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RESUMEN

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) codifi-
ca glicoproteinas de membrana que unen y presentan
péptidos antigénicos a los linfocitos T. El gen DRB pre-
senta un extenso polimorfismo en el exén 2, que codifica
la regién de reconocimiento del antigeno (ABS). El obje-
tivo del presente trabajo es estudiar las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas del exdn 2 del gen DRB1
del MHC ovino (Ovar-DRB1.2) en una muesira de ovinos
Corriedale del Uruguay, en basqueda de polimorfismos
involucrados en los sitios ABS. El exén 2 se amplificé
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
semianidada (heminested-PCR), y el producto amplifica-
do (286pb) fue secuenciado. Se describen dos secuen-
cias (DRB1.2a y DRB1.2b), cuya homologia nucleotidica
con otras secuencias ovinas del mismo exén varia entre
B81% (AY248695) y 91% (Z11520). La secuencia DRB1.2a
se diferencia de Z11520 en 12 residuos (16, 18, 26, 28,
47,66, 67,70, 71, 74, 86 y 90), mientras que DRB1.2b lo
hace en 10 aminoécidos (11,13, 18, 28, 66, 67, 71, 73,
74y 90). DRB1.2a y DRB1.2b divergen en 10 posiciones
(11, 13, 16, 26, 47, 70, 71, 73, 74 y 86). Se describe un
nuevo reemplazo en la posicion 13 (Arg). Se discute la
aplicacion de estos resultados en estudios de identifica-
cién de alelos marcadores de resistencia o susceptibili-
dad a parasitos gastrointestinales en ovinos Corriedale
del Uruguay.

SUMMARY

Major Histocompatibility Complex (MHC) encodes
membrane glycoproteins that function to present peptides
to T cells. Its high degree of polymorphism allows
vertebrates to respond to an extense variety of antigens.
DRB gene is characterized by high polymorphism
predominantly at exon 2, which encodes te peptide binding
region (PBR). Here we report the study of nucleotide and
aminoacids sequences of the exon 2 ovine MHC DRB1
gene (Ovar-DRB1.2) in Uruguayan Corriedale sheep in
order to describe polymorphisms at positions involved in
antigen binding. Ovar-DRB1.2 was amplified by
Heminested Polymerase Chain Reaction (heminested-
PCR), and the product (286bp) was sequenced. At the
nucleotide level identity between sequences here reported
(DRB1.2a y DRB1.2b) and other ovine DRB sequences
ranged from 81% (AY248695) to 91% (Z11520). DRB1.2a
and Z11520 diverged in 12 residues (16, 18, 26, 28, 47,
66, 67, 70, 71, 74, 86 and 90), while . DRB1.2b and
Z11520 differed in 10 aminoacids (11,13, 18, 28, 66, 67,
71, 73, 74 and 90). DRB1.2a y DRB1.2b diverged in 10
posicions (11, 13, 16, 26, 47, 70, 71, 73, 74 and 86). A
new replacement is described in position 13 (Arg) for
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DRB1.2b. The application of this results in the analysis of
resistance or susceptibility marker alleles for
gastrointestinal parasites in uruguayan Corriedales sheep
is discussed.

—

INTRODUCCION

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
consiste en un grupo de genes estrechamente ligados
involucrados en el inicio y desarrolio de la respuesta in-
mune en vertebrados. Los genes de Clase Il del MHC
(DQ y DR) codifican glicoproteinas de membrana que
unen péptidos antigénicos y los presentan a los linfocitos
T CD4+ (Abbas et al., 1999). Algunos de estos genes,
en particular DQB y DRB, se caracterizan por presentar,
un extenso polimorfismo (Imanishi et al., 1991; Schwaiger
et al., 1993; Seddon & Ellegren, 2002), principalmente
en el exén 2, que codifican los dominios de unién al
antigeno a'y (' . En ovinos, el gen DRB que se expresa
se denomina DRB1 y presenta 84 alelos secuenciados
para el exén 2 (Schwaiger et al., 1996; Nagaoka et al.,
1999). La importancia de los residuos polimoérficos en esta
regién radica en que se generan moléculas con distintas
especificidades por los péptidos antigénicos (Wu et al.,
1997). La identificacién de las secuencias nucleotidicas
y aminoacidicas de las variantes de los genes de Clase
Il, asi como el andlisis de sus distintos patrones
aminoacidicos, resulta muy Gtil para lograr un mayor en-
tendimiento de los mecanismos moleculares involucrados
en la resistencia o susceptibilidad.a enfermedades (Zerva
et al., 1996, Nagaoka et al. 1999,), asi como desde el
punto de vista evolutivo, ya que permite caracterizar, di-
ferenciar y reconstruir distancias genéticas entre distin-
tas poblaciones, razas o especies (Kelly et al., 2003;
Takeshima et al., 2003). Por lo tanto, el objetivo del pre-
sente trabajo es estudiar las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas del exén 2 del gen DRB1 del MHC ovino
(Ovar-DRB1.2) en una muestra de ovinos Corriedale del
Uruguay, en busqueda de polimorfismos que involucren
los sitios de unién al antigeno, para en un futuro relacio-
narlos a la resistencia y susceptibilidad de los ovinos
Corriedale del Uruguay a parasitos gastrointesinales.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con 2 camneros Corriedale uruguayo
pertenecientes al Centro de Investigacion y Experimen-
tacién Dr. A. Gallinal (CIEDAG) del Secretariado Uruguayo
de la Lana (SUL),Cerro Colorado-Florida. Estos corde-
ros, nacidos en setiembre-octubre de 2001, estan sien-
do evaluados a través de Pruebas de Progenie para de-
terminar su valor de cria en relacion a la resistencia
genética a paréasitos gastrointestinales, estimada a tra-
vés del recuento de HPG.

Se extrajo ADN gendmico a partir de muestras de san-
gre de estos animales utilizando un kit de extraccion
(ATGen). La amplificacién del exén 2 del DRB1 se reali-
z6 mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa semianidada (PCR-semianidado), desarro-
llada por van Eijk et al. (1992). La amplificacion se reali-
z6 en dos etapas, con los cebadores HLAO30 (5°-
ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3") y HLAD31 (5'-
TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-3')(1a etapa) y
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HLA30 y HLA32 (5-TCGCCGCTGCACAGTGAAA
CTCTC-3")(2a etapa), en termociclador (Thermolyne).

El producto de amplificacién de la 2° ronda de PCR
para cada muestra fue sometido a electroforesis en gel
de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de Etidio. La ban-
da correspondiente al amplificado (286 pb) fue escindida
del gel y enviada a secuenciar en ambos sentidos en el
secuenciador autmdtico ABI-PRISM™ 377
GeneticAnalyzer (Applied Biosystems, Foster City, Ca.)
del Centro Técnico de Andlisis Genéticos de la Facultad
de Ciencias (Montevideo, Uruguay).

El andlisis general de las secuencias obtenidas
(nombradas arbitrariamente DRB1.2a y DRB1.2b) fue
realizado usando los Programas SegMan, EdiSeq y
MegAlign del paguete DNASTAR (Madison, Wi.). Las
secuencias nucleotidicas fueron comparadas con otras
secuencias ovinas del gen DRB de la base de datos Gene
Bank-NCBI, utilizando el algoritmo BLAST.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se describen dos secuencias nucleotidicas para el Ovar-
DRB1.2: DRB1.2a y DRB1.2b, cuyo rango de homologia
con otras secuencias ovinas para el mismo exén se en-
cuentra entre el 81% (accesion number AY248695) y el
91 % (accesion number Z11520). La Figura 1 muestra la
alineacién nucleotidica de las 2 secuencias. Se obser-
van 17 Polimorfismos de un Solo Nucledtido (SNPs) en
las posiciones: 31, 37, 47, 78, 140, 144, 198, 208, 210,
212,214, 217, 220, 221, 222, 256 y 257, de los cuales 15
determinan sustituciones no sinénimas de aminoacidos,
mientras que 2 (144 y 198) corresponden a sustituciones
aminoacidicas sinénimas (Figura 2).

En la Figura 2 se realiza la comparacion de los
aminoacidos deducidos a partir de las secuencias de
ADN. La secuencia DRB1.2a se diferencia de la secuen-
cia Z11520 en 12 residuos (16, 18, 26, 28, 47, 66, 67, 70,
71, 74, 86 y 90), mientras que DRB1.2b lo hace en 10
aminoécidos (11,13, 18, 28, 66, 67, 71, 73, 74 y 90), en-
tre los que se encuentran los sitios involucrados en el
reconocimiento del antigeno (11, 13, 28, 67, 70,71, 74 y
86), Las secuencias DRB1.2a y DRB1.2b divergen en 10
posiciones (11, 13, 16, 26, 47,70, 71,73, 74 y B6), En 5
posiciones (18, 28, 66, 67 y 90) ambas secuencias com-
parten los mismos residuos (F, E, D, F y T) que se dife-
rencian de Z11520 (S, D, E, | y S). Los lugares de varia-
cién en los residuos aminoacidicos observados en este
trabajo han sido descritos como muy polimérficos en
ovinos, identificandose 6 aminoécidos en la posicién 11
(Y,S,T,H, AyR),2enla13(KyS),3enla16(H,RyS),
2enla18(FyS),3enla26(L,FeY),2enla28 (DyE),
2enlad47 (FeY),3enla66(D,EyN)3enla67(I,FyL),
3enla70(Q,SyR), 4enla71(K,R, TyA),2enla73(T
yA),3enla74 (E,AyN),4enla86(,FF GyD)y2enla
90 (SyT) (Schwaiger et al., 1993; Nagaoka et al., 1999)..
Al comparar las secuencias DRB1.2a y DRB1.2b con
otras secuencias ovinas (Schwaiger et al., 1993; Nagaoka
et al., 1999), se observa un nuevo reemplazo en la posi-
cion 13 (Arg) de la secuencia DRB1.2b, no descrito ante-
riormente en ovinos, lo que aumenta a 3 el nimero de
sustituciones identificadas para este sitio en esta espe-
cie. La presencia de este aminoacido positivamente car-
gado en esta posicion o en las posiciones 70/71 se ha
asociado, en humanos, con la susceptibilidad a la lepra
tuberculoidea (Zerva et al, 1996). Fu et al (1995) propu-
so que los sitios 13, 70, 71, 74 y 78, localizados en el
«bolsillo «4 del sitio de unién del antigeno, son los que

mas influyen en una correcta presentacién del péptido a
las células T y en el desarrollo de una adecuada res-
puesta inmunitaria. Por lo tanto, el estudio de las secuen-
cias nucleotidicas y aminoacidicas, especificamente del
gen DRB1.2 en nuestras majadas Corriedale, tendria
implicaciones muy importantes en relacién a la identifi-
cacion de alelos de resistencia o susceptibilidad a enfer-
medades como las parasitosis gastrointestinales, que
constituyen una de las principales limitantes sanitario-
econdmicas de la produccién ovina en el Uruguay.
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Figura 1.~ Alineacién nucleotidica de las secuencias reportadas en este trabajo. Negrita: SNPs que determinan una sustitucién aminoacidica no sinénima.
Subrayado: SNPs que determinan una sustitucién aminoacidica sindnima.




