Efecto del Polimorfismo del Intron 6 del Gen LTF Bovino con Algunas
Enfermedades de Alta Incidencia en la Produccion Lechera

Effect of the Polymorphism in the Intron 6 of the Bovine LTF Gene with
Some Diseases of High Incidence in Dairy Production
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Resumen. E| objetivo de la investigacion fue determinar la
asociacion del polimorfismo (C/T) del intron 6 del gen de la
bLTF, con la incidencia de algunas enfermedades en ganado
lechero.  Para ello fueron observadas 482 vacas Holstein,
durante al menos una lactancia, determinando la incidencia de
algunas de las enfermedades mas importantes en la ganaderia
de leche. La genotipificacion para el polimorfismo de bLTF, se
hizo usando la técnica de PCR-RFLP con DNA extraido de sangre
periférica mediante la técnica de salting out. Para estudiar la
asociacion de los alelos del gen LTF, se utilizé el alelo B como
control y se determind el Odds Ratio (OR). Como resultados se
obtiene que las frecuencias de los alelos A y B para el gen bLTF
fueron 0,78 y 0,22 respectivamente. Las frecuencias genotipicas
fueron 0,60, 0,36 y 0,04 para AA, AB y BB respectivamente. Una
asociacion altamente significativa (P<0,001) fue hallada entre
la incidencia de mastitis clinica y el polimorfismo del gen LTF.
Los individuos portadores del alelo B tuvieron una probabilidad
de incidencia de mastitis dos veces superior a los portadores
del alelo A (OR=2.115 IC del 95%, 1.392-3.213). En el caso
de la mastitis subclinica la probabilidad de incidencia fue de
1,6 veces mas en los portadores del alelo B, con un OR=1.637
IC del 95% 1.184-2.264. Para la incidencia de enfermedades
metabdlicas, reproductivas, respiratorias, parasitarias, cancer
y cojeras, no se hallo diferencia significativa (P>0,05) y se
encontro asociacion del alelo B del polimorfismo del intron 6
del gen bLTF con la incidencia de mastitis clinica y subclinica.
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Abstract. The research objective was to determine the
association of polymorphism (G/T) of intron 6 bLTF gene, with
the incidence of some diseases on dairy cattle. A total of
482 Holstein cows located in different herds in the department
of Antioquia — Colombia, were used to follow the incidence of
disease, for at least a full lactation. Genotyping was performed
using PCR-RFLP with DNA extracted from peripheral blood by
salting out technique. DNA amplification was obtained of the
482 samples with frequencies of alleles A and B of 0.78 and
0.22 respectively. The genotype frequencies were 0.60, 0.36
and 0.04 for AA, AB and BB respectively. This study find a
significant association (P < 0.001) between the incidence of
clinical mastitis and LTF gene polymorphism. It was found a two
fold risk of infection in animals that had the B allele compared
with those with the A allele (OR = 95% 2115, 1392-3213).
Shared situation in the case of subclinical mastitis with an OR
= 95% 1637 1184-2264. In the case of metabolic diseases,
reproductive, respiratory, parasiticc cancer and lameness,
there were no significant difference (P>0.05). It was found
association of B allele of ribosomal gene 6 intron of the bLTF
with the incidence of clinical and subclinical mastitis.

Key words: Molecular analysis, genetic characterization,
association with medical conditions, mastitis.

El gen de la lactoferrina bovina (bLTF) esta localizado
en el cromosoma 22 del genoma bovino, se extiende
sobre 33,4 kb, contiene 17 exones, 16 intrones y
1122 pb (pares de bases) de region promotora
(referencia NCBI: NC_007320.4). Los promotores
del gen bLTF poseen caracteristicas, particulares
de genes constitutivos relacionados con un amplio
espectro de tejidos, como el mamario y mucosas,
en los cuales el gen se expresa (Zheng et al., 2005).

A la proteina bLTF de 80 kDa se le atribuyen
multiples funciones bioldgicas, incluyendo actividades
bactericidas y bacteriostaticas, respuestas anti
y proinflamatorias e induccion de proliferacion
y maduracion de células B y T (Zimecki et al.,
2002). La proteina LTF humana presenta un efecto
antimicrobiano contra bacterias patdgenas tanto,
in vitro como in vivo, inhibiendo o retardardando
el crecimiento de bacterias gram positivas y gram
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negativas. La LTF humana también es un componente
abundante de los neutrdfilos y puede ser liberada al
plasma sanguineo por la accién de éstos (Wakabayashi
et al., 2004).

Las cualidades encontradas en el gen bLTF, en humanos
y en bovinos lo convierten en un potencial marcador
molecular en programas de mejoramiento animal. En
bovinos lecheros, la investigacion realizada en este
gen, podria permitir la disminucién en la incidencia de
patologias tales como mastitis, laminitis, afecciones
parasitarias, respiratorias y del tracto reproductivo; las
cuales son las de mayor incidencia y las que generan
mayores mermas productivas, y tienen efectos
adversos sobre el bienestar animal. Segun el sistema
de informacién epidemioldgica del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), en el afio 2007 se presentaron
pérdidas por mas de 764 millones de pesos, en sdlo
690 casos reportados de estas enfermedades (ICA,
2008), ademas pueden ejercer un dafio potencial a la
salud humana, causado por patdgenos de transmision
alimentaria (Mattar et al., 2000).

Dentro de las afecciones antes nombradas, la mas
importante es la mastitis, definida como la inflamacion
de la ubre causada comlUnmente por bacterias
patdgenas contagiosas y ambientales, que producen
una infeccion intramamaria (Chaneton et al, 2008).
Esta enfermedad presentd una prevalencia de 12,5%
en un estudio realizado en el municipio de San Pedro
de los Milagros en Antioquia, Colombia (Ramirez et al,,
2001) y causa grandes perjuicios a los productores
lecheros debido a los altos costos en tratamientos
veterinarios y al descarte temprano de la vacas
dentro del hato (Wojdak-Maksymiec et al, 2006). La
importancia de la bLTF en los procesos inflamatorios,
como la mastitis, esta dada por su capacidad de reducir
la liberacion de interleucinas y de prostaglandina E,
gue son las responsables de los procesos inflamatorios
(O'Halloran et al.,, 2009).
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Importantes asociaciones entre el gen LTF con
enfermedades infecciosas han sido halladas (Sharma
et al, 2006), acrecentando la importancia de la
caracterizacién de este gen para la especie bovina
y de este modo estructurar un adecuado estudio
que permita identificar, las posibles asociaciones con
caracteristicas de importancia en las poblaciones
antioquefias de ganado Holstein, haciendo factible
el planteamiento de un programa adecuado de
seleccion asistida por marcadores moleculares
(MAS), dirigido a la busqueda de una poblacién de
animales resistentes a enfermedades importantes en
lecheria.

Debido a la asociacion encontrada en humanos del
gen de la lactoferrina, este estudio tiene como objetivo
encontrar asociaciones entre un polimorfismo del gen
bLTF (encontrado en el intron 6 (C/T), ligado éste a
su vez a polimorfismos en el exén 4 y en el exdén
11 y algunas enfermedades en ganado Holstein del
Departamento de Antioquia, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Area y poblacién de estudio. En esta investigacion
se incluyeron 382 vacas de la raza Holstein durante
algunas lactancias, pertenecientes a nueve unidades
de produccion lechera ubicadas en el departamento
de Antioquia, Colombia (Tabla 1).

Extraccion del ADN de células de sangre y PCR-
RFLP. Para la obtencion del ADN de sangre periférica
se utilizo el método de “saltin gout”, descrito por Miller
et al. (1988) y se almacend a 4 °C hasta el momento
del andlisis. La cantidad y calidad del ADN extraido se
evalud en gel de agarosa al 0,8% tefiido con bromuro
de etidio y se cuantificd6 en un espectrofotometro
Thermo Scientific® NanoDrop ND 2000. Sélo el ADN
genodmico con una pureza ideal entre 1,8-2,0 se
considerd para los andlisis moleculares posteriores.

Tabla 1. Descripcion de la poblacién de estudio empleada en estudios genéticos de las enfermedades de alta
incidencia en la produccién lechera de Antioquia, Colombia.

Municipio Numero de hatos Numero de animales NuUmero de lactancias
San Pedro de los Milagros 3 106 438
Belmira 2 56 302
Entrerrios 1 53 128
La Unién 2 107 208
Medellin 1 60 269
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El ADN aislado fue usado para la amplificacion por
PCR de 301 pb (pares de bases) con los siguientes
primers: Directo: 5'-GCC TCA TGA CAA CTC CCA CAC-
3’ Reverso: 5-CAG GTT GAC ACA TCG GTT GAC-3,
segun Seyfert y Kuhn (1994). La PCR contenia 0,5 U
de Taq polimerasa (Bioline®), 2,5 uL de Buffer para
PCR 10x, 30 ng de DNA, 0;5 pL de MgCl, a 50 nM, 0,5
ML de dNTPs a 20 nM y 0,5 pL de cada primer y se
aford con agua desionizada y estéril para un volumen
total de 25 pL.

Se estandarizd la PCR de la siguiente manera:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguido
de 28 ciclos a 95 °C por 45 s, 60 °C por 30 s, 72 °C
por 20 s, con una extension final a 72 °C por 3 min.
El producto de la PCR se analiz6 por electroforesis en
gel de agarosa al 2% y bromuro de etidio. Luego se
realizd la RFLP usando la enzima de restriccion EcoRI,
el mix se hizo de la siguiente forma: 5 pL de reaccién
de PCR, 2 p de Buffer EcoRI (Fermentas®), 0,5 p
EcoRI (Fermentas®) y 12,5 pL de agua desionizada y
estéril, para un volumen total de 20 L, se incubd por
3 ha 37 °C, el producto se observd por electroforesis
en gel de agarosa al 2,5% y bromuro de etidio. El
patron de restriccion esperado para el genotipo AA
corresponde a un fragmento de 301 pb, para el genotipo
AB tres fragmentos (301 pb, 201 pb y 100 pb) y para el
genotipo BB dos fragmentos (201 pb y 100 pb).

Analisis estadistico. lLas frecuencias alélicas y
genotipicas, se calcularon mediante el programa
GenAlEx 6.4 (Peakall y Smouse, 2006). Se obtuvo
informacion histdrica, suministrada por cada hato, de
eventos sanitarios de los animales dentro del estudio;
estos hatos ademas, fueron visitados periddicamente
por lo menos durante una lactancia completa con el
fin de mantener actualizados los registros sanitarios
y realizar con frecuencia, el CMT (California Mastitis
Test) como indicador de la salud de la ubre.

Para la realizacion del CMT se empled un reactivo
constituido por un detergente (alkil aril sulfato de
sodio) y un colorante (pUrpura de bromocresol), sus
resultados fueron interpretados segun instrucciones
del fabricante (California S.A.®) asi: lectura de
cuarto sano, trazas, una cruz (+), dos cruces (++) y
tres cruces (+++), segin se aprecid el cambio en la
consistencia de la leche, pasando de fluida a viscosa al
ser mezclada con el reactivo.

Las afecciones identificadas se agruparon en ocho
categorias: tumores oculares (lesiones visibles), cojeras,

Rev. Fac. Nac. Agron. Medellin 65(1): 6439-6445. 2012

padecimientos metabdlicos, parasitarios, reproductivos
y respiratorios, mastitis clinica y subclinica durante
toda la lactancia. Las afecciones registradas (casos),
se compararon con las vacas sanas (controles).

Con el fin de estudiar la asociacién de los alelos del
gen LTF, se uso el alelo B como control y se determind
el Odds Ratio (OR), que indica la frecuencia relativa de
la exposicion entre los casos y los controles utilizando
el software PLINK (Purcell et al, 2007). Los valores
de OR menores que 1 indican que estos animales
presentan bajo riesgo de presentar la enfermedad
y fueron considerados como resistentes (asociacion
positiva), valores de OR mayores que 1 indican que
estos animales presentan alto riesgo de presentar
la enfermedad y fueron considerados susceptibles
(asociacion negativa). Se realizd test de chi-cuadrado
(X2) para determinar la significancia estadistica de los
valores de OR usando el software PLINK (Purcell et
al,, 2007).

RESULTADOS

Las frecuencias de los alelos A y B fueron 0,78 y 0,22
respectivamente. Los alelos controlan la incidencia
de tres genotipos AA, AB y BB, con frecuencias
observadas de 0,60, 0,36 y 0,04 respectivamente.

Durante el seguimiento de los casos clinicos en los
hatos se hallaron casos de carcinoma ocular de
células escamosas, con lesiones visibles; dentro de
las enfermedades metabdlicas se encontraron casos
de higado graso e hipocalcemia; en padecimientos
reproductivos se identificaron casos de reabsorciones
embrionarias, metritis, abortos y retencién de
placenta; para el grupo de afecciones respiratorias
se diagnostico tos inespecifica y neumonia; en
infecciones parasitarias se observaron coccidiosis,
anaplasmosis y babesiosis; en el grupo de cojeras se
registraron casos de pododermatitis aséptica difusa.
Se reconocieron otras sintomatologias como fiebres,
diarreas e inflamaciones inespecificas, que no fueron
tenidas en cuenta en la evaluacion.

A pesar de no establecerse diferencia significativa
(P>0,05) entre los genotipos para LTF y la incidencia de
enfermedades metabodlicas, reproductivas, respiratorias,
parasitarias, cancer ni cojeras (Tabla 2), las vacas que
presentaron casos de infestaciones parasitarias tenian en
mayor frecuencia el alelo B (OR=1.658, IC 0,569-4.825)
al igual que las vacas con enfermedades metabdlicas
(OR=2.184, IC 0.517-9.217), por el contrario, para las
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vacas una mayor frecuencia de afecciones reproductivas
y respiratorias se encontré el alelo B en menor
frecuencia (OR=0,526, IC 0.063-4.199) (Tabla 3).

Rodriguez, N.; Lopez, A.; Echeverri, J.

Hubo asociacion significativa (P<0,001) entre la
incidencia de mastitis clinica y el polimorfismo del
gen LTF (Tabla 3), determinandose doble riesgo

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del intrén 6 del gen de LTF, para los casos y
controles de las diferentes patologias estudiadas en hatos Holstein de Antioquia, Colombia.

Frecuencias genotipicas

Frecuencias alélicas

Afecciones (AA/AB/BB) (A/B) P
Afectados Sanos Afectados Sanos

Cancer 3/0/0 288/173/18 6/0 749/209 ns
Cojeras 27/11/0 264/162/18 65/11 690/198 ns
Metabdlicas 1/3/0 290/170/18 5/3 750/206 ns
Reproductivas 3/1/0 288/172/18 7/1 748/208 ns
Respiratorias 3/1/0 288/172/18 7/1 748/208 ns
Parasitarias 4/3/1 287/170/17 11/5 744/204 ns
Mastitis clinica 30/16/12 261/157/6 76/40 679/169 *
Mastitis subclinica 156/114/14 135/59/4 426/142 329/67 *

ns = no significativo, * P<0,05, ** P<0,001

de infeccidn en los animales que poseen el alelo
B en comparacidon con los que tienen el alelo A
(OR=2115, IC del 95% 1.392-3.213). Para el
caso de la mastitis subclinica se notd asociacién

significativa (P<0,05) con el polimorfismo del gen
LTF (Tabla 3), con un riesgo de infeccion de 1.637
(IC del 95% 1.184- 2.264.) para las vacas con el
alelo B.

Tabla 3. Odds ratio (OR) para enfermedades de alta incidencia en la produccién lechera en hatos Holstein de

Antioquia, Colombia.

Frecuencia alelo B

Intervalo de confianza

Enfermedades Afectados Sanos OR (95%) P
Cancer 0 0,218 0 - - ns
Cojeras 0,144 0,223 0,589 0,305 1,139 ns
Metabdlicas 0,375 0,215 2,184 0,517 9,217 ns
Reproductivas 0,125 0,218 0,526 0,063 4,199 ns
Respiratorias 0,125 0,218 0,514 0,063 4,199 ns
Parasitarias 0,312 0,215 1,658 0,569 4,825 ns
Mastitis clinica 0,345 0,199 2,115 1,392 3,213 **
Mastitis subclinica 0,250 0,169 1,637 1,184 2,264 *

ns = no significativo, * P<0,05, ** P<0,001

DISCUSION

En un trabajo ejecutado por Srubafovéd y Dvorak
(2009) en una poblacién de 94 vacas Holstein en
Republica Checa, se encontré una frecuencia de
0,57 para el genotipo AA, 0,43 para el genotipo AB
y no se hallé el genotipo BB; las frecuencias para
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el alelo A fueron de 0,79 y para el alelo B de 0,21,
frecuencias alélicas muy similares a las obtenidas
en esta investigacion. Por otra parte en un estudio
realizado por Wojdak-Maksymiec et al. (2006) en una
poblacion de 124 vacas de la raza Holstein en Polonia,
se observaron frecuencias alélicas y genotipicas, que
difieren de las precisadas en este estudio con 0,68,
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y 0,33 para los alelos A y B respectivamente del gen
LTF, y para los genotipos AA, AB, y BB, frecuencias de
0,38, 0,60 y 0,20 respectivamente. Estas diferencias
posiblemente son debidas a los factores ambientales
en que estan los animales.

Otras investigaciones realizadas in vivo ratifican la
accién de la bLTF encontrada en el presente estudio
y la incidencia de mastitis, como el trabajo realizado
por Pawlik et al. (2009) quienes determinaron como
la bLTF en la leche ejerce su efecto inhibidor sobre
el crecimiento microbiano en la glandula mamaria.
Ademas concluyeron que la leche de ganado con
infecciones intramamarias presentaba aumento de
las concentraciones de bLTF. Kawai et al. (2007),
también encontraron que dosis bajas de bLTF pueden
inhibir bacterias asociadas a mastitis; ellos estudiaron
la concentracién minima inhibitoria (CMI) de LTF
hidrolizada y LTF nativa requerida para impedir el
crecimiento bacteriano en 74 aislados obtenidos de
leche con mastitis, encontrando como desde dosis tan
bajas como 0,001 mg mL* se pueden inhibir bacterias
causantes de mastitis clinica y subclinica.

Concordante con los resultados obtenidos en este
estudio donde el alelo A tiene mayor resistencia a
mastitis subclinica, Wojdak-Maksymiec et al. (2006)
identificaron asociacién entre el genotipo AA y un
recuento menor de células somaticas que el genotipo
AB. Contrariamente en el mismo polimorfismo
Sender et al. (2006), citado por Pawlik (2009) vieron
asociacion entre el genotipo BB y un recuento menor
de células somaticas en leche.

La tendencia encontrada en los individuos con el
alelo B de resistencia a afecciones respiratorias,
debe ser ampliamente investigada ya que estudios
realizados en la especie humana por Fischer et
al. (2009) detectaron en la expresion génica de
la submucosa, asi como en el lumen glandular del
pulmdn, una importante expresién de LTF humano,
los mismos autores afirman, que la perturbacion de la
funcion de este tejido y la expresion correcta de sus
secreciones, estan involucradas en la patogénesis de
varias enfermedades, incluyendo asma, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica y fibrosis quistica.

El riesgo detectado para los individuos con el alelo B
y la incidencia de enfermedades metabdlicas, puede
encontrar su razén bioldgica en la capacidad de la
LTF de unirse sinérgicamente con el ion carbonato
(CO, %), ya que es bien sabido que estas enfermedades
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se desencadenan por desequilibrios acido-basicos de
la sangre y aunque la LTF se encuentra en menor
proporcidn en suero sanguineo, esta en mayor
proporcion en el intestino delgado y es alli donde se
da la absorcién de iones y cationes que mantienen
la neutralidad eléctrica (Chaneton et al., 2008). Para
tener certeza de la accion de la bLTF y su asociacion
con enfermedades metabdlicas, se hacen necesarios
mas trabajos que involucren una poblacion mayor y
seguimiento constante durante la vida completa del
animal.

El estudio realizado precis6 en su mayoria eventos
parasitarios causados por protozoos del género
Babesia que causan babesiosis o del género
Eimeria que causan coccidiosis; estos protozoos
parasitos, necesitan adquirir una gran cantidad de
nutrientes a partir de sus hospederos, para lo cual
emplean proteinas de transporte (Landfear, 2011).
La aplicacion de los enfoques genético moleculares
y la realizacion de proyectos como el de Wilson et
al. (2002) evidenciaron como estos parasitos pueden
utilizar el hierro unido a la transferrina, lactoferrina,
u otros quelatos. Esto podria revelar la capacidad
del parasito de utilizar el hierro de fuentes muiltiples
y como éste puede verse afectado con los cambios
en la expresion de la bLTF, lo cual puede explicar
coémo los cambios presentados en la proteina por el
polimorfismo en estudio puede alterar la frecuencia
de estas afecciones teniéndose una tendencia mayor
en los individuos con el alelo B.

Aunque no se registraron reportes de tumores
oculares, su asociacion con bLTF, se ha percibido en
ratas inhibiendo significativamente el cancer de colon,
esofago, pulmén y vejiga, cuando se administra por via
oral en la etapa de post-iniciacion, posiblemente por la
supresion en la fase I de enzimas, como el citocromo
P450 1A2 (CYP1A2), que es preferentemente inducida
por las aminas heterociclicas cancerigenas (Tsuda et
al, 2002). Yang et al. (2002) también apreciaron como
péptidos derivados de la region N-terminal del hélice a
de la bLTF, poseian caracteristicas antitumorales muy
activas, frente a lineas tumorales MethA (fibrosarcoma
murino), adenocarcinoma colorectal humano linea
celular HT-29 y carcinoma mamario humano linea
celular MT-1.

CONCLUSIONES

Se encontrd asociacion del alelo B del polimorfismo
del intron 6 del gen bLTF con la incidencia de mastitis
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clinica y subclinica. Fue posible establecer tendencias
para enfermedades parasitarias, donde se advirtio
que el alelo B se presenta con mayor frecuencia
en animales con infestaciones parasitarias, caso
contrario se observo para las afecciones reproductivas
y respiratorias.

Este estudio es pionero en la asociacion del
polimorfismo delintrén 6 del gen LTF con enfermedades
de importancia en produccién lechera en el
departamento de Antioquia - Colombia, los resultados
son alentadores para seguir en la busqueda de
asociaciones que permitan el reconocimiento genético
de susceptibilidad o resistencia a enfermedades de
importancia en las ganaderias locales. Se requieren
aun mas esfuerzos por parte de los investigadores,
para aumentar el tamafio muestral y conseguir
resultados que generen mayor confiabilidad en
cuanto a los marcadores genéticos, utilizados en los
programas de mejoramiento animal.
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