivos celulares expuestos a concentraciones elevadas de un inhibidor mitético o a su exposicién
durante periodos prolongados; ademas mencionan que este efecto es caracteristico de la colchicina, sin
embargo, ellos solo compararon esta droga a una concentracion de 0.2 pg/ml, con colcemid & 0.18
ng/ml y vinblastina a 0.5 pg/ml, asi mismo, el tiempo de exposicion fue diferente para cada uno. En el
presente estudio los LCC fueron tratados con estos tres farmacos a cinco concentraciones diferentes
para cada uno de ellos, dando ¢l mismo tiempo de accidn a todos. Los resultados obtenidos para la
vinblastina concordaron con la propuesta anterior, sin embargo, para la colchicina no solo a

concentracionies elevadas provoca el efecto C, sino que también a concentraciones minimas {0.1

pg/ml),

El examen de las metafases, evidencié la morfologia adecuada en los cromosomas obtenidos
de los cultivos tratados con vinblasting, refiriéndose a la longitud de los cromosomas. Es notable que la

vinblastina dio resultados 6ptimos en cuanto a elongacion de los cromosomas cuando se aplico a 0.1
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Hg/mi (Tabla 4). Estos datos son importantes, ya que en la practica del diagnéstico citogenético se

incluyen s6lo las metafases que tienen cromosomas elongados (Aguilar-Parada et al. 1991).

Es ya conocido que el blanco de accién de los tres inhibidores mitoticos es la proteina
tubulina la cual se encarga de formar los microtibulos del huso durante Ja mitosis (Wilson et al. 1984,
Dustin 1984, Wallin et al. 1988, Avila 1990). Sin embargo, es posible que los inkibidores mitéticos
ademas de tener un efecto claro en ta proteina tubulina, afecten de igual forma a proteinas que regulan
el ciclo celular, como son cdc28 y ciclina tipo-B. La prateina cdc28 es una cinasa cuyos niveles
permanecen constantes a través del ciclo celular y tiene una fuerte preferencia por la histona H1 como
sustrato. La ciclina B, por su parte, esta sujeta a sintesis y degradacion periddicas, se acumula durante
la interfase y desaparece bruscamente al final de la mitosis, dicha acumulacién es la encargada de
mantener activa a la proteina cdc28 durante la mitosis (Murray y Kirschner 1991, Alberts et al. 1994,

Dekel 1995, Hutchison et al, 1995),

El mecanismo de condensacion progresiva de los cromosomas se inicia con la duplicacion del
ADN durante la interfase y continia hasta la metafase de la mitosis, esta condensacion es provocada
por el incremento del nivet de fosforilacién de la histona H1 (Risley 1989, Dekel 1995). Debido a que
la histona HI acta como sustrato de la proteina cdc28, puede decirse que lﬂ vez los inhibidores
mitéticos tengan algin efecto en las proteinas cdc28 y ciclina B, dependiendo de la concentracion

aplicada de cada uno de eflos.

Los resultados muestran también que en cuanto al didmetro de los cromosomas, parametro al
que se aplico la prueba de Kruskall-Wallis (Tabla 6), no hubo diferencias significativas al comparar

todos los tratamientos, esto puede ser evidencia de que ninguno de los tres inhibidores tubo efecto
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sobre el didmetro, caso contrario a ja longitud de los cromosomas.

Por otra parte, el indice mitético (IM) en LCC es un parametro que se usa para evaluar el
efecto de drogas antineoplasicas o citostéticas, esto se debe a que esta directamente relacionado con la

inhibicién de! ciclo celular y/o la proliferacion celular.

El anlisis del IM evidencia que al igual que en la longitud de los cromosomas, los resultados
difieren segiin el inhibidor y la concentracion aplicada. Con colchicina, de 0.1 a 1.0 pg/ml no se afectd
el IM, pero a 5.0 ug/ml produjo un aumento significativo del mismo hasta 6.8, al mismo tiempo
aumentd 1a proliferacion celular debido a que las células se dividen mas rapido y tienen ciclo celular
mas corto. Sin embargo, cuando se aplica la concentracion mas alta {10.0 pg/ml) hay una disminucion
muy marcada del IM llegando a 1.1 (Tabla 7), en este caso se ve afectada la proliferacion celular ya
que se retrasa la division de los linfocitos, posiblemente debido a que la colchicina influye sobre Ia
disposicion tanto de nutrientes como de la estimulacion de la fitohemaglutinina y quizas sobre algunas
proteinas que regulan el ciclo celular (cdc28 y ciclina B) lo que hace un poco citotoxico a este farmaco

en dicha concentracion (Holmén et al. 1994).

Por otro lado, con la colchicina a altas concentraciones se observa el mayor efecto en el IM
de tedos los tratamientos, debido a que los microtubulos tienen mucho mayor nimero de sitios de
union de alta afinidad a la colchicina que a la vinblastina, ademas de que la colctucina puede interactuar
tanto con los dimeros de tubulina libres en el citoplasma de la célula como con los de los microtibulos
y la vinblastina solo con éstos ultimos (Wilson et al. 1984), esto da como resultado que posiblemente,
al unirse a los microtubulos ya formados, impida que se unan otros dimeros de tubulina Y por otro

lado, cuando se une a fos dimeros de tubulina libres, impide que éstos lleven a cabo la polimerizacion
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de microtibulos (Waters et al. 1986, Sackett 1995). En ambos casos la colchicina influye de manera

directa tanto en la polimerizacion de los microtibulos como en los microtubulos ya formados, asi fa

division celular es detenida en metafase de la mitosis, con la consecuente inhibicion del ciclo celular.

El colcemid tiene un efecto parecido al de la colchicina, a partir de 0.5 pg/ml, mientras va
aumentando la concentracion, va aumentando el IM y asi mismo la proliferacién celular, a diferencia
de la colchicina, con 10 pg/ml es mas alto ¥a que equivale a 5.8, aunque es un compuesto estructural y
funcionalmente muy similar a fa colchicina se considera menos citotoxico (Waters et al. 1986, Henning
et al 1988). Esto se pudo evidenciar ya que la colchicina con 10.0 pg/ml es el mas citotdxico mientras

que el colcemid, por el contrario, a esta dosis es el que presenta ¢l mayor IM (Tabla 7).

En el caso de la vinblastina ocurre lo contrario, mientras va aumentando la concentracion va
disminuyendo el IM, es decir, en concentraciones bajas induce mayor proliferacién celular, ya que las
divisiones son mas rapidas, por lo tanto los ciclos celulares son muy cortos. Se abservd que a bajas
concentraciones (0.1 pg/ml), el IM es mayor aplicando la vinblastina que con la colchicina y el
colcemid (Tabla 7). Esto se debe a que la vinblastina actia selectivamente sélo en un pequefio nimero
de sitios de unidén en ambos extremos de los microtiibulos, que es donde se encuentran los sitios
blanco de aita afinidad de ia tubulina para vinblastina durante la metafase (Jordan et al. 1986, Jordan y

Wilson 1990).

Estos resultados obtenidos en linfocitos de cerdo, concuerdan con los obtenidos por Mary
Ann Jordan y Wilson (1990}, quienes trabajando tinicamente con vinblastina en células de bovino,
mostraron que con bajas concentraciones de vinblastina, hay un ligero efecto en la organizacion de los

microtubulos, lo que indica que en estos casos la vinblastina no causa despolimerizacion de los




39
microtbulos, sino que solo detiene temporalmente la cinética de polimerizacion-despolimerizacion de

los mismos, dando como resultado inhibicion del ciclo celular en metafase de la mitosis, por lo que ¢l

efecto puede ser reversible (Jordan et al. 1986).

Se observa que en concentraciones altas de vinblastina (10.0 pg/ml), el IM disminuye hasta
1.8, disminuyendo la division celular (Tabla7), cuando se aplican concentraciones altas de vinblastina,
ésta se va enlazando a un mayor numero de sitios de union de alta afinidad en los extremos del
microtibulo causando ahora si su despolimerizacion y consecuente inhibicion del ciclo celular en
metafase (Jordan et al. 1991). En estas concentraciones, al unirse Ja vinblastina a la proteina tubulina
en ambos extremos del microtibulo da como resultado el desprendimiento de los protofilamentos,
formandose quizds agregados de vinblastina-tubulina, los cuales se precipitan y forman estructuras
paracristalinas que no se forman con ninguno de los otros dos inhibidores mitdticos lo que hace

irreversible el efecto (Himes et al. 1976, Jordan et al. 1986).

Lo anterior indica que la colchicina es menos citotdxico para la célula en 5.0 ug/ml ya que
hay mayor proliferacion celular pero retrasa el ciclo celular cuando se aplican 10.0 pg/mi por lo que es
mas factible que lo detenga en metafase. El colcemid es menos citotéxico en 10.0 pg/ml pero es mejor
como inhibidor en 0.5 pg/mi y la vinblastina por su parte, es menos citotoxico en 0.1 pg/ml pero la

concentracion optima para el ciclo celular es 10.0 pg/ml (Tabla 7).

Los resultados del IM indican la concentracién adecuada para obtener mayor nimero de
células metafasicas con cada inhibidor, para el diagnstico de aberraciones cromosdmicas, se pueden

aplicar las concentraciones que sean menos citotoxicas y con mayor proliferacion celular (mayor IM).
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En este caso, realizando estudios citogenéticos en los cerdos, se compararon los datos de

longitud de cromosomas con los de IM (Tablas 2 ¥ 7) ¥ se observo que con colchicina a 0.5 pg/ml se
obtienen los cromosomas mas elongados, pero el IM es muy bajo, con colcemid a 10.0 pg/ml se
observan los mas elongados y también un IM alto, sin embargo, se puede sugerir que la vinblastina a
0.1pg/ml es el mejor inhibidor mitético, ya que es donde se obtienen los cromosomas mas elongados y

al mismo tiempo el IM mas alto de todos los tratamientos (Fig. 10).

En la literatura se encuentran citados diferentes inhibidores mitéticos para la realizacion de
estudios citogenéticos, ademas de ello, en gran diversidad de concentraciones dependiendo de la
especie. En bovinos y aves es donde se han realizado mas estudios citogenéticos, en el caso del cerdo
asi como de algunas otras especies de animales domésticos de importancia econdmica en México, hay
muy poca informacién, debido a esto, es necesario comparar cual de ellos y en qué concentracién da

resultados dptimos tanto en fa longitud de los cromosomas como en el M.

Finalmente, el presente estudio resulta de gran importancia para introducir la practica del
diagnostico citogenético en las granjas de cerdos, que son de gran importancia econdmica para nuestro
pais. En muchas granjas, hay pérdidas de ganado sin que los encargados de eflas sepan a qué se deben,
en fa actualidad se sabe ya que gran parte de las aberraciones cromosdmicas, tanto estructurales como
numéricas, tienen que ver con problemas como hipoplasia testicular, aspermia, ciclos estrales largos y
muerte embrionaria entre otros, €sto trae como consecuencia problemas en la reproduccion como baja

fertilidad ¢ incluso infertilidad.

Debido a que en nuestro pais no sc lleva a cabo el diagnéstico y pronéstico de aberraciones

cromosomicas en animales domésticos, se sugiere entonces que se realicen cariotipos como una
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practica cotidiana en las hembras, ya que de presentar aberraciones estructurales o numéricas en sus

cromosomas las heredarian a toda su descendencia, de igual forma en los sementales, debido a que son
cruzados con muchas hembras y heredarian las aberraciones a todas las camadas resultantes, y también
a las crias para elegir desde pequefios los que pueden servir como sementales sin ningan problema
cromosdmico y los que presenten alteraciones destinarlos para otras funciones. Esto traeria como
consecuencia menos pérdida de ganado debida a abemaciones cromosomicas que incluso sen

hereditarias,
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CONCLUSIONES

La morfologia cromosomica, en este caso determinada por el grado de condensacién
(longitud) de los cromosomas, depende del inhibidor mitdtico y de la dosis aplicados: Con la
colchicina los cromosomas mas elongados se observan a concentraciones de 0.5, 1.0y 5.0 pg/ml, con
el colcemid a 0.1 y 10.0 ug/ml y con la vinblastina cuando se aplica la concentracién mas baja, es

decir, 0.1 pg/ml.

El IM nos indica el nivel de citotoxicidad que provocan en los LCC los tres inhibidores, estos
tienen un efecto diferente segiin la dosis aplicada: Con la colchicina se estimula el IM a 5.0 pg/ml y se
vuelve citot6xico a 10.0 pg/ml, con el colcemid el IM se estimula a 10.0 ug/mly se ve afectado a 0.5 y
1.0 pg/m! aunque no al grado de la colchicina, esto hace al colcemid un inhibidor mitotico menos
citotoxico que la colchicina y con la vinblastina el IM se estimula a 0.1 pg/ml y es afectado a 10.0

pg/ml.

De todas las concentraciones para estas tres drogas, se puede sugerir que la vinblastina a 0.1
ng/ml es el mejor inhibidor mitdtico para el diagnostico de aberraciones cromosomicas, ya que es

donde se observan los cromosomas mas elongados y ¢l IM mis alto.

Resuita de gran importancia la introduccion del diagnostico y pronostico citogenético como
una practica cotidiana primero en las granjas porcinas, que es donde se realizd el presente estudio,

extendiéndola después a los demas animales domésticos.
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