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Resumen: La intensidad de la respuesta inmu-
ne es regulada por los motivos aminoacidicos
en los sitios de reconocimiento a antigenos
(SRA) presentes en los bolsillos de las molé-
culas presentadoras del Complejo Principal de
Histocompatibilidad. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar la asociacién entre dichos
motivos y la resistencia/susceptibilidad a masti-
tis medida a través del conteo de células soma-
ticas (CCS) en leche de ganado Holstein de la
provincia de La Pampa. La poblacién se dividio
en: 1) grupo caso con alto CCS y presencia
de mastitis (> 250.000 cel/ml, susceptible) y 2)
grupo control con bajo CCS (< 250.000 cel/ml,
resistente). De una muestra de 128 animales,
se tipificaron 40 para el segundo exdn del gen
BoLA-BRB3 mediante la técnica de secuen-
ciacion directa; 20 vacas correspondientes
a cada grupo. Se detectaron 24 alelos en la
poblacién analizada. Se calcularon las frecuen-
cias génicas de los motivos aminoacidicos de
los cinco bolsillos (1, 4, 6, 7 y 9) del SRA en
los dos grupos de animales. Se utilizé el test
Odds Ratio (OR) de Woolf-Haldane para estu-
diar la asociacién. No se hallaron diferencias
significativas entre los motivos aminoacidicos
de los bolsillos 1, 4, 7 y 9 entre los grupos
con alto y bajo CCS. Sin embargo, el motivo
T11Y30 del bolsillo 6 (presente en los alelos
BoLA-DRB3*0601, 0901 y *4401) evidencié un
valor significativo de OR = 0,11 (p= 0,03). Esto
sugiere una asociacion entre dicho motivo con
un menor riesgo a desarrollar mastitis. El rol del
motivo aminoacidico T11Y30 en la respuesta
inmune de los animales que lo poseen debera
ser validado en poblaciones independientes.
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Determination of amino acid motifs present
in the antigen-binding site of BoLA-DRB3
alleles in a Holstein population of La Pampa
y su asociacion con mastitis.

Abstract: The intensity of the immune response
is regulated by amino acid motifs in antigen rec-
ognition sites (ARS) present in the pockets of
Major Histocompatibility Complex molecules.
The objective of this work was to study the as-
sociation between these motifs and resistance/
susceptibility to mastitis measured by somatic
cell counts (SCC) in milk from Holstein cattle
from the province of La Pampa. The population
was divided into: 1) case group with high SCC
and presence of mastitis (> 250,000 cells/ml
susceptibility) and 2) control group under SCC
(< 250,000 cells/ml resistant). From a sample of
128 animals, 40 were genotyped for the second
exon of BoLA-BRB3 gene by direct sequencing
technique, 20 cows for each group. A total of 24
alleles were detected in the analyzed popula-
tion. Gene frequencies of amino acid motifs of
the five pockets (1, 4, 6, 7 and 9) from ARS in
the two groups of animals were calculated. Test
Odds Ratio (OR) Woolf-Haldane was used to
study the association. No significant differences
between amino acid motifs of pockets 1, 4, 7
and 9 between groups with high and low SCC
were found. However, the T 11 Y 30 motif in
pocket 6 (found in BoLA-DRB3 * 0601, * 0901
and * 4401 alleles) showed a significant OR
value = 0.11 (p = 0.03). This suggests an as-
sociation between this motif with a lower risk of
developing mastitis. The role of amino acid motif
T 11Y 30 in animal immune response should be
validated in independent populations.

Key Words: amino acid motifs, mastitis, im-
mune response, BoLA-DRBS3, Holstein.
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A\ Introduccién \

| Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) desempefia un

rol central en el control de la respuesta inmune y la susceptibilidad a
una gran variedad de enfermedades, principalmente autoinmunes e in-
fecciosas. En bovinos recibe el nombre de Antigeno Linfocitario Bovino
(BoLA) (Amorena y Stone, 1978; Spooner ez al., 1978). Ha sido mapeado
en el autosoma 23 bovino (BTA23) (Fries et al., 1993), dentro de una ex-
tensién de 4.000 Kb, que contiene més de 154 genes estrechamente ligados.
Comprende tres clases de moléculas: clase I, clase I1y de clase I11. Del total
de genes, 60 estdn dentro de la regidén clase I, 38 dentro de la regién clase
IT'y 56 dentro de la regién clase III (The Bovine Genome Sequencing and
Analysis Consortium ez al., 2009).

La principal funcién del BoLA es la de proveer un contexto para el
reconocimiento de los antigenos fragmentados (Sommer, 2005). La secuen-
ciacién completa del genoma bovino permitié la comparacién del HLA
con el BoLA y se observé que estdn organizados de una manera similar,
pero existen algunas diferencias, como por ejemplo, la presencia de un
rearreglo principal dentro de la region de clase II. Esto ha conducido a la
divisién de las moléculas clase IT del BoLA en dos subregiones distintas: IIa
y IIb, separadas por alrededor de un tercio de la longitud del cromosoma
(Takeshima y Aida, 20006).

Las moléculas de Clase I del BoLA estdn constituidas por una cadena o
(alfa) que atraviesa la membrana celular y tiene un peso molecular aproxima-
do de 45.000 daltons, y por una cadena mds corta llamada microglobulina
B2 (Beta 2), que tiene un peso aproximado de 12.000 daltons. La cadena
0. no estd asociada covalentemente con la f microglobulina. Los dominios
al y a2 de las moléculas de Clase I forman una hendidura que aloja los
péptidos antigénicos, los cuales son presentados a las células T CD8.

Las moléculas de clase IT estdn formadas por la asociacién no covalente
de cadenas oy B, codificadas por distintos genes del MHC, cuyos dominios
al y Bl forman los sitios de unién de antigenos. Dichas moléculas de clase
I se encuentran en la superficie de las células procesadoras de antigenos,
tales como las células dendriticas, macréfagos y linfocitos B y presentan
péptidos derivados de antigenos extracelulares a las células T CD4+.

Elssitio de reconocimiento de antigenos (SRA) consiste en un surco con
un piso formado por una hoja plegada § y dos paredes, cada una formada
por una hélice o. La selectividad de los alelos del MHC para unir péptidos
es mediada por las propiedades bioquimicas de esos bolsillos, que son 5
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(denominados P1, P4, P6, P7, P9) y juegan un rol critico en la unién del
péptido. La afinidad de la unién del péptido a esos bolsillos estarfa deter-
minando la cantidad y calidad de la respuesta inmune.

Las dos subregiones de las moléculas de Clase II estdn separadas por
una distancia relativamente grande, que se expande al menos 15 centimor-
gan (cM) entre la regién Ila de la secuencia DRB3 vy la region clase IIb.
La distancia entre las dos regiones de Clase II, diferencia al MHC bovino
del MHC de humano y ratén. Los genes y los productos de clase IIa son
los mds estudiados porque presentan altos niveles de polimorfismo. Esta
regiéon comprende los grupos de genes DRy DQ.

Los mapeos fisicos y genéticos muestran que estos genes estin préximos
entre si (Andersson et al., 1986; Scott ez al., 1987). Se han identificado un
total de catorce genes: DRA, DRB (DRBI, DRB2, DRB3), DQA (DQALI,
DQA2, DQA3, DQA4, DQA5) y DQB (DQBI1, DQB2, DQB3, DQB4,
DQB5) (Takeshima y Aida, 20006).

La subregién DR es la mds conservada a través de las especies. En bo-
vinos s6lo un alelo del BoLA-DRA ha sido identificado en base a datos de
secuencias. Con respecto al BoLA-DRB hay 3 loci, pero sélo el DRB3 es
funcional. El BoOLA-DRBI es un pseudogen y el gen BoLA-DRB2 es po-
bremente expresado (Rusell ez a/., 1994), pero exhibe algo de polimorfismo.

Dentro del BoLA, el exén 2 del gen BoLA-DRB3 es reconocido por su
rol funcional predominante en la resistencia/susceptibilidad a enfermedades
(Diaz et al., 2005; Yoshida ez al., 2009). Este gen es altamente polimorfico
ya que se han reportado hasta el momento 130 alelos en la base de datos
Immuno Polymorphism Database (IPD)-MHC (http://www.ebi.ac.uk/
cgi-bin/ipd/mhc/view_nomenclature.cgi?bola.drb3) y codifica elementos
funcionales de restriccién, que es el proceso mediante el cual un linfocito
puede reconocer un antigeno como propio o extrafo (Davies ez al., 1997).

El BoLA se ha vinculado con la variacién en resistencia/susceptibilidad
a enfermedades infecciosa, tales como el linfoma inducido por el virus de la
leucosis bovina (bovine leukemia virus, BLV) (Xu et 4l., 1993; Zanotti et
al., 1996; Dietz et al., 1997b; Mirsky et al., 1998; Aida et al., 2000; Aida,
2001; Aida, 2004; do Nascimento ez al., 2006; Juliarena ez a/., 2008; Panei
et al., 2009) y mastitis inducida por bacterias (Dstergard 1989; Lundén ez
al., 1990; Mallard ez al., 1995; Dietz et al., 1997; Kelm ez al., 1997; Star-
kenburg ez al., 1997; Sharif ez al., 1998, 2000; Park ez al., 2004; Takeshima
y Aida 2006; Castro et al., 2006; Rupp ez al., 2007; Baxter et al., 2009;
Zambrano et al., 2011; Baltian et al., 2012; Chu ez /., 2012; Yoshida ez
al., 2012). Ademds, parece tener influencia sobre otros rasgos tales como
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produccién de leche, crecimiento y reproduccién (Machado ez /., 2005;
Takeshima y Aida, 2006; Do Nascimento et a/., 2006), los cuales no son
frecuentemente medidos en humanos, y variaciones en la respuesta inmune
individual a antigenos.

Como es bien conocido, la variabilidad genética dentro del MHC se ve
determinada por un alto ndmero de alelos, presencia de varias copias de
cada gen, ndmero variable de genes en los distintos haplotipos y variaciones
alélicas en las regiones de control de la expresidn.

Por otra parte, la resistencia genética es un rasgo multigénico, es decir,
determinado por muchos genes, entre los cuales se encuentran los del
MHC. El polimorfismo de estos genes determina la diversidad de las pro-
teinas codificadas de la respuesta inmune, y tendria como consecuencia la
variacién genotipica en la resistencia/susceptibilidad. De ahi que los loci
del MHC se constituyen en los principales genes candidatos para el estudio
de asociacién entre marcadores genéticos y resistencia/susceptibilidad a
enfermedades infecciosas.

La mastitis es una importante enfermedad del ganado lechero que trae
como consecuencia baja en las producciones y costos elevados por atencién
veterinaria. Consiste en una reaccién inflamatoria de la glindula mama-
ria. Dicha enfermedad dana el tejido secretor de leche y lo substituye con
el tiempo por tejido cicatrizal, lo cual reduce la superficie de la glindula
productora de leche.

Varios trabajos analizaron las asociaciones entre la estructura proteica de
las moléculas del MHC y el reconocimiento y la presentacion de antigenos,
por lo tanto con la respuesta inmune y la resistencia a las enfermedades
infecciosas. Estos trabajos mostraron que la intensidad de la respuesta
inmune es regulada por los motivos aminoacidicos de los sitios de unién
a antigenos presentes en los bolsillos de las moléculas presentadoras del
MHC (Matsushita ez /., 1994; Konnai et al., 2003; Yoshida ez /., 2009).

Los mecanismos moleculares por los cuales los polimorfismos de las
secuencias de clase IT del MHC confieren susceptibilidad a enfermedades
no son muy claros en gran parte de los casos. En base a la integracion del
andlisis de tipo genético, epidemioldgico y estructural es posible comprender
en forma més profunda la contribucidn relativa de cada polimorfismo indi-
vidual del MHC, de la potencial interrelacién entre ellos y del significado
de los efectos aditivos de cada variacién alélica.

Desde hace un tiempo una de las hipétesis que explicarfan los meca-
nismos moleculares que subyacen en las asociaciones MHC-enfermedad
estd en el estudio de los motivos aminoacidicos.
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Sharif et al. (2000) investigaron la relacién entre los motivos aminoacidi-
cos presentes en el sitio de unién de los antigenos de los alelos BoLA-DRB3
y la ocurrencia de mastitis causadas por algunos patégenos. Yoshida ez a/.
(2009) también estudiaron la asociacién entre los motivos aminoacidicos
de los alelos del BoLA-DRB3 con resistencia/ susceptibilidad a patégenos
de mastitis.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar la relacién entre
los motivos aminoacidicos de alelos del gen BoLA-DRB3 vy la resistencia/
susceptibilidad a mastitis medida a través de CCS.

\ Materiales y Métodos \
Poblacién en estudio y datos a evaluar

El estudio experimental se llevé a cabo en animales de la raza Holstein
de la Provincia de La Pampa. El rodeo analizado en el presente estudio
pertenecia a un establecimiento lechero que no posefa registros geneal6gicos
pero si registros de la procedencia de los animales. Esto dltimo permitié
verificar que el rodeo fue armado con animales de distintos tambos, por lo
tanto, los animales estudiados no compartian madre o padre.

Se extrajeron 5 ml de sangre entera a 128 animales y la misma fue
conservada con EDTA a -20°C hasta su utilizacién. Estos individuos fue-
ron seleccionados de un rodeo que presentaban registros de al menos dos
lactancias y se los analizaron durante 4 lactaciones més.

Mensualmente se registraron los conteos de células somdticas y registros
de produccidn tales como litros de leche, porcentaje de grasa en leche y
porcentaje de proteinas a lo largo de toda lactancia durante cuatro anos.
Del total de vacas muestreados, se seleccionaron para el andlisis aquellas
que contaban con un promedio de 35 controles lecheros a largo de los 4
afos de estudio.

Diseto experimental

El presente estudio se basé en la identificacién de motivos aminoacidicos
asociados a susceptibilidad/resistencia del ex6n 2 del gen BoLA-DRB3. La
identificacidn se realizé a través de la bisqueda de cambios en el ADN que se
encontraron presentes con mayor frecuencia en el grupo caso, representado
por individuos con conteos de células somdticas mayor o igual a 250.000
por mililitro leche (CCS > 250.000 cel/ml). Este grupo incluyé animales
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que sufrieron mastitis al menos dos veces. El grupo caso se comparé con
individuos con registro de células somdticas menor a 250.000 por mililitro
de leche (CCS < 250.000 cel/ml, grupo control).

Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo a partir de las muestras de sangre entera
mediante la técnica de DNA zola (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segtin
las indicaciones del proveedor. EIADN genémico extraido se analizé en geles
de agarosa. Estos se sumergieron en bromuro de etidio durante ~10 minutos
y se observaron en transiluminador de emisién de luz ultravioleta (UV). Los
productos de amplificacidn se verificaron en geles de poliacrilamida.

Tipificacion del exén 2 del gen BoLA-DRB3 por PCR-SBT

El ex6n 2 del gen BoLA-DRB3 se tipificé mediante la técnica de Se-
cuenciacién Directa (PCR-SBT) propuesta por Takeshima et al. (2009).

La mezcla de la reaccién llevé 4 ml de ADN, 34,75 ml de agua, 5 ml de
buffer, 4 ml de dNTPs, 2 ml de cebadores y 0,25 ml de Taq en un volumen
final fue de 50 ml. Los oligonucledtidos utilizados fueron: DRB3FRW and
DRB3REV (Miltiadou ez al., 2003) (Figura 7).

El perfil del ciclado fue: una etapa de desnaturalizacién de 94 °C du-
rante 2 minutos y 35 ciclos a 44 °C durante 30 segundos, 57 °C durante 30
segundos y 72 °C durante 1 minuto y por tltimo una etapa de extensién
a 72 °C durante 2 minutos.

Los amplificados se chequearon en geles de acrilamida al 6% -1X TBE
y se realizé tincién con Bromuro de Etidio. Las bandas de ADN fueron vi-
sualizadas con un transiluminador de luz UV. Posteriormente, los productos
de amplificacidn se purificaron por el método de PEG para ser utilizados
como molde en las reacciones de secuenciacion.

La secuenciacién de los productos de PCR se llevé a cabo mediante un
secuenciador de tecnologia capilar MEGABACE 1000 (GE Healthcare,
USA) utilizando el kit DYEnamic ET Terminator Kit (GE Healthcare). Las
secuencias crudas fueron editadas usando el programa Sequence Analyzer
(GE Healthcare). Las secuencias obtenidas se analizaron con el software
Assign 400 ATF (Conexio Genomics, Fremantle, Australia; Takeshima
et al., 2009).

Para analizar las secuencias de aminodcidos correspondientes al exén
2 del gen BoLA-DRB3 se alinearon con el programa CLUSTAL-W 1.8
multiple alignment software (Baylor College of Medicine-http://searchlaun-
cher.bmc.tmc.edu).
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Para estudiar la asociacién entre el CCS y los motivos aminoacidicos se
utilizé el test exacto de Fisher, el de Odds Ratio (OR) de Woolf-Haldane y
los intervalos de confianza. Estos cdlculos se realizaron mediante el paquete
de R Epitools (htep://www.r-project.org/).

\ Resultados \

Con el fin de determinar las frecuencias génicas de los motivos ami-
noacidicos de los sitios de unién al antigeno (aminodcidos 9, 11, 13, 26,
28, 30, 37, 57, 61, 67,70, 71, 85 y 86) presentes en los cinco bolsillos (1, 4,
6,7y9), las secuencias aminoacidicas correspondientes a los 24 alelos del
gen BoLA-DRB3 detectados fueron alineadas y comparadas con el alelo
BoLA-DRB3*0101.

Al realizar el alineamiento se detectaron sustituciones de aminodcidos
en todos los sitios de unidn al antigeno. Las sustituciones se detectaron en
las posiciones 9, 11, 13, 26, 28, 30, 37, 57, 61, 67, 70, 71, 85 y 86 corres-
pondientes a los bolsillos 1, 4, 6, 7 y 9, los que juegan un rol critico en la
respuesta inmune (Tabla 1). Los motivos aminoacidicos fueron analizados
y se calcularon las frecuencias génicas en los grupos control (resistente) y
caso (susceptible).

En el bolsillo 1, el motivo aminoacidico VGFT fue el mis frecuente en
la poblacién y también en el grupo de los animales susceptibles (Tabla 1).
Los alelos BOLA-DRB3*14011, *2701 y *1501 compartian este motivo
en este bolsillo. Mientras que el alelo BoOLA-DRB3*14011 se encontré en
el grupo control, los alelos BoLA-DRB3*2701 y *1501 se detectaron en
ambos grupos.

El motivo aminoacidico VVFT del bolsillo 1 se encontré presente en
nueve variantes. El alelo BoLA-DRB3*0101 fue detectado en el grupo
control y en el grupo caso con frecuencias génicas de 10,53% y 9,52%,
respectivamente. El alelo BoLA-DRB3*0201 fue detectado con frecuencia
mayor en los animales susceptibles (7,14%), mientras que los alelos BoLA-
DRB3*0701 y *1801 estaban tanto en el grupo control como en el caso.
Los alelos BoLA-DRB3*1102, *1502 y *4401 fueron privativos del grupo
resistente, en tanto, los alelos BoOLA-DRB3*1601 y *20011 lo eran del grupo
susceptible, siendo la frecuencia génica de ambos de 2,38%.

El motivo GGFT sdlo se encontrd en el alelo BoLA-DRB3*2707, que
presentd una frecuencia génica de 2,63 y 2,38% en los grupos resistente y
susceptible, respectivamente.
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En tanto, el motivo aminoacidico GVFT fue detectado en cuatro alelos
(BoLA-DRB3*1001, *1401,*2703 y *1701). La variante BoLA-DRB3*1001
estaba presente en ambos grupos con frecuencias génicas del orden del 5%.
Los alelos BoOLA-DRB3*1401 y *2703 sélo se detectaron en los animales
resistentes, mientras que el alelo BoLA-DRB3*1701 se encontré en el grupo
susceptible, con una frecuencia génicas del orden del 2%.

En el bolsillo 4, formado por las posiciones 13, 26, 28, 70, 74, y 78,
(Tabla 1) el motivo aminoacidico KFDEAY resulté ser el mas frecuente,
tanto en el grupo de animales resistentes (21,05%) como en el de animales
susceptibles (16,67%), estando presente en el alelo BoOLA-DRB3*1101. El
motivo REDEEYV se encontré en dos alelos, la variante BoLA-DRB3*14011
presente en animales resistentes con una frecuencia génica del 7,89%, y en
el alelo BoLA-DRB3*2701 en animales susceptibles con una frecuencia
de 7,14%.

El motivo SFHRYY se encontré en el alelo BoLA-DRB3*1501 tanto
en animales susceptibles (9,52%) como resistentes (10,53%). El motivo
GLDREYV se detecté en el alelo BoLA-DRB3*1102 en los animales re-
sistentes (5,26%) y en el alelo BoLA-DRB3*2006 en ambos grupos. Los
motivos SFERNY, SFEQNY y GFDQEYV se encontraron en los alelos
BoLA-DRB3*0101 (cuya frecuencia fue 10,53 y 9,52% en animales re-
sistentes y susceptibles respectivamente), BoLA-DRB3*1801 y *2707. Las
frecuencias génicas de ambos alelos fueron de 2,63 en animales resistentes
y 2,38% en susceptibles.

En el bolsillo 6 los motivos aminoacidicos Treonina (T) y Tirosina (Y)
en las posiciones 11y 30 del (Tabla 1) fueron detectados en los alelos BoLA-
DRB3*0601 (siendo su frecuencia génica 4,76%), *0901(2,38%), *0902
(11,90%) y *4401 (2,63%). La presencia de estos alelos con dichos motivos
aminoacidicos en el bolsillo 6 estarfa indicando resistencia a mastitis.

El motivo YC (Tyr 11 Cys30) se encontré en el alelo BoLA-DRB3*2701
en animales resistentes y susceptibles, siendo mayor la frecuencia en estos
altimos (7,14%).

En el bolsillo 7, formado por las posiciones 28, 47, 61, 67 y 71, el motivo
DFWEFK se encontré en el alelo BOLA-DRB3*1401 (grupo de animales
resistentes) y en el alelo BoOLA-DRB3*2703 (animales susceptibles), pero en
baja frecuencia (2,63%). El alelo BoLA-DRB3*1102 posefa el mismo motivo
y solo se detectd en el grupo resistente (5,26%). El alelo *4501 también
evidencié el mismo motivo en el grupo de animales susceptibles (2,38%). En
tanto en el alelo BoLA-DRB3*2701 con el motivo aminoacidico DEWFR,
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evidencié frecuencias génicas de 2,63% en el grupo resistente y 7,14% en
animales susceptibles (Tabla 1).

En tanto, en el bolsillo 9, (Tabla 1), se encontraron los motivos ami-
noacidicos EYD (alelos BoLA-DRB3*0101, *0201 y *1501), EFV (BoLA-
DRB3*0701), EFD (BoLA-DRB3*2701, *1801 y *1001), EID (BoLA-
DRB3*1101), QYS (BoLA-DRB3*2006) y EFA (alelo BoLA-DRB3*2707)
en ambos grupos de animales. El motivo EFD también se encontré en el
alelo BoLA-DRB3*14011(7,89%), pero sélo en animales resistentes. Los
motivos EYS presente en el alelo BoLA-DRB3*1102 (5,26%), EES en el
alelo BoLA-DRB3*1502 (2,63%), QFA en el alelo BoLA-DRB3*2703
(2,63%), EFA en el alelo BoLA-DRB3*1201 (2,38%) y ERS en el alelo
BoLA-DRB3*4401 (2,63%), fueron privativos del grupo resistente.

Los motivos aminoacidicos ELS en el alelo BoLA-DRB3*1601 (2,38%)),
ETD en el alelo BoLA-DRB3*1701 (2,38%), EYD en el alelo BoLA-
DRB3*4501 (2,38%), ERS en el alelo BoLA-DRB3*20011 (2,38%) y el
motivo EFD en los alelos BoLA-DRB3*0601 (4,76%) y *0901 (2,38%) se
detectaron solo en el grupo de animales susceptibles.

Asociacién de los motivos aminoacidicos presentes en los alelos del gen
BoLA-DRB3.2 y CCS

Mediante el test exacto de Fisher y el Odds Ratio (OR) de Woolf-
Haldane se estudi la asociacién entre el CCS y la frecuencia génica de los
motivos aminoacidicos detectados en cada bolsillo. Estos cdlculos sélo se
realizaron para aquellos motivos que presentaban frecuencias apreciables
en ambos grupos, caso y control (Tablas 2, 3, 4, 5y 6).

En el bolsillo 1, los motivos aminoacidicos VGFT (Val85 Gly86 Phe89
Thr90) y VVFT (Val 85 Val 85 Phe 89 Thr 90) tuvieron valores de OR
no significativos (0,84 y 1,15 respectivamente) (Tabla 2). En el caso de los
motivos GGFT y GVFT no se pudieron realizar las comparaciones entre
ambos grupos.

En el caso del bolsillo 4, se estimé el OR para sicte motivos aminoaci-
dicos. Los valores de OR obtenidos variaron entre 0,77 y 1,52. Ninguno
de ellos resultd estadisticamente significativo (Tabla 3).

En el bolsillo 6, formado por las posiciones 11 y 30, el motivo aminoa-
cidico TY (Thrl1 Tyr30) presentd un valor significativo de OR de 0,11 (p =
0,03); (Tabla 4). Este valor estaria indicando resistencia a padecer mastitis,
evidenciada a través de una significativa reduccién en el recuento de células
somdticas. En el resto de los motivos, el valor de OR varié entre 0,87 y 1,95
resultando todos ellos estadisticamente no significativos.
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En el bolsillo 7 se evaluaron siete motivos. Los valores de OR obtenidos
variaron entre 1,10 y 3,46. Ninguno de los motivos aminoacidicos evaluados
presentd un valor de probabilidad estadisticamente significativo (Tabla 5).

En tanto en el bolsillo 9, formado por las posiciones 9, 37 y 57, se
evaluaron cuatro motivos aminoacidicos. Los valores de OR obtenidos
variaron entre 0,77 y 1,52. Ninguno de ellos resultd ser estadisticamente
significativos (Tabla 6).

\ Discusién y Conclusiones \

Los trabajos de Matsushita ez /. (1994); Konnai ez al. (2003) y Yoshi-
da ez al. (2009) demostraron que la intensidad de la respuesta inmune es
regulada por los motivos aminoacidicos de los sitios de unién a antigenos
presentes en los bolsillos de las moléculas presentadoras del MHC.

Zerva et al. (1996) reportaron que en humanos la presencia de arginina
(R) en la posicién 13 6 70 y 71 en el bolsillo 4 del HLA-DRBI estaba re-
lacionada con susceptibilidad a lepra tuberculoide, mientras que Vooter et
al. (2007) encontraron que la presencia de arginina en la posicién 74 en el
bolsillo 4 del HLA-DRBI estaria asociada significativamente con sarcoidosis
y resistencia a enfermedades infecciosas (Torres-Galvdn ez a/., 2000; Greer
y Pender 2005; Jacobson ez al., 2008; Lim et al., 2008).

Estudios llevados a cabo en bovinos infectados con el virus de la leu-
cosis bovina (BLV), revelaron que la presencia de los aminodcidos 4cido
glutdmico-arginina (ER) en la posicién 70-71 de la cadena BoLA-DRf
estarfa asociada con resistencia al desarrollo de linfocitosis persistente (LP).
Los alelos BoLA-DRB3.2*11, DRB3.2*23 y DRB3.2*28 presentaron el
motivo ER en la posicién 70 y 71 de la cadena BoLA-DRp (Lewin ez 4/.,
1988; Xu ez al., 1993) y varios estudios reportaron la asociacién del alelo
BoLA-DRB3.2*11 (Sulimova et al., 1995; Zanotti et al., 1996; Mirsky ez
al., 1998), DRB3.2*23 y DRB3.2*28 (Sulimova ez al., 1995) con resistencia
a LP debido a la infeccién BLV, y de los alelos BoLA-DRB3.2*8 (Zanotti ez
al., 1996; Sulimova ez al., 1995), DRB3.2*16, DRB3.2*22 y DRB3.2*24
con susceptibilidad a LP (Sulimova ez 4/., 1995).

Por otra parte, los alelos del BoLA-DRB3 que codifican dcido glutdmico,
arginina y valina (ERV) en las posiciones 74, 77 y 78, respectivamente, de
la cadena BoLA-DRP han sido asociados con resistencia al desarrollo de
tumores causados por el virus BLV (Aida, 2004). Estos y otros estudios
llevados a cabo en diferentes especies remarcan la importancia de estu-
diar los motivos aminoacidicos en los sitios de unién a los antigenos de
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las proteinas presentadoras para comprender los procesos de resistencia y
susceptibilidad a enfermedades infecciosas.

En bovinos, los alelos BoLA-DRB3*0601,*0901 y *4401 presentaron en
las posiciones aminoacidicas 11 y 30 del bolsillo 6, los amino4cidos treo-
nina (T) y tirosina (Y) (Thrl1 Tyr30). En el presente trabajo, este motivo
amminoacidico evidencié un valor significativo de OR de 0,11 (p= 0,03),
lo que evidenciaria que el motivo TY del bolsillo 6 estaria asociado a un
bajo CCS lo cual indicarfa un bajo riesgo a desarrollar mastitis.

Por el contrario, Yoshida ez /. (2009) encontraron que el alelo BoLA-
DRB3*0901 portador del aminodcido Tyr30 se encontraba con una frecuen-
cia significativamente alta en vacas con mastitis. Sin embargo, cuando el
aminodcido tirosina en la posicién 30 se combinaba con serina en posicién
11 (Serl1 y Tyr30), para formar el motivo aminoacidico con SY en los alelos
BoLA-DRB3*1701, *1201 y *701, los resultados obtenidos mostraron que
la presencia de la enfermedad es igualmente probable tanto en el grupo
caso como en el control.

Sharif ez al. (2000) investigaron la relacién entre los motivos aminoa-
cidicos presentes en los sitios de unién de los antigenos de los alelos gen
BoLA-DRB3 y la ocurrencia de mastitis causadas por patégenos. Detectaron
una asociacidn significativa entre la presencia dcido glutdmico (E) en la po-
sicién B74 del bolsillo 4 y la ocurrencia de mastitis causada por especies de
Staphlylococcus. Este motivo estaba presente en los alelos BoOLA-DRB3.2*22
(DRB3*1101), DRB3.2*23 (DRB3*2703) y DRB3.2*24 (DRB3*0101). Por
el contrario, en el presente trabajo no se observaron diferencias significativas
entre los motivos aminoacidicos del bolsillo 4 y el CCS.

Yoshida ez al. (2009) reportaron que el alelo BoLA-DRB3*14011
(DRB3.2*27) que presenta el motivo aminoacidico QHGH (glutamina, his-
tidina, glicina e histidina) en las posiciones 9, 11, 13 y 30, respectivamente,
(GIn9, Hisl1, Glyl3, and His30) se encontraba asociado con resistencia a
mastitis. Sin embargo, en el presente estudio este alelo se encontré asociado
con altos CCS, por lo que fue considerado como un pardmetro indicador
de susceptibilidad a mastitis. Por otro lado, los alelos BoLA-DRB3*2707
y *2703 asociados en este estudio con bajo CCS, no presentaron ningin
motivo aminoacidico correlacionado con resistencia a mastitis, tal como
lo reporté Yoshida ez al. (2009). Por otra parte, Takeshima ez a/. (2008)
en ganado Holstein Japonés asociaron al alelo BoLA-DRB3*2703 con
resistencia a mastitis.

Yoshida ez 2/. (2009) asociaron los alelos BoLA-DRB3*0101 (corres-
pondiente a BoOLA-DRB3.2°24) y DRB3*1501 (BoLA-DRB3.2*16), que
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presentaban los motivos aminodcidicos ESSY en las posiciones 9, 11, 13 y
30 (Glu9, Serl1, Serl3 y Tyr30), con susceptibilidad a mastitis (OR=1,77).

En tanto que los alelos BoLA-DRB3*1101 (BoLA-DRB3.2*22) y BoLA-
DRB3*1401 (BoLA-DRB3.2*27) con los motivos aminoacidicos en GIn9,
Hisl1, Glyl3, His30 y Val86, se encontraron asociados con resistencia a
mastitis provocada por Streprococcus y Staphylococcus coagulasa-negativo
OR=0,43). En el caso de mastitis causada por Escherechia coli, las susti-
tuciones aminoacidicas en las posiciones 9, 11, 13, y 30 tenian pequenos
efectos, pero por el contrario las sustituciones en las posiciones 47 y 67 del
bolsillo 7, y en las posiciones 71 y 74 del bolsillo 4 (Tyr47, 1le67, Ala71, y
Ala74) fueron asociadas con resistencia.

Estos motivos estaban presentes en BoLA-DRB3*1201 (BoLA-
DRB3.2*8). Sobre la base de estos resultados, se supuso que la resistencia-
susceptibilidad a mastitis causada por patégenos variaba de acuerdo a las
substituciones aminoacidicas en las posiciones 9, 11, 13, 30, 47, 67, 71 y 74.

De acuerdo con las investigaciones realizadas, las asociaciones entre la
estructura de las moléculas del MHC con la respuesta inmune, han de-
mostrado que la intensidad de dicha respuesta individual es regulada por
los motivos aminoacidicos presentes en los bolsillos de los sitios de unién
peptidica de las moléculas presentadoras del MHC.

Podemos concluir que la asociacién entre el motivo T11Y30 con un
menor riesgo a desarrollar mastitis, y su rol en la respuesta inmune de los
animales que lo poseen, deberd ser validada en poblaciones independientes.
Ademds serdn necesarios futuros estudios funcionales in vitro e in vivo para
confirmar esta asociacién.

El aumento de resistencia de los microorganismos patdgenos a los
antibidticos y a otras drogas resalta la importancia del andlisis molecular
para detectar resistencia a enfermedades infecciosas.

En este sentido, los estudios de asociacién entre los genes del BoLA y
mastitis basados en marcadores moleculares podrian constituir una efectiva
herramienta para el control de enfermedades infecciosas, ya sea mediante su
aplicacién en los programas de seleccion genética o mediante el desarrollo
de vacunas mds efectivas y, de esta forma, reducir los costos sanitarios que
afectan a la produccién lechera.
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Tabla 1. Frecuencias génicas de los motivos aminoacidicos, presentes en los
sitios de unién al antigeno, en los alelos del gen BoLA-DRB3 detectados
en la poblacién en estudio

Aglzl:s Frec. génicas | Frec. génicas | Posiciones de los motivos aminoacidicos en cada bolsillo para alelos del gen BoLA-DRB3
DRRB3 | €rupo control | - grupo caso
13 28 70 7
0101 1053 9.52 8 E R N Y
0201 263 714 S Y D R N Y
0601 476 K F N R A Y
0701 5.26 4.76 S L D R Y Y
0901 238 K F N R A Y
0902 11.90 K F D R A Y
1001 526 476 S F D R A Y
1101 21.05 16.67 K F D E A Y
1102 526 G L D R E V
1201 263 S Y D D S Y
1401 263 G L D Q E V
14011 7.89 R F D E E V
1501 1053 9.52 S F H R Y Y
1502 263 S Y D R Y Y
1601 238 S F D D S Y
1701 238 S F D R Y Y
1301 263 238 S F E Q N Y
20011 238 R L D Q A Y
2006 10,52 714 G L D R E V
2701 263 7.14 R F D E E V
2703 263 G L D Q E V
2707 263 238 G F D Q E V
4401 263 K L D Q A Y
4501 238 G Y D Q E V

Referencias: D, Acido aspdrtico: Asp; I, Isoleucina: Ile; E, Acido Glutdmico: Glu; L, Leucina:
Leu; A, Alanina: Ala. K, Lisina: Lys; R, Arginina: Arg; M, Metionina: Met; N, Aspargina: Asn;
P, Prolina: Pro; C, Cisteina: Cys; S, Serina: Ser; F, Fenilalanina: Phe; Y, Tirosina: Tyr; G, Glicina:
Gly; T, Treonina: Thr; Q, Glutamina: Gln; W, Triptéfano: Trp; H, Histidina: His y V, Valina: Val.

24

Baltian, L.R.; Ripoli, M.V.; Giovambattista, G.

Revista Ciencias Veterinarias, Vol. 16, N° 1, 2014 (ISSN 1515-1883)



Tabla 2. Asociacién de motivos aminoacidicos presentes en el bolsillo 1 y CCS

Test Exacto

Posicién y motivos aminoacidicos en el bolsillo 1 de Fisher OR IC
G G F T - - -
G \4 F T - - -
\4 G F T 0,82 0,84 0,31-2,23
\4 \4 F T 0,81 1,15 0,39-3,35

Referencias: OR: Odd Ratio. IC: intervalo de confianza. Aminodcidos: F, fenilalanina; G,
glicina; T, treonina; V, valina.

Tabla 3. Asociacién de motivos aminoacidicos del bolsillo 4 y CCS

*Posicién y motivos aminoacidicos en el

Test Exacto

bolsillo 4 de Fisher O =

G F D[ Q] E [V B B g

S F D R A Y 0,78 0,82 0,23-2,85
G L | p|] Q| E [V - - -

S F D R Y Y - - -

G | L | bl Q] E |V B - -

G| Y | pD| Q| E |V B B B

K F N R A Y 0,78 0,82 0,23-2,85
K F D R A Y - - -

K F D E A Y 0,77 1,32 0,37-4,86
S Y D D S Y - - -

R F D E E \% 0,78 0,82 0,23-2,85
S F H R Y Y - - -

G L D R E \% 0,70 1,52 0,23-11
S F E R N Y 0,79 0,77 0,24-2,36
S Y D R N Y - - -

S L D R Y Y - - -

S Y D R Y Y - - -

S F D D S Y - - -

S F E Q N Y 0,78 0,82 0,23-2,85
R L | p|] Q| a |y - B B

K L | o] Q| a vy - - -

Referencias: OR: Odds Ratio. IC: intervalo de confianza. Aminodcidos: A, alanina; D, 4cido
aspértico; E, 4dcido glutdmico; F, fenilalanina; G, glicina; H, histidina; K, lisina; L, leucina; N,
aspargina; R, arginina; S, serina; V, valina; Y, tirosina.
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Tabla 4. Asociacién de motivos aminoacidicos del bolsillo 6 y CCS

Posicién y motivos aminoacidi T X

osicié ycn :ltbslssatlo ) oacidicos estFEi,S;;::o de OR IC
Y H - - -
* H _ _ _
S Y 1 1,12 0,27-4,6
H H - - -
S S 1 1,11 0,19-6,4
Y C - - -
A Y 1 0,87 0,15-4,42-
H H 0,46 1,95 0,34-13,5
L Y 1 1,11 0,19-6,4
H Y - - -
C S - - -
C Y - - -
T Y 0,03 0,11 0,0025-0,95

Referencias: OR: Odds Ratio. IC: intervalo de confianza. Aminodcidos: A, alanina; C, cisteina;
H, histidina; S, serina; T, treonina; Y, tirosina, * desconocido.

Tabla 5. Asociacién de motivos aminoacidicos del bolsillo 7 y CCS

Posicién y motivos aminoacidicos en el bolsillo 7 T(eist E.xacto OR 1C
e Fisher

D F w F K 0,34 3,46 0,264-188
D Y w F A 1 1,10 0,076-16,03
D F W T E - - -

D F N4 F K - - -

N Y W I A - - -

N Y w 1 G - - -

D Y W 1 A - - -

D Y W F K 1 1,11 0,19-6,48
D F W T E - - -

D F W F R 1 1,11 0,19-6,48
H F w 1 E - - -

D Y W 1 R - - -

D F N4 F R 1 1,11 0,19-6,48
E Y W L K - - -

D Y w 1 K 0,77 1,32 0,37-4,86
D Y L T E 0,66 1,7 0,18-21,4
D F L F E - - -

D Y N4 F R - - -

Referencias: OR: Odds Ratio. IC: intervalo de confianza. Aminodcidos: A, alanina; D, 4cido
aspértico; E, dcido glutdmico; F, fenilalanina; I, isoleucina; K, lisina; L, leucina; R, arginina; T,
treonina; W triptéfano; Y, tirosina.
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Tabla 6. Asociacién de motivos aminoacidicos del bolsillo 9 y CCS

Posicién y motivos aminoacidicos | Test Exacto de
yen el bolsillo 9 Fisher QLS 1e

E F A - - -

E F D 0,78 0,82 0,23-2,85
* F A - - -

E T D - - -

Q F A - - -

E \% D - - -

E 1 D 0,77 1,32 0,37-4,86
Q Y S 0,70 1,52 0,23-11
E Y D 0,79 0,77 0,24-2,36
E F \Y% - - -

E Y S - - -

E R S - - -

Referencias: OR: Odds Ratio. IC: intervalo de confianza. Aminodcidos: A, alanina; D, 4cido
aspértico; E, 4cido glutdmico; F, fenilalanina; I, isoleucina; Q, glutamina; R, arginina; S, serina;
V, valina; Y tirosina; *, desconocido.
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