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VARIABILIDAD GENETICA DEL MHC EQUINO Y SU IMPORTANCIA EN LA RESPUESTA INMUNITARIA

1. RESUMEN

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) es un conjunto de genes que codifican
proteinas capaces de presentar antigenos a las células del sistema inmune. A través del
serotipado se determinaron 19 serotipos del MHC equino, mientras que con el analisis de
marcadores microsatélites se han encontrado un elevado nimero de haplotipos en las distintas
razas estudiadas. La variabilidad del MHC difiere entre unas razas y otras, presentando algunas
mayor cantidad de haplotipos distintos que otras, y estd influenciada en gran medida por la

estrategia reproductiva.

El sistema inmune es el encargado de proteger al organismo frente a agentes extrafnos a través
de distintas respuestas y células inmunes. Las moléculas MHC presentan los antigenos a los
linfocitos y se dividen en clase | y clase Il. La clase de moléculas MHC que presenta los antigenos

determina el tipo de respuesta y las células que se activan segun el agente al que se exponen.

Aunque existen diferentes terapias regenerativas utilizadas para tratar lesiones
musculoesqueléticas en caballos, las células madre mesenquimales (MSCs) son una de las mas
utilizadas tanto de forma autdloga como alogénica. El tratamiento alogénico puede presentar
mas beneficios terapéuticos, sin embargo, a pesar de que las MSCs cuenta con cierta capacidad
inmunomoduladora, este tipo de administracion puede desencadenar una respuesta humoral y
celular en el paciente si su MHC no es compatible con el del donante, produciendo un fracaso
del tratamiento. Por eso, para evitar el rechazo es interesante determinar los haplotipos tanto

de donantes como de receptores.

También se han realizado diversos estudios sobre la relacién entre la resistencia o susceptibilidad
a enfermedades y el MHC equino en los que se ha podido determinar la asociacién de ciertos
haplotipos y alelos con mayor resistencia o susceptibilidad a enfermedades concretas, pero sigue

siendo necesaria mas investigacion sobre este tema.
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1. ABSTRACT

The Major Histocompatibility Complex (MHC) is a group of genes encoding proteins capable of
presenting antigens to immune system cells. Using serotyping, 19 equine MHC serotypes were
determined, on the other hand, using microsatellite marker analysis a large number of
haplotypes have been found in the different breeds studied. MHC variability differs between
breeds, with some having more different haplotypes than others, and it is largely influenced by

the reproductive strategy.

The immune system is responsible for protecting the body against foreign agents through
different responses and immune cells. MHC molecules present antigens to the lymphocytes and
they are divided into class | and class Il. The class of MHC molecules that presents the antigens
determines the type of response and the cells that are activated according to the agent to which

they are exposed.

Although there are different regenerative therapies to treat musculoskeletal injuries in horses,
mesenchymal stem cells (MSCs) are one of the most commonly used both autologously and
allogeneically. The allogeneic treatment could have more therapeutic benefits, however, even
though MSCs have some immunomodulatory capacity, this type of administration can trigger a
humoral and cellular response in the patient if the patient's MHC is not compatible with that of
the donor, resulting in treatment failure. Therefore, in order to avoid rejection, it is interesting

to determine the haplotypes of both donors and recipients.

There have also been several studies on the relationship between disease resistance or
susceptibility and the equine MHC that have determined the association of certain haplotypes
and alleles with increased resistance or susceptibility to specific diseases, but more research on

this subject is still needed.

PAULA SANZ SANCHO



VARIABILIDAD GENETICA DEL MHC EQUINO Y SU IMPORTANCIA EN LA RESPUESTA INMUNITARIA

2. INTRODUCCION
2.1. Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Se denomina Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés Mayor
Histocompatibility Complex) al conjunto de genes que codifican proteinas de la superficie celular

encargadas de la presentacidn antigénica durante la respuesta inmunitaria (Hughes y Nei, 1992).

Los genes del MHC, también llamado en los caballos sistema ELA (Equine Leukocyte Antigen),
presentan un polimorfismo significativo (Alexander, Bailey y Woodward, 1987) y estan divididos

en tres regiones denominadas clase |, clase Il y clase Il (Gustafson et al., 2003).

Se conocen 19 serotipos del sistema ELA (Lazary et al., 1988), sin embargo, el serotipado es un
método que presenta ciertas limitaciones ademas de ser costoso por lo que se han desarrollado
nuevas técnicas como el analisis de marcadores microsatélites para el estudio del sistema ELA.
Los microsatélites son fragmentos de ADN que se repiten y su andlisis consiste en la amplificacion
de dichos fragmentos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction) y la valoracidn de su tamafio mediante electroforesis capilar

para determinar los alelos para cada microsatélite (Tseng et al., 2010).

El conjunto de los alelos para cada microsatélite de un individuo conforma el haplotipo del MHC
de ese individuo. Identificar los haplotipos del MHC de los caballos no solo permite conocer la
variabilidad dentro de la especie, sino también entre distintas razas (Tseng et al., 2010; Sadeghi

etal., 2018).
2.2. Respuesta inmunitaria

El sistema inmune es el encargado de proteger al organismo frente a agentes externos como
virus, bacterias y hongos, pero también frente a agentes internos como células cancerosas. Por
desgracia, el sistema inmune también provoca reacciones alérgicas, rechazo de trasplantes y

desarrollo de enfermedades autoinmunes (Kafrawy, 2002).

La respuesta inmunitaria estd dividida en la respuesta innata, que actua de forma general, y la
respuesta adaptativa, que es mas especifica. Ambas respuestas estan interrelacionadas y actdan

en conjunto frente a los agentes extrafios (Mak y Saunders, 2005).

Asi mismo se puede dividir la respuesta inmunitaria en respuesta humoral y respuesta mediada
por células. El principal objetivo de la respuesta humoral es producir anticuerpos contra
antigenos extrafios, mientras que la respuesta mediada por células se centra en la destruccidn

de células propias infectas o de células ajenas (Kafrawy, 2002).
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Uno de los componentes importantes tanto en la respuesta humoral como en la celular son las
moléculas MHC que se encuentran en las superficies de las células. Estas moléculas son las
encargadas de presentar los antigenos a las células del sistema inmune para desencadenar una

respuesta inmunitaria (Kafrawy, 2002; Mak y Saunders, 2005).

La implicacion del MHC con la respuesta inmunitaria es importante a la hora de valorar las
terapias regenerativas alogénicas. El objetivo de la medicina regenerativa es reparar y restaurar
los tejidos dafiados (Dahlgren, 2018) y estd dividida en dos grandes grupos. Uno de ellos estd
formado por las terapias que utilizan factores de crecimiento y productos hemoderivados
autélogos siendo el plasma rico en plaquetas (PRP) uno de los mas utilizados en caballos (Smith,
Garvican y Fortier, 2014; Dahlgren, 2018; Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021) y el otro grupo esta
compuesto por las terapias regenerativas basadas en el uso de células madre. Las mds utilizadas
en medicina equina son las células madre mesenquimales (MSCs por sus siglas en inglés
Mesenchymal Stem Cells), sobre todo para el tratamiento de lesiones del aparato locomotor

(Smith, Garvican y Fortier, 2014).

En los caballos los PRPs y las MSCs se utilizan para el tratamiento de lesiones del sistema
musculoesquelético, principalmente desmopatias y tendinopatias, debido a que las lesiones en
tendones y ligamentos son las mds comunes en estos animales. Asi mismo, la similitud de estas
estructuras y sus lesiones con las de los humanos, permite extrapolar los hallazgos en medicina
equina a medicina human y viceversa (Spaas, Guest y Van De Walle, 2012; Smith, Garvican y

Fortier, 2014).

Las MSCs pueden utilizarse tanto de forma autéloga como alogénica. El uso de MSCs alogénicas
es mas conveniente por su posible uso inmediato, pero pueden dar lugar a reacciones de rechazo
por el sistema inmune del paciente si las MSCs del donante no son compatibles para el MHC del

receptor (Schnabel et al., 2014; Pezzanite et al., 2015).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Hoy en dia, conocer la variabilidad genética del MHC equino tiene gran importancia para evaluar

la diversidad genética existente y la aptitud inmunoldgica de una poblacidn.

Entre otras aplicaciones, la determinacién de los haplotipos del MHC permite conocer la
compatibilidad donante-receptor. Esta compatibilidad es imprescindible a la hora de llevar a
cabo terapias regenerativas alogénicas con productos ortobioldgicos, para evitar rechazos y

maximizar la eficacia del tratamiento. La utilizacion de estas terapias regenerativas en el
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tratamiento de patologias comunes, como por ejemplo las tendinitis, desmitis u osteoartritis, ha

tenido un desarrollo exponencial en los ultimos afios en el mundo equino.

Por otro lado, la asociacion del MHC con la resistencia o susceptibilidad a enfermedades permite
relacionar ciertas patologias con determinados genotipos del MHC, por lo que conociendo los
haplotipos del MHC se podria predecir la resistencia o susceptibilidad de un individuo a dichas

patologias.

El objetivo principal de este trabajo fin de grado es realizar una revisién bibliografica sobre la
variabilidad genética del MHC en la especie equina, centrandose en la determinacién de los

haplotipos del MHC equino y su relacidn con la respuesta inmunitaria.

Asi mismo, se plantean como objetivos secundarios el participar en el analisis laboratorial y
determinacion del haplotipo para el MHC equino y revisar la bibliografia publicada sobre la
influencia del MHC como factor genético asociado a la resistencia o susceptibilidad a ciertas

patologias equinas.

4. METODOLOGIA

Para alcanzar el objetivo principal, se realizé una busqueda de la literatura cientifica disponible
sobre la variabilidad genética del MHC equino en articulos cientificos, libros especializados y
trabajos académicos, utilizando las bases de datos PubMed, Web of Science, Google Scholar y
Alcorce. Se incluyeron las palabras claves “major histocompatibility complex”, “MHC”, “equine”,

VAN VAN A

“microsatellites”, “haplotypes”, “immune response”, “immune system”, “regenerative medicine”,
mesenchymal stem cell” y “MSC” asi como sus combinaciones booleanas. Se centré la busqueda
en los articulos y material cientifico en inglés y espafiol mas recientes, desde enero de 2010 hasta
julio de 2023, aunque se incluyd bibliografia mas antigua dada su relevancia. Las referencias
bibliograficas se han gestionado con el programa Mendeley usando el estilo bibliografico Harvard

BUZ.

Para la identificacidn de los haplotipos para el MHC equino, como objetivo secundario, se realizd
la determinacioén segun el protocolo y los resultados obtenidos de la revision bibliografica sobre

la determinacion del MHC, combinando las técnicas de PCR convencional y electroforesis capilar.

Asi mismo, se reviso la bibliografia publicada sobre la influencia del MHC como factor genético

asociado a la resistencia o susceptibilidad a ciertas patologias equinas, que se iban encontrando
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en la bibliografia consultada anteriormente sobre el MHC equino y estaban relacionadas con

enfermedades equinas.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. VARIABILIDAD DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El MCH es un conjunto de genes que codifican glicoproteinas localizadas en la superficie de las
células. Estas glicoproteinas son capaces de unir péptidos extrafos, provenientes de la
degradacién intracelular de patégenos, y presentarlos a los linfocitos T, formando parte de la
respuesta inmunitaria especifica. Por otro lado, también participan en la respuesta inmunitaria
innata actuando sobre los receptores de la células natural killer (NK) (Hughes y Nei, 1992;

Tallmadge et al., 2010).

En los caballos el MHC se conoce como sistema ELA y presenta por lo menos 19 serotipos
diferentes (Lazary etal., 1988). Para determinar estos serotipos se realizaron 5 Talleres
Internacionales sobre los aloantigenos linfocitarios del caballo. En estos talleres se llevaron a
cabo distintos ensayos para evaluar la reacciéon de multiples antisueros, obtenidos y repartidos
en distintos laboratorios de varios paises, con muestras de linfocitos de caballos de distintas
razas. En el primer taller se designaron seis especificidades del sistema ELA, denominadas ELA-
W1, W2, W3, W4, W5 y W6. Ya que ninguno caballo presentaba mas de dos de estas

especificidades se pensé que podian ser alelos de un mismo locus (Bull, 1983).

En el segundo taller se confirmaron las 6 especificidades anteriores y se afiadieron 4 nuevos
productos alélicos del locus ELA: ELA-W7, W8, W9 y W10. Y una especificidad de un locus
independiente de ELA, denominado ELY-2.1 (Bailey et al., 1984).

En el tercer taller se reconocid un nuevo alelo (ELA-W11) del locus ELA y un nuevo antigeno (ELY-
1.1) no relacionado con el sistema ELA. Ademads, se confirmd que la frecuencia de aparicion de

los 11 alelos en distintas razas de caballos era diferente (Antczak et al., 1986).

En el cuarto taller, los 10 primeras especificidades encontradas del sistema ELA, pasaron a
denominarse A1-A10, ya que se aceptaron como antigenos del locus A. Se encontraron 10 nuevas
especificidades (W12-W21) y se observd que ELA-W14, W15 y W19 estaban incluidas en ELA-
W11. También se descubrié una nueva especificidad (ELY-1.2) independiente del sistema ELA,
gue se comportaba como un alelo codominante junto con ELY-1.2 del locus ELY-1. (Bernoco et al.,

1987)
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En el quinto taller las especificidades ELA-W14, W15 y W19 se aceptaron como productos del
ELA-A locus y pasan a denominarse ELA-A14, A15 y A19. También se identificaron dos nuevas
especificidades W22 y W23. En total se aceptaron 13 antigenos como parte del ELA-A locus,
sabiendo que quedan muchos alelos de este locus por identificar. Ademas, se definieron tres
aloantigenos (W13, W22 y W23) como productos génicos de un segundo locus o loci dentro de

la region ELA (Lazary et al., 1988).

Los genes del MHC estan separados en tres regiones, clase |, clase Il y clase Ill, siendo las
principales la clase | y clase Il (Gustafson et al., 2003) (Figura 1). En la especie equina se
determind, mediante hibridacién in situ con una sonda de ADNc de clase | humano, la
localizacién del MHC en el cromosoma 20 (Makinen et al., 1989). Alexander y colaboradores
(1987) demostraron que el MHC equino contiene mas de 20 genes de clase |, de los cuales mas
de la mitad presentaban un significativo polimorfismo. Tanto para los loci clase | como para los
de clase Il, el polimorfismo observado aumentaba entre animales de diferentes serotipos ELA y
disminuia entre caballos con serotipo ELA idéntico. Lo que les sugeria que los genes de clase | y

clase Il estaban estrechamente ligados (Alexander, Bailey y Woodward, 1987).

El estudio seroldgico del sistema ELA es costoso y limitado, principalmente por la cantidad y
variedad de reactivos de anticuerpos disponibles (Tseng et al., 2010; Sadeghi et al., 2018). Los
antisueros utilizados deben ser especificos para cada serotipo ELA y para conseguirlos es
necesario recogerlos de yeguas primiparas justo después del parto o de caballos inmunizados
previamente. Ademas, la reactividad de los reactivos, sobre todos los antisueros, puede variar
entre laboratorios debido a los distintos métodos de analisis (Lazary et al., 1988). Todo ello llevd

al desarrollo de nuevas técnicas para el analisis del sistema ELA.

Una de estas técnicas consiste en el uso de marcadores microsatélites, regiones de repeticion
dentro del genoma, para identificar los haplotipos del MHC equino. Esta técnica se basa en el
desequilibrio de ligamiento dentro del MHC (Tseng et al., 2010). Los haplotipos pueden ser
definidos mediante caballos homocigdticos que presentan dos alelos iguales para cada
microsatélite, por lo que no hay problema en determinar qué alelos pertenecen al haplotipo
materno y cuales al paterno porque son el mismo haplotipo o mediante caballos emparentados,
grupos de padres-hijos 0 medio hermanos, que permiten valorar la transmisién de los alelos para
cada microsatélite y determinar los haplotipos de los hijos, aunque no de los padres. En caballos
heterocigotos si se puede identificar un haplotipo ya definido con los alelos observados, se
puede considerar el otro haplotipo como provisional hasta su confirmacién por los métodos

anteriores. (Tseng et al., 2010; Sadeghi et al., 2018).
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A lo largo de los afios se han llevado a cabo distintos estudios para buscar marcadores
microsatélites del MHC equino. Tseng y colaboradores (2010) estudiaron el genoma equino y
localizaron multiples microsatélites, pero eligieron tan solo 5 por su polimorfismo, estabilidad y
rendimiento general para realizar su estudio, dos de ellos previamente descritos (UMN-JH34-2 y
UMO11) y el resto nuevos (COR112, COR113 y COR114). Con este panel de 5 microsatélites
definieron un total de 50 haplotipos en caballos de distintas razas. Al comparar estos haplotipos
con los determinados por técnicas seroldgicas relacionaron 23 de ellos con 12 serotipos ELA (A1,
A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, A15 y A19). En algunos casos un mismo serotipo ELA se
relacionaba con varios haplotipos del MHC determinados por marcadores microsatélites,
observando sobre todo variaciones en los alelos de los microsatélites localizados en el MHC de
clase Il. Esto puede ser debido a que los antisueros utilizados para determinar los serotipos ELA
se dirigen principalmente contra antigenos MHC de clase I. Los otros 27 haplotipos no los
pudieron relacionar con serotipos ELA y los denominaron correlativamente desde el COR1 al

COR27 (Tseng et al., 2010).

Mas tarde en 2013 Brinkmeyer-Langford y colaboradores identificaron 37 marcadores
microsatélites, 31 nuevos y 6 previamente identificados por estudios anteriores, y realizaron un
analisis del desequilibro de ligamiento de estos microsatélites para valorar la capacidad que
tenian de aportar informacién sobre el sistema ELA. Ademas, afiadieron en el estudio el andlisis
del desequilibro de ligamiento de otro método de analisis de variaciones del genoma, los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs por sus siglas en inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms) utilizando un chip de SNPs para ELA disefiado por otros investigadores (McCue
et al., 2012). Brinkmeyer-Langford y colaboradores (2013) determinaron que los microsatélites
utilizados solos o junto con SNPs revelaban un desequilibrio de ligamiento significativo e
identificaron conjuntos de marcadores de microsatélites que definian haplotipos ELA ya que se

encontraban en un desequilibrio de ligamiento completo.

En la mayoria de los estudios realizados para analizar el sistema ELA se vio que la frecuencia de
los distintos haplotipos del MHC equino variaba segun la raza (Lazary et al., 1988; Tseng et al.,
2010). Por ello se han ido estudiando los haplotipos de las distintas razas por separado, para
valorar cuales son los haplotipos que aparecen en una raza determinada y cual es la frecuencia

de estos.

A pesar de que en el estudio de Tseng y colaboradores (2010) se incluian caballos de distintas
razas, mas del 60% eran Pura Sangre Inglés (PSI) y Standardbred (SB). En su estudio observaron

que la mayoria de los caballos de estas razas presentaban un reducido nimero de haplotipos,
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representado los haplotipos ELA A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, A15y A19 el 90% de los
haplotipos identificados en los PSl y el 97% en los SB. El resto de los haplotipos pertenecian al

grupo de los haplotipos “COR” no asociados con serotipos ELA.

Otras razas en la que se han estudiado los haplotipos y su variabilidad son los caballos arabes
persas (Sadeghi et al., 2018), los caballos islandeses (Holmes et al., 2019) y los caballos Konik
Polski y caballos de tiro polacos (Jaworska et al., 2020). Los marcadores microsatélites utilizados
para analizar los haplotipos del MHC equino fueron practicamente los mismos en todos los
estudios, lo que permitidé comparar unas razas con otras. Sadeghi y colaboradores (2018)
disefaron un panel de 10 microsatélites basado en los 5 marcadores del panel disefiado por
Tseng y colaboradores (2010) al que afiadieron 5 microsatélites identificados por Brinkmeyer-
Langford y colaboradores (2013) (UMNJH-38, ABGe9019, UMNe65, ABGe9030 y EQMHCL1). En
el estudio sobre caballos islandeses se utilizé este mismo panel de 10 microsatélites, aunque
posteriormente se afiadieron 2 marcadores mas (TAMU 305-93 y CZM002) formando un panel
de 12 microsatélites en total (Holmes et al., 2019) (Figura 1). Por ultimo, en 2020 Jaworska y
colaboradores utilizaron un panel de 11 microsatélites para el estudio de haplotipos en caballos

Konik Polski y caballos de tiro polacos.

Wiﬂ Mb  |

MHC Class 1 MHC Class I1T MHC Class 11
29 Mb 30 Mb 31 Mb 32 Mb 33 Mb 34 Mb 35 Mb
| | | | | | | | | | |
| | 1 1 T
) . “ £ y ) )
“, Yit, % 6y, %, Gk
Yy, T @ Cog g, % Py,
%oy © % o 2y, € G %
F (7] 7]

Figura 1 Localizacién de las tres clases del MHC equino dentro del cromosoma 20 del caballo y de los microsatélites
utilizados para la determinacién del haplotipo del MHC (Holmes et al., 2019).

En cada uno de los estudios de las distintas razas se fueron detectando nuevos haplotipos que
no habian aparecido hasta ese momento. Sadeghi y colaboradores (2018) identificaron 82
haplotipos del MHC equino en caballos arabes persas, 78 de ellos nuevos y 4 (A10c, A19, COR3
y COR8) que ya habian sido descritos previamente. Los nuevos haplotipos se denominaron
correlativamente del COR28 al COR104 siguiendo la nomenclatura establecida en estudios
anteriores. 31 de los 78 nuevos haplotipos fueron clasificados como provisionales ya que se
determinaron a partir de caballos heterocigotos. En los caballos islandeses estudiados, Holmes

y colaboradores (2020) identificaron 78 haplotipos y ninguno de ellos se habia descrito
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previamente. Asi mismo, Jaworska y colaboradores (2020) identificaron 199 haplotipos en los
caballos Konik Polski y de tiro polacos que no se habian observado en otros estudios. Ni siquiera
entre ambas razas polacas habia haplotipos iguales, 111 haplotipos se identificaron en los
caballos de tiro y 88 en los Konik Polski. Ademds, la mayoria de los haplotipos de las dos
poblaciones de caballos Konik Polski, una asilvestrada y otra estabulada, eran distintos, tan solo

encontraron 4 haplotipos en comun.

La cantidad de haplotipos distintos encontrados en las diferentes razas es un indicativo del alto
grado de polimorfismo que presenta el MHC equino. Sin embargo, también puede ser debido a
la reducida cantidad de razas en las que se han analizado los haplotipos del MHCy a lo separadas
que estan estas razas ente si (Jaworska et al., 2020). Asi mismo, hay que tener en cuenta la
pequefia cantidad de animales estudiados de cada raza. Por ello, podria ser posible que al
estudiar mas razas y mas animales se lleguen a encontrar mas haplotipos que aparezcan en

distintas razas.

En los tres estudios se observaron eventos de recombinacion en la descendencia de los grupos
familiares estudiados. Tanto en el estudio sobre caballos drabes persas como en el de caballos
islandeses se detectd un Unico evento de recombinacidn que ocurrié en ambos casos entre el
microsatélite UMNe65 en la region del MHC de clase Il y el microsatélite ABGe9030 en la region
del MHC de clase Il (Figura 2). Sadeghi y colaboradores (2018) denominaron al nuevo haplotipo
COR45/COR55 ya que estaba formado por una recombinacion de estos dos haplotipos, mientras
que Holmes y colaboradores (2019) denominaron a su nuevo haplotipo COR183, formado a

partir de la recombinacién de COR105 y COR106 (Tabla 1).

Tabla 1. Nuevos haplotipos formados por recombinacién a partir de dos haplotipos preexistentes. ArP: arabe persa e
Is: islandés.

Haplotipo UM;;H‘ l;'}"c'g:{'ﬁg ;95'\_";3 CZM002|ABGe9019| UMNe65 |ABGe9030| EQMHC1 | COR112 | COR113 | UMO11 | COR114 | RAZA | FUENTE
Cc%'fs"s/ 156 205 318 257 | 215 190 | 248 | 270 | 172 | 236 | A SZfezg;‘li;t
CORs4 | 156 205 318 257 212 190 | 262 | 268 | 174 | 234 | aw SZfezgg‘ligt
CORS5 | 156 219 305 259 215 190 248 270 172 236 | ArP SZfezgg‘li;t
COR183 | 163 197 345 | 232 301 265 205 192 248 270 184 245 Is H;'";gigt
COR105 | 163 197 345 | 232 301 265 219 190 254 270 172 249 Is H;'";gigt
COR106 | 165 225 345 | 230 303 259 205 192 248 270 184 | 245 Is H:,";gi;t

Utilizando este punto de recombinacién entre la regién de MHC de clase Ill y la de clase I,
Sadeghi y colaboradores (2018) dividieron los microsatélites en dos grupos para formar dos

hemihaplotipos. El primer hemihaplotipo comprendia los microsatélites situados en las regiones
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del MHC de clase I y lll (UMNJH-38, CPR110, ABGe9019 y UMNe65), y el segundo hemihaplotipo
los situados en la regién del MHC de clase Il (ABGe9030, EQMHC1, COR112, COR113, UMO11y
COR114) (Figura 2). Separados de esta forma determinaron 53 hemihaplotipos clase I-lll y 60
hemihaplotipos clase Il y observaron que algunos de los hemihaplotipos clase I-lll estaban
asociados con varios hemihaplotipos clase Il y viceversa. Analogamente, Holmes y colaboradores
(2019) determinaron 59 hemihaplotipos clase I-lll y 50 hemihaplotipos clase Il y observaron
también las relaciones entre las combinaciones de hemihaplotipos lo que les sugirié que habian

existido numerosas recombinaciones anteriores en ese punto del MHC.

MHC class |

J 29Mb 30Mb 31Mb 32Mb 33Mb |

UMOo11
COR114

UMNJH-38 €|
E_
{.._
é______..-—-—"‘
T |
e___
—4
é_____...—-—"'

COR110
ABGeESQ019
—UMNe65
—ABGe9030

I

Recomb.Event

Figura 2. Localizacién del punto de recombinacion entre los microsatélites UMNe65 y ABGe9030 (Sadeghi et al., 2018).

Jaworska y colaboradores (2020) detectaron en su estudio 15 eventos de recombinacion, los
cuales fueron observados con mayor frecuencia en los caballos Konik asilvestrados que en las
otras dos poblaciones estudiadas, los caballos Konik Polski estabulados y los caballos de tiro
polacos. Aunque la mayoria de las recombinaciones se localizaron en la regién de clase Il o entre
las regiones de clase Il y |l, detectaron recombinaciones en las tres regiones del MHC equino.
Por lo que, ademas del punto de recombinacién identificado por Sadeghiy colaboradores (2018),
sugirieron un nuevo punto de recombinacién en la regién del MHC de clase Il (Jaworska et al.,

2020).

Los eventos de recombinacidn son un importante mecanismo de variacién genética ya que
suponen la aparicion de nuevos haplotipos. Holmes y colaboradores (2019) estimaron la
posibilidad de que pudieran aparecer de forma natural 2000 haplotipos nuevos cada 100 afios
en la poblacion de caballos islandeses estudiada. Sin embargo, es dificil determinar el nimero
real debido a la accién humana que reduce la aparicidn de nuevos haplotipos. Por ejemplo,

muchos caballos no llegan a la edad adulta porque son destinados a carne o peleteria. Por otro
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lado, es comuin que muchos machos no lleguen nunca a ser elegidos como reproductores y
aunque un numero de hembras considerable es destinado a la reproduccién, estas no tienen

tanta descendencia como los machos (Holmes et al., 2019)

A parte de la recombinacién hay otros eventos genéticos que aportan variabilidad al MHC
equino. Jaworska y colaboradores (2020) detectaron tres eventos de conversion genética en su
estudio. En la poblacion asilvestrada de caballos Konik Polski detectaron dos conversiones, una
en una potra que presentaba en 6 microsatélites dos alelos procedentes del padre y ninguno de
la madre y una segunda potra que presentaba en un microsatélite dos alelos de la madre.
También localizaron una conversién genética en una potra de la poblacién de caballos de tiro
polacos que presentaba en dos microsatélites dos alelos de la madre. Ademads, detectaron
distintas mutaciones (inserciones y deleciones) en las 3 poblaciones. Junto con las
recombinaciones, las conversiones genéticas y las mutaciones supusieron la aparicion de 29
haplotipos nuevos (Jaworska et al., 2020). No obstante, dado el elevado nimero de eventos
genéticos encontrados en este estudio en comparacion con estudios anteriores, incluidas
conversiones genéticas que no habian sido descritas hasta ese momento en la region del MHC
equino, podria realizarse una secuenciacion de esos caballos para corroborar los hallazgos

encontrados por Jaworska y colaboradores (2020).

Los estudios sobre los haplotipos del MHC equino en distintas razas demuestran la gran
variabilidad que existe dentro el MHC, asi como, que dicha variabilidad depende en gran medida
de la raza. Algunas razas como el PSI o el SB presentan poca variabilidad de haplotipos del MHC,
ya que muchos individuos tienen los mismos haplotipos (Tseng et al., 2010). Por el contrario, en
otras razas como los caballos islandeses se identificaron un gran nimero de haplotipos distintos
en un numero reducido de animales estudiados y algunos haplotipos se observaron en un unico
individuo, lo que demuestra la gran diversidad genética que presentan los caballos islandeses.
La diferencia de variabilidad genética entre unas razas y otras puede ser debido a la estrategia
reproductiva. Las razas como el PSI y SB presentan un alto grado de endogamia y seleccion
artificial mientras que en las otras razas como los caballos arabes persas o los islandeses intervine
también la seleccidn natural y se intenta evitar en la manera de lo posible la endogamia (Holmes

et al., 2019).

Dado que la estrategia reproductiva puede ser un factor clave en la variabilidad del MHC, cabria
esperar que los caballos de tiro polacos, que tienen un libro genealdgico abierto y permiten el
cruzamiento con otras razas, presentaran mayor variabilidad genética que los caballos Konik

Polski que tienen un libro genealdgico cerrado desde hace afios. Sin embargo, el estudio de
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Jaworska y colaboradores (2020) demuestra lo contrario ya que los caballos Konik asilvestrados
presentaron un mayor nimero de eventos de recombinacién y conversién, y por tanto un mayor
numero de nuevos haplotipos en la descendencia. Esto puede ser debido a que, aunque en los
caballos de tiro polacos esta permitido el cruce con otras razas, se suelen elegir como
reproductores aquellos que presentan las caracteristicas fenotipicas deseadas de la raza de tiro
polaca. Mientras que los caballos Konik Polski o bien son seleccionados cuidadosamente para la
reproduccién cuando estan estabulados o bien se reproducen libremente cuando viven de forma
asilvestrada. También es posible que los factores ambientales y las condiciones de vida silvestre
puedan influir en la diversidad del MHC ya que, a pesar de ser la misma raza, los caballos Konik
Polski asilvestrados presentan mayor variabilidad genética que los caballos estabulados

(Jaworska et al., 2020).

5.1.1. Andlisis laboratorial del MHC equino mediante marcadores microsatélites

La determinacion laboratorial de los haplotipos del MHC equino a través del andlisis de
marcadores microsatélites se divide en 3 procedimientos: la extraccién de ADN, la amplificaciéon
de los fragmentos de microsatélites mediante la PCRy la realizacion de una electroforesis capilar
para separar y valorar el tamafio de los fragmentos amplificados (Tseng et al., 2010; Sadeghi

etal., 2018; Jaworska et al., 2020).

El ADN se extrae de los linfocitos presentes en la sangre venosa periférica obtenida por
venocentesis de la vena yugular externa. Inicialmente se aislaban los linfocitos de la sangre antes
de proceder a la extraccion de ADN (Tseng et al., 2010). No obstante, en el trabajo realizado en
el laboratorio se extrajo el ADN directamente a partir de sangre entera heparinizada utilizando
el kit comercial Quick-DNA™ 96 kit (Zymo Research; Orange, CA, USA). Primero se afiadi6 a las
muestras de sangre una solucién de lisis (Genomic Buffer Lysis) con el objetivo de romper las
membranas celulares y liberar el ADN, se dejo reposar 5 minutos y se centrifugd 15 minutos para
facilitar el proceso. Después se traspasaron las muestras a una placa de silicona (Figura 3) para
realizar el prelavado (DNA Pre-wash buffer) y el lavado (g-DNA Wash Buffer) centrifugando 15
minutos entre ambos y después del lavado con la finalidad de retirar los restos de membranas.
Por ultimo, se anadid la soluciéon de elucion (DNA Buffer Elution) a 65°C, la cual tras una
incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente y una centrifugacion de 10 minutos produce

la precipitacion del ADN.
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Figura 3. Traspaso a la placa de silicona de las muestras de sangre mezcladas con la solucidn de lisis tras la
centrifugacion de 15 minutos y antes de la adiccidn de la solucidn de prelavado.

Para la PCR es necesario afiadir a la muestra de ADN los desoxidonucledtidos (dATP, dCTP, dTTP
y dGTP) y la Tag ADN polimerasa necesarios para la formaciéon de nuevo ADN, asi como los
cebadores directo e inverso marcados fluorescentemente que sefialan el inicio y el final de cada
microsatélite y por tanto de los fragmentos a ampliar por la ADN polimerasa. Posteriormente se
incuba una serie de ciclos con unas determinadas condiciones que permiten la amplificacién de
los fragmentos de microsatélites. Primero uno ciclo de alta temperatura (952C - 9629C) durante
unos 5 minutos, seguido de 30-35 ciclos a 952C durante 30 segundos — 1 minuto, 582C — 602C
durante 30 segundos — 1 minuto y 722C durante 30 segundos — 1 minuto y por ultimo un ciclo a
72°C durante 10 — 20 minutos para la extension final (Tseng et al., 2010; Sadeghi et al., 2018;
Jaworska et al., 2020).

En el analisis laboratorial en el que se participd se disefid un panel de 10 marcadores
microsatélites ya descritos para la determinacion de haplotipos del MHC equino (Tseng et al.,
2010; Sadeghi et al., 2018) dividiéndolos en dos multiplex, el ELA1 (COR110, COR112, COR114,
UMO11y COR113)y el ELA2 (UMNJH-38, ABGe9019, UMNe65, ABGe9030 y EQMHC1). En ambos
casos, su utilizo el kit comercial QIAGEN® Multiplex PCR kit (Qiagen; Hilden, Germany) y se afiadié
a cada pocillo de la placa de PCR 1 ul de gADN, 0,5 pl de la mezcla que incluye los cebadores para
dichos marcadores (Tabla 2) y 3 ul de Master Mix, 0,6 ul de Q-solutiony 0,9 ul de agua bidestilada

proporcionados por el kit comercial.
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Tabla 2. Secuencias de los cebadores de los marcadores microsatélites utilizados en el analisis laboratorial de los
haplotipos del MHC equino y el rango de pares de bases (bp) de los alelos para cada marcador.

Microsatélites Fluorocromo Secuencia de cebadores Rango alelos (bp) Fuente
F FAM TGTGTGTGCACCTGTCCTTT Sadeghiet al.,
UMNJH-38 140-165
R’ GATGGGAGGGAATGAGGAAT 2017
MHC I
F TTTGGTCTTTGCAGGTATGG Tseng et al.,
COR110 194-225
R VIC TCTCCCTTCCTCTTTGTTCC 2010
F FAM CTGAGAGAGACAGCATTTGTGG Sadeghi et al.,
ABGe9019 297-320
R’ GAAAGGTGTCTCCATTCTTGCT 2017
MHC Il
F’ AT550 (NED) TCGCAAAACCCACAGACTAC Sadeghi et al.,
UNMe65 247-269
R’ TTCTCCTTTCCTTCCACTCC 2017
F’ AT565 (PET) CCAGCAGACCTGCAAGAGTA Sadeghi et al.,
ABGe9030 205-221
R’ AGCATGAGAGCCATGAAGGT 2017
F AT532 (VIC) ATGCATACCGGGAAAGACAG Sadeghi et al.,
EQMHC1 180-199
R’ AGAGACTTCAGTCTCTGTGGTG 2017
F TTACCTGGTTATTGGTTATTTGG Tseng et al.,
COR112 237-270
R NED TCACCCACTAAATCTCAAATCC 2010
MHC I
F TCAGACTCCTGGCTCCCTTA Tseng et al.,
COR113 260-280
R FAM GTCTTTCTGCAGCCTGTCCT 2010
F TGAAAGTAGAAAGGGATGTGG Tseng et al.,
umo11 165-184
R FAM TCTCAGAGCAGAAGTCCCTG 2010
F TCAAAATCCACACTCCCTTC Tseng et al.,
COR114 234-259
R PET TCCATAAAGAGTGGGACACTG 2010

Una vez pipeteado todos los elementos en cada uno de los pocillo de la placa PCR se incubd con
las siguientes condiciones: 1 ciclo a 959C durante 15 minutos; 30 ciclos a 952C durante 30
segundos, 582C durante 1 minuto y 722C durante 1 minuto; 1 ciclo a 722C durante 30 minutos
para la elongacion final; por ultimo, se mantuvo a 42C hasta que se retird y se procedié a realizar

el ultimo paso (Figura 4).

Manage Steps

Figura 4. Condiciones de la PCR llevada a cabo en el anélisis laboratorial de haplotipos del MHC equino.
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Para finalizar el andlisis laboratorial de marcadores microsatélites es necesario llevar a cabo una
electroforesis capilar con el fin de poder analizar los fragmentos amplificados en la PCR. A cada
una de las muestras se le afiade el marcador de talla comercial para poder valorar el tamafio de
los fragmentos y formamida altamente desionizada que es desnaturalizante e impide que los
fragmentos se vuelvan a juntar durante la electroforesis (Tseng et al., 2010; Sadeghi et al., 2018;
Jaworska et al., 2020). Para la electroforesis llevada a cabo en el trabajo laboratorial realizado se
diluyé primero la muestra 1:40 para evitar que se sobrepasase el rango de fluorescencia que
puede leer el equipo y se utilizé una mezcla de formamida y el marcador de talla comercial
GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems; Woolston, Warrington, UK) que
contenia por cada muestra 12 pl de formamida y 0,3 pl de marcador. En cada pocillo de la placa
para el analizador se afiadieron 2 pl de producto de la PCR y 12 pl de mezcla de formamida y
marcador de talla, se incubaron 5 minutos a 952C para desnaturalizar el ADN y se introdujo en
el equipo (SeqStudio Genetic Analyzer) para la realizacion de la electroforesis capilar. Los

resultados se analizaron con el programa GeneMapper Software 6.

El andlisis de microsatélites solo estudia la longitud de ciertos fragmentos, por lo que Unicamente
engloba una parte de la regién del MHC. Actualmente se estan desarrollando nuevos métodos
de genotipado completo de esta regidn que permitiran valorar mejor la variabilidad genética del
MHC. Vasoya y colaboradores (2023) han disefiado una plataforma de secuenciacién de las
regiones del MHC equino de clase | y de clase Il y con ella han determinado 33 haplotipos para

el MHC de clase | y 41 para el de clase Il, en caballos PSI, islandeses y Fjord.

5.2. RESPUESTA INMUNITARIA

El sistema inmune estd compuesto por un grupo de células, tejidos y sus productos encargados
de luchar contra los agentes extrafios que atacan el organismo y eliminarlos. Estos agentes son
principalmente microorganismos como bacterias, virus y parasitos, pero también pueden

tratarse de agentes internos como células cancerigenas (Mak y Saunders, 2005).

El organismo cuenta con dos lineas de defensa que actdan coordinadamente y que se diferencian
en la especificidad de sus mecanismos de accidn. Estas dos lineas son la respuesta innata y la
respuesta adquirida (Mak y Saunders, 2005). Asi mismo, la respuesta inmunitaria se puede
dividir en la respuesta humoral encargada de la produccion de anticuerpos contra los antigenos
de agentes extrafios y la respuesta mediada por células que produce la destruccion de células

infectadas con patdgenos intracelulares o alteradas y células ajenas (Kafrawy, 2002).
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La primera respuesta en activarse es la innata cuyas dos herramientas principales son la
presencia de barreras fisicas, quimicas y moleculares que impiden la entrada de agentes extrafios
y la existencia de células capaces de reconocer patrones moleculares presentes en diversos
patdgenos. Este reconocimiento es minimamente especifico, lo que significa que la respuesta
producida ante diferentes agentes es la misma, asi como tras varias exposiciones consecutivas al
mismo patégeno. La respuesta innata en la mayoria de los casos no es capaz de neutralizar por
si sola a los agentes extrafios, por lo que, las células encargadas de la respuesta innata producen
mensajeros quimicos denominados citoquinas que activan la respuesta adaptativa (Mak y

Saunders, 2005).

La funcién de la respuesta adaptativa es desencadenar una reaccion especifica frente a los
antigenos de los agentes extrafios para acabar destruyéndolos. Los antigenos son sustancias que
desencadenan la produccion de anticuerpos por los linfocitos B y la activacidn de los linfocitos T
al unirse especificamente a ellos. Las células de la respuesta adaptativa se activan y actudan de
forma especifica a los antigenos que han desencadenado la respuesta inmunitaria.
Adicionalmente, ante una segunda exposicidon al mismo antigeno, la respuesta adaptativa sera

mayor y mas rapida que en la primera exposicion (Mak y Saunders, 2005).

Las células que participan en la respuesta inmunitaria se denominan leucocitos o glébulos
blancos. Los neutrdfilos son los principales leucocitos en la respuesta innata, ya que fagocitan y
destruyen patégenos, principalmente bacterias. Otras células que participan en la respuesta
innata son las NK encargadas de la lisis de células tumorales o infectadas por virus. Los
macrdfagos podrian considerarse como los leucocitos que comunican la respuesta innata con la
adaptativa, debido a que fagocitan patdgenos y presentan sus antigenos a las principales células
de la respuesta adaptativa, que son los linfocitos B y los linfocitos T. Los linfocitos T se dividen en
linfocitos T helpers (Th), linfocitos T citotdxicos (Tc) y linfocitos T reguladores (Tr) (Mak y
Saunders, 2005).

El principal objetivo de la respuesta humoral es la produccidon de anticuerpos contra los
antigenos externos. Los linfocitos B son los encargados de reconocer los antigenos solubles sin
necesidad de que sean procesados previamente y de producir anticuerpos especificos contra
ellos. Segun el mecanismo de elaboracién de anticuerpos existen dos tipos de antigenos: los T-
independientes y los T-dependientes. Los linfocitos B son capaces de activarse tras reconocer y
unirse a antigenos T-independientes sin necesidad de la intervencién de otras células. Sin

embargo, si los linfocitos B se unen a antigenos T-dependientes requieren de la ayuda de los
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linfocitos Th. La liberacion de citoquinas denominadas interleuquinas por los linfocitos Th al

reconocer el antigeno activan a los linfocitos B (Kafrawy, 2002; Mak y Saunders, 2005).

Una vez activados los linfocitos B se multiplican y se transforman en células plasmaticas o en
linfocitos B de memoria. La funcién de las células plasmaticas es producir anticuerpos especificos
contra el antigeno que han reconocido, mientras que la funcién de los linfocitos B de memoria
es mantener una reserva de linfocitos B ya sensibilizados para actuar de forma mas rapida y
potente la préxima vez que se produzca una exposicién al mismo antigeno. Los linfocitos B
pueden transformarse por si mismos en células plasmaticas una vez activados, pero para que se
transformen en linfocitos B de memoria es necesario la ayuda de los linfocitos Th. La unién de la
molécula CD40L de la superficie de membrana del linfocito Th con la molécula CD40 del linfocito
B produce una seial que bloquea la transformacién a célula plasmatica y permite que el linfocito

B pase a ser un linfocitos B de memoria (Mak y Saunders, 2005).

Las células que llevan a cabo la respuesta inmunitaria mediada por células son los linfocitos T.
Existen tres tipos principales de linfocitos T. Los linfocitos Th liberan citoquinas que actian como
mensajeros sobre otras células del sistema inmune, mientras que los linfocitos Tc producen lisis
celular. Por el contrario, los linfocitos Tr se encargan de controlar la respuesta inmunitaria
mediante la tolerancia periférica, inhiben los linfocitos T activados y secretan citoquinas

inmunosupresoras (Mak y Saunders, 2005).

Los linfocitos T después de 2-3 dias tras realizar su funciéon en la respuesta inmune sufren lo que
se conoce como muerte celular programada o agotamiento. Solo una pequeiia cantidad de
linfocitos T sobreviven convirtiéndose en linfocitos T de memoria que, al igual que los linfocitos
B de memoria, su funcién es actuar como linfocitos ya sensibilizados para desencadenar una

respuesta mas rapida y potente ante una nueva exposicion (Mak y Saunders, 2005).

Al contrario que los linfocitos B, los linfocitos T no son capaces de reconocer y unir antigenos
solubles, sino que necesitan que otras células se los presenten. Estas células digieren los
antigenos en péptidos que son los que presenten en su superficie de membrana a través de las
moléculas MHC. Los linfocitos T solo pueden activarse al reconocer el complejo formado por el
péptido y la molécula MHC. Existen dos tipos de moléculas MHC, las moléculas MHC de clase |
(MHC 1) y las moléculas MHC de clase Il (MHC Il). Las moléculas MHC | se encuentran en la
mayoria de las células nucleadas, mientras que las MHC Il se encuentran solo en células
presentadoras de antigenos especificas (APCs por sus siglas en inglés Antigen-Presenting Cells)

como macrdéfagos o linfocitos B (Kafrawy, 2002; Mak y Saunders, 2005).
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Dada la funcién de las moléculas MHC | y [l como presentadoras de antigenos para desencadenar
una respuesta inmunitaria contra peligros externos e internos, el polimorfismo de los genes del
MHC es un importante mecanismo para la supervivencia de una especie (Alexander, Bailey y
Woodward, 1987; Mak y Saunders, 2005). Desde el punto de vista individual, la existencia de
distintos genes que codifican las moléculas MHC y la codominancia con la que se expresan los
alelos parentales para cada loci, permite que cada molécula MHC de un individuo sea capaz de
presentar distintos antigenos, aunque no simultdneamente. Si también se tiene en cuenta el
elevado nimero de moléculas MHC en la superficie de cada célula, la cantidad de antigenos que
pueden ser presentados a la vez es considerable, lo que favorece el reconocimiento por parte de
los linfocitos T. Desde el punto de vista de la especie, el polimorfismo permite que haya multiples
alelos diferentes repartidos por todos los individuos de una poblacion, por lo que hay mas
posibilidades de que parte de la poblacién pueda desencadenar una reaccidon inmunitaria
satisfactoria frente a un patdgeno concreto, permitiendo la supervivencia de la especie, aunque

no necesariamente la de todos los individuos (Mak y Saunders, 2005).

Segun el tipo y procedencia del antigeno, tras su metabolizacidn por la célula, el péptido es
presentado en una u otra clase de molécula MHC lo que supone el reconocimiento por linfocitos
T diferentes y por tanto una respuesta inmunitaria distinta (Figura 5). Los péptidos expuestos por
moléculas MHC | solo pueden ser reconocidos por linfocitos T que presenten moléculas CD8 en
su superficie, mientras que los péptidos presentados por moléculas MHC Il solo pueden ser
reconocidos por linfocitos T que contengan moléculas CD4 superficiales (Kafrawy, 2002; Mak y

Saunders, 2005).

Tanto en el caso de células infectadas por virus u otros patdgenos intracelulares como en el caso
de células cancerigenas, los antigenos se encuentran en el interior de la célula y tras ser
metabolizados en péptidos se exponen en moléculas MHC I. Los linfocitos T CD8+ reconocen
estos péptidos, se activan a linfocitos Tc y provocan la lisis de las células con la que interactidan

(Kafrawy, 2002; Mak y Saunders, 2005).

Los antigenos exdgenos procedente por ejemplo de toxinas bacterianas o restos celulares son
fagocitados y metabolizados en péptidos por las APCs que exponen los péptidos resultantes en
moléculas MHC II. En este caso son los linfocitos T CD4+ los que reconocen en estos péptidos, se
activan a linfocitos Th y liberan citoquinas para activar a linfocitos B, macréfago y linfocitos Tc

(Kafrawy, 2002; Mak y Saunders, 2005).
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Figura 5. Los linfocitos T CD4+ reconocen péptidos presentados por las APCs a través de moléculas MHC Il y al activarse
liberan citoquinas para activar linfocitos B y Tc. Los linfocitos T CD8+ reconocen péptidos presentados por células
infectadas a través de moléculas MHC | y al activarse producen la lisis de estas células (Mak y Saunders, 2005).

En el caso de células o tejidos trasplantados las moléculas MHC | y MHC |l extrafias, que no
coinciden con las del propio organismo, son reconocidas por los linfocitos T. Los linfocitos T CD4+
reconocen las moléculas MHC Il extrafias, se activan y liberan citoquinas. Los linfocitos T CD8+ al
reconocer las moléculas MHC | extraias junto con la presencia de citoquinas producidas por los
linfocitos T CD4+ se activan y producen la destruccién de las células y tejidos que presentan

moléculas MHC extraias (Kafrawy, 2002).

La respuesta inmune inducida por el reconocimiento de moléculas MHC extrafias procedente de
células y tejidos trasplantados tiene gran importancia en las terapias alogénicas de la medicina
regenerativa, ya que puede suponer el rechazo de los productos bioldgicos administrados y por

tanto la falta de eficacia del tratamiento (Berglund y Schnabel, 2017).

5.2.1. Medicina regenerativa

La medicina regenerativa engloba al conjunto de terapias que tienen como objetivo favorecer la
reparacion, sustitucion, restauracion y regeneracion de células, tejidos y érganos que se han
perdido o han sido dafiados por lesiones, enfermedades o el paso del tiempo (Spaas, Guest y

Van De Walle, 2012; Dahlgren, 2018).

Las terapias regenerativas se pueden dividir en dos grandes grupos segun si se basan en el uso

de células madre o no (Smith, Garvican y Fortier, 2014). El segundo grupo estd formado
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principalmente por terapias que utilizan factores de crecimiento y productos hemoderivados

autélogos (Smith, Garvican y Fortier, 2014; Dahlgren, 2018; Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021).

Los factores de crecimiento como el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1 por sus
siglas en inglés Insulin-like Growth Factor-1) o el factor de crecimiento transformante (TGF-B por
sus siglas en inglés Transforming Growth Factor-B) se utilizan en medicina regenerativa para
favorecer la formacién y crecimiento de los tendones, pero su eficacia no esta del todo clara

(Smith, Garvican y Fortier, 2014).

Los hemoderivados autdlogos son productos a base de plasma o suero obtenidos de la propia
sangre del paciente tras una minima manipulacion. Estos hemoderivados son el PRP, el suero
autélogo condicionado (ACS de sus siglas en inglés Autologous Conditioned Serum) y la solucion
proteica autdloga. Todos ellos reducen la inflamacién, protegen el tejido, reclutan células
prorregenerativas como células madre y macréfagos y favorecen la neovascularizacion a través
de factores de crecimiento, citoquinas y nutrientes (Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021). EI PRP es una
de las terapias regenerativas mas utilizada en caballos (Smith, Garvican y Fortier, 2014). Se
elabora a partir de la sangre anticoagulada del paciente, centrifugada o filtrada para eliminar los
glébulos rojos y obtener un producto con una alta concentracién de plaquetas (Smith, Garvican
y Fortier, 2014; Dahlgren, 2018). El PRP favorece la neovascularizacion y mejora la fuerza tensil y
elasticidad (Smith, Garvican y Fortier, 2014) gracias al aporte de fibrina del plasma (Dahlgren,
2018) y factores de crecimiento y citoquinas liberados por las plaquetas (Ribitsch, Oreff y Jenner,
2021). La principal diferencia entre el PRP y el ACS es que el ACS se elabora tras la coagulacion
de la sangre, por lo que no presenta células ni factores de coagulacién como protrombina o
fibrindgeno, pero si contiene globulinas y albumina. Su efecto se debe principalmente a la

presencia de citoquinas y factores de crecimiento (Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021).

Por otro lado, dentro del grupo de terapias regenerativas basadas en el uso de células madre
existen distintos tipos de células madre, las MSCs, las células madre embrionarias (ESCs por sus
siglas en inglés Embryo-drived Stem Cells) y las células madre pluripotenciales inducidas (iPSCs
por sus siglas en inglés induced Pluripotent Stem Cells). Las ESCs se obtienen de células de
embriones de 7 dias lo que presenta un problema practico y ético, las iPSCs no tienen ese
problema ético y tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular. Sin embargo, las
células madre mas utilizadas en medicina regenerativa son las MSCs (Smith, Garvican y Fortier,
2014). Las MSCs son células plasticas adherentes que se renuevan continuamente y son capaces
de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Dominici et al., 2006;

Smith, Garvican y Fortier, 2014). Asi mismo, las MSCs presentan en sus superficie un panel de
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marcadores especifico que varia entre especies (Ranera etal., 2011). Las MSCs humanas
expresan CD105, CD73, CD90, CD44, CD106 y CD166 y no expresan CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79a o CD19 y HLA-DR, mientras que las MSCs equinas expresan CD29, CD90, CD73, CD105,
CD44, CD13, CD146, CD166, CD49d, CD106 y no expresan CD45 y CD31 (Dominici et al., 2006;
Ranera et al., 2011). Esta expresion de moléculas de superficie también varia segun el origen de
las células madre (Ranera et al., 2011). Las MSCs se obtiene principalmente de la médula ésea o
del tejido adiposo, pero también pueden obtenerse de otras localizaciones como la sangre del

corddn umbilical, la membrana amnidtica y el liquido sinovial (Smith, Garvican y Fortier, 2014).

En los caballos, la medicina regenerativa se utiliza principalmente para tratar lesiones del sistema
musculoesquelético (Smith, Garvican y Fortier, 2014) y esta evolucionando muy rapidamente en
los ultimos afios (Dahlgren, 2018). Los avances en este campo no solo favorecen la medicina
equina, sino que pueden ser extrapolados a la medicina humana. A pesar de que se suelen
utilizar como modelos animales especie de pequefio tamafio por temas econdmicos vy
restricciones legales y éticas, el caballo es uno de los mejores modelos para el estudio del sistema
musculoesquelético. Los tejidos de este sistema de los caballos presentan una composicion y
estructura similar a los de los humanos, asi como su comportamiento tras un trauma, por lo que
las enfermedades y lesiones del aparato locomotor de los caballos son muy semejantes a las de
los humanos, permitiendo que los hallazgos en medicina equina puedan servir de base para la

medicina humana y viceversa (Smith, Garvican y Fortier, 2014).

Las lesiones en los tendones y ligamentos son uno de los problemas ortopédicos mas comunes
en los caballos (Spaas, Guest y Van De Walle, 2012). Las tendinopatias y desmopatias se han
tratado tradicionalmente mediante reposo, aplicacion de frio, vendajes compresivos y ejercicio
progresivo y controlado con el objetivo de optimizar la reparacidn de las estructuras dafiadas.
Sin embargo, debido a la baja celularidad, vascularizaciéon y metabolizacién de los tendones y
ligamentos de caballos adultos, las terapias conservadoras requieren tiempos de recuperacion
largos y en la mayoria de los casos la formacion de cicatrices fibrosas no permite recuperar
completamente las propiedades biomecanicas de estos tejidos (Spaas, Guest y Van De Walle,
2012; Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021). Por el contrario, las terapias regenerativas, como su propio
nombre indica, tienen como objetivo la regeneracion de los tejidos dafiados, en vez de
simplemente su reparacidn, para conseguir una mejor recuperacion de la funcionalidad de las
estructuras (Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021). Por eso, el uso de MSCs para el tratamiento de
lesiones tendinosas y ligamentosas se ha convertido en una terapia comun en los ultimos afios
(Dahlgren, 2018). En un principio se pensaba que las MSCs actuaban diferenciandose e

incorporandose al tejido dafo, sin embargo, actualmente se conoce que el principal mecanismo
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de accién de estas células es paracrino, secretan mediadores quimicos y factores que actudan
sobre las células de alrededor (Smith, Garvican y Fortier, 2014). A través de este mecanismo las
MSCs disminuyen la infiltracion de células del sistema inmune y la concentracién de citoquinas
proinflamatorias y aumenta la perfusidn, neovascularizacién y concentracion de citoquinas
antiinflamatorias. Las MSCs también pueden combinarse con los PRPs para mejorar la
organizacion del coldgeno ademas de la neovascularizacion. A parte de en las tendinopatias y
desmopatias, las MSCs y PRPs pueden utilizarse en otros trastornos ortopédicos como la

osteoartritis o la laminitis (Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021).

A diferencia de los PRPs que son terapias autélogas, es decir, provienen del propio paciente, las
MSCs pueden ser tanto autdlogas como alogénicas, es decir, provenir de otro individuo de la
misma especie. El problema con las terapias alogénicas es que pueden provocar una respuesta
de rechazo (Spaas, Guest y Van De Walle, 2012; Ribitsch, Oreff y Jenner, 2021). Como
inicialmente las MSCs se consideraban inmunoprivilegiadas, ya que por su capacidad
inmunomoduladora y antiinflamatoria se pensaba que no eran reconocidas por el sistema
inmune y pasaban desapercibidas, se creia que su uso alogénico era seguro. Sin embargo, ahora
se conoce que si que desencadenan una respuesta inmune por lo que se consideran
inmunoevasivas (Ankrum, Ong y Karp, 2014). Dado que las terapias regenerativas son mas
eficaces si se administran lo antes posible tras una lesién, en la fase inflamatoria antes de la
proliferacion de fibroblastos y el desarrollo del tejido cicatricial (Spaas, Guest y Van De Walle,
2012), poder usar MSCs alogénicas ya preparadas en vez de tener que esperar a cultivar las MSCs
autdlogas seria de gran ventaja para mejorar la eficacia del tratamiento (Schnabel et al., 2014).
Ademas, las MSCs autdlogas pueden ver afectada su calidad por la edad y estado de salud del
paciente (Berglund et al., 2021). Por todo ello en los ultimos afios se han realizado diferentes

estudios para conocer la relacion entre las MSCs y el sistema inmune.

Las MSCs interactuan con el sistema inmune principalmente a través de las moléculas expresadas
en su superficie, sobre todo a través de las moléculas involucradas en la presentacion antigénica
(MHC I, MHC II, CD80, CD40, CD40L) (Remacha et al., 2015). Las MSCs equinas presentan una
expresion moderada de moléculas MHC | en su superficie, mientras que la expresion de
moléculas MHC Il es muy variable entre caballos de distintas razas y distintas edades e incluso
MSCs obtenidas del mismo animal, pero de distintos tejidos y en momentos distintos pueden

presentar una expresion de moléculas MHC Il distinta (Schnabel et al., 2014; Kamm et al., 2019).

El sistema inmune del paciente puede reconocer las moléculas MHC extrafias de la superficie de

las MSCs administradas. Esto supone la activacién de los linfocitos T y B tanto in vitro como in
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vivo (Schnabel etal., 2014; Pezzanite etal., 2015). La respuesta celular y humoral
desencadenada por las MSCs alogénicas produce la destruccion de las MSCs antes de que
puedan desempefiar su funcidn de regeneracién del tejido dafiado, lo que reduce su eficacia
terapéutica (Berglund y Schnabel, 2017). Rowland y colaboradores (2021) estudiaron el efecto
que tiene la administracién de MSCs autdlogas y alogénicas con MHC compatible e incompatible
sobre la respuesta inmunitaria. Con ninguno de los tipos de MSCs observaron signos clinicos de
inflamacién tras una primera administracion, aunque si que detectaron una activacion de la
respuesta innata y adaptativa con la administracién de MSCs incompatibles, asi como la
formacidon de anticuerpos especificos que no hallaron tras la administracion de MSCs
compatibles o autélogas. También determinaron que la memoria inmunoldgica tiene un papel
importante en el rechazo de las MSCs incompatibles, ya que ante una segunda administracion si
observaron signos de inflamacion local en los animales y ademads detectaron una mayor
respuesta inmunitaria, que no se producia con las MSCs autélogas o compatibles. Por tanto, para
eludir el rechazo de las MSCs alogénicas es necesario conocer los haplotipos del MHC de donante
y receptor para comprobar que sean compatibles, de tal forma que los antigenos del MHC del
donante sea lo mas parecido a los del receptor evitando asi el reconocimiento inmunoldgico
(Schnabel et al., 2014; Kamm et al., 2019). No obstante, la capacidad de inmunomodulacién de
las MSCs les permite inhibir la proliferacidn de linfocitos T y evitar el reconocimiento alogénico

en cierta medida (Berglund et al., 2021).

Recientemente se han llevado a cabo distintos estudios para conocer mejor la inmunogenicidad
de las MSCs, es decir, su capacidad para desencadenar una respuesta inmunitaria. Schnabel y
colaboradores (2014) determinaron no solo que la expresidn de moléculas del MHC Il es muy
variable de forma natural, sino que también puede modificarse segun las condiciones a las que
se expongan las MSCs. Tras un periodo de cultivo prolongado la expresion de MHC Il suele
disminuir, aunque en algunos casos las MSCs pueden seguir manteniendo una elevada expresion
de estas moléculas (Schnabel et al., 2014). Por otro lado, la exposicidon de las MSCs a factores
proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a por sus siglas en inglés Tumor
Necrosis Factor a) y el interferdn y (INF-y) aumenta la expresién de moléculas MHC (Schnabel

et al., 2014; Barrachina et al., 2016).

El aumento de la expresion de moléculas MHC supone un incremento de inmunogenicidad de
las MSCs incompatibles y en consecuencia que sean mas facilmente detectadas y destruidas por
el sistema inmune (Barrachina et al.,, 2020; Cequier et al., 2022a). Sin embargo, existe un
equilibrio entre las propiedades inmunogénicas e inmunomoduladoras de las MSCs (Cequier

etal., 2022b), ya que la exposicion a TNF-a e INF-y también aumenta la capacidad
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inmunomoduladora de las MSCs y mejorar sus efectos antiinflamatorios (Barrachina et al.,

2016).

Las MSCs modulan el sistema inmune a través del aumento de linfocitos Tr (Kamm et al., 2021),
lo que da lugar a una disminucidn de linfocitos T y B (Cequier et al., 2022a). Sin embargo, la
capacidad inmunomoduladora de las MSCs no es suficiente para evadir la respuesta inmunitaria
(Rowland et al., 2021), lo que ha llevado a la investigacidon de estrategias para potenciar la
capacidad inmunoevasiva de las MSCs. Berglund y colaboradores (2017 y 2021) estudiaron la
posibilidad de reducir la expresiéon de moléculas MHC de la superficie celular y demostraron in
vitro que el tratamiento de MSCs con TGF-2 reduce la expresién de MHC, asi como la expresion
de estas moléculas inducida por el INF-y, sin reducir su capacidad de secrecidn de citoquinas y

factores inmunomoduladores.

Dado que aun queda mucho por descubrir sobre las MSCs y su relacién con el sistema inmune,
actualmente se considera que para evitar rechazos y maximizar la eficacia de las terapias
regenerativas solo deberian utilizarse MSCs autdlogas o alogénicas con MHC compatible entre
donante y receptor (Rowland et al., 2021). Por ello es tan importante el estudio de los haplotipos

del MHC de los caballos, ya que facilita emparejar un paciente con un donante compatible.

5.2.2. Resistencia y susceptibilidad a enfermedades

A lo largo de los anos estudiando la variabilidad del MHC se ha demostrado que existe una
relacion entre algunos haplotipos y alelos del MHC vy la resistencia o susceptibilidad a ciertas
enfermedades. Determinar estos haplotipos supondria una ventaja a la hora de identificar
animales en riesgo para estas enfermedades (Hughes y Nei, 1992; Brinkmeyer-Langford et al.,

2013).

Una de las primeras enfermedades que se asocié con haplotipos del MHC en los caballos fue el
sarcoide equino, uno de los tumores mas frecuentes en esta especie. El sarcoide equino es una
neoplasia cutdnea fibroblastica no metastatica, pero con un fuerte caracter invasivo cuyo agente
etioldgico es el Papilomavirus bovino (Lancaster, Theilen y Olson, 1970; Lazary et al., 1985;
Goodrich et al., 1998). Aparece de forma asilada o multiple en distintas localizaciones, a veces
inoportunas como el parpado o la zona de la cincha o la cabezada, pero no suele comprometer
la vida del animal. A pesar de que existen numerosos tratamientos para el sarcoide equino, uno
de los principales es el tratamiento quirdrgico, aunque ser frecuente la recurrencia tras la cirugia

(Lazary et al., 1985; Goodrich et al., 1998). La asociacién de esta enfermedad con el MHC equino
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se ha estudiado en distintas razas. El haplotipo ELA-A3, B1 se ha relacionado con mayor
susceptibilidad a desarrollar sarcoides en caballos irlandeses, razas suizas, Silla Francés (Lazary

et al., 1985), PSI (Meredith et al., 1986) y mestizos de razas suecas (Brostrom et al., 1988).

Lazary y colaboradores (1985) determinaron que, junto al haplotipo ELA-A3, B1, los caballos de
raza irlandesa con haplotipos ELA-W11 tienen 4 veces mas posibilidades de desarrollar sarcoides,
mientras que en los caballos de razas suizas y los de la raza Silla Francés, junto al ELA-A3, B1, es
el ELA-AS el haplotipo que se relaciona con una mayor susceptibilidad. Brostrom y colaboradores
(1988) observaron que el haplotipo ELA-A3 en los caballos mestizos de razas suecas supone el
doble de riesgo y el haplotipo ELA-W13 implica 3 veces mas riesgo de desarrollar sarcoides. Por
otro lado, el haplotipo ELA-A5S se ha asociado con un inicio temprano en la aparicion de sarcoides

y el ELA-W13 con un mayor riesgo de recurrencia después de la cirugia (Brostrom, 1995).

La rinoneumonitis equina también se ha estudiado para conocer su relacidn con la variabilidad
del MHC. Esta enfermedad esta causada por distintos tipos del herpesvirus equino (EHV), el EHV-
4 se asocia principalmente con la clinica respiratoria, mientras que EHV-1 se asocia ademas con
abortos, potros enfermos y clinica nerviosa (Ostlund, 1993). El EHV se transmite por el aire e
infecta células epiteliales respiratorias y leucocitos mononucleares en linfonodos, dando lugar a
una viremia asociada a leucocitos. El EHV-1 también infecta células endoteliales de arterias y
capilares del sistema nervioso central, produciendo una vasculitis y en consecuencia una

encefalomielitis (Sasaki et al., 2011a).

Tanto el EHV-1 como el EHV-4 utilizan las moléculas de superficie MHC | como receptores para
su entrada en las células a las que infectan (Sasaki et al., 2011a; Azab et al., 2014). Sasaki y
colaboradores (2011b) observaron que el aminodcido en la posicion 173 del dominio a2 de la
cadena pesada de la molécula MHC | influia en la eficacia de entrada de EHV-1. Asi mismo, Azab
y colaboradores (2014) determinaron que las moléculas MHC | que no presentaban alanina en
esa localizacion eran altamente resistentes a la entrada de EHV-1 y EHV-4. Sin embargo, la
mayoria de moléculas MHC | presentan alanina en la posicién 173 por lo que la mayoria de los
haplotipos serian susceptibles a esta enfermedad. No obstante, aunque la presencia de alanina

es necesaria no es suficiente por si sola para desarrollar la enfermedad (Azab et al., 2014).

También se ha estudiado la capacidad de las moléculas MHC para presentar antigenos del EHV a
los linfocitos Tc y que se produzca una respuesta inmunitaria de lisis de la célula infectada,
destruyendo asi al virus. Kydd y colaboradores (2006) observaron que las moléculas MHC | de
los caballos con haplotipo ELA-A3, B2 eran capaces de presentar los péptidos de la proteina

inmediata temprana (proteina IE por sus siglas en inglés Immediate Early protein) del EHV y
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desencadenar una respuesta celular. Por otro lado, si aparece de forma homocigota, el alelo B2
del haplotipo ELA-A3 se ha asociado también con la pérdida de gestacion en yeguas infectadas
con el EHV-1 (Kydd et al., 2016). En 2014, Kydd y colaboradores determinaron que en los caballos
PSI con haplotipo ELA-A2 las moléculas MHC | eran capaces de presentar los péptidos de la
proteina IE y activar a los linfocitos Tc, pero las moléculas MHC | de los caballos PSI con haplotipos

ELA-AS5 no.

La susceptibilidad y resistencia de la hipersensibilidad a la picadura de insectos (IBH por sus siglas
en inglés Insect Bite Hypersensitivity) también se ha asociado con haplotipos del MHC. La IBH es
una enfermedad multifactorial en la que interactdan un amplio nimero de genes y distintos
factores ambientales. Sin embargo, Andersson y colaboradores (2012) determinaron que los
caballos islandeses y los ponis Exmoor presentaban mayor susceptibilidad a la IBH si eran
homocigotos para los genes del MHC Il. En concreto, el alelo 274 del microsatélite COR122 del
MHC Il esta asociado con la susceptibilidad a la IBH. Por otro lado, el alelo 257 del microsatélite
COR113 y el alelo 170 del UMO11 estan relacionados con la resistencia a la IBH (Klumplerova

etal., 2013).

Otra enfermedad en la que se ha encontrado una relacidon entre haplotipos y una mayor
susceptibilidad es la uveitis recurrente equina (ERU por sus siglas en inglés Equine Recurrent
Uveitis). Deegy colaboradores (2004) asociaron el haplotipo ELA-A9 para el MHC | con una mayor
susceptibilidad a desarrollar ERU en caballos alemanes de sangre caliente. Posteriormente, Fritz
y colaboradores (2014) determinaron en caballos Appaloosa que los alelos 224 y 227 del
microsatélite 472-260y los alelos 205 y 207 del microsatélite EQMCH1 estan sobrerrepresentado

en caballos con ERU.

McClure y colaboradores (1988) estudiaron la relacidn de distintas enfermedades con el MHC en
caballos PSl y cuarto de milla y asociaron el haplotipo ELA-A9 con una mayor susceptibilidad a la
condritis aritenoidea en PSI, pero no encontraron relacion entre los haplotipos del MHC y la
hemiplejia laringea ni la criptorquidia. Aunque si encontraron una conexion entre los haplotipos
ELA-A4 y A5 y la hernia umbilical, esta no era significativa para determinar que los caballos con

dichos haplotipos eran mas susceptibles a desarrollar una hernia umbilical.

La compatibilidad del MHC entre yeguas y sementales también se ha estudiado para valorar el
efecto que tiene sobre la reproduccidn. Burger y colaboradores (2015) estudiaron el efecto sobre
los niveles de testosterona, el nimero de espermatozoides eyaculados y la motilidad
espermatica de caballos expuesto a yeguas con MHC similar (al menos un antigeno MHC igual)

o con MHC distinto (ningun antigeno igual). La motilidad espermatica no se veia afectada por el
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MHC de la yegua, pero los niveles de testosterona y numero de espermatozoides si. Los
sementales expuestos a yeguas con MHC similar presentaban niveles de testosterona inferiores
y menor numero de espermatozoides que los expuestos a yeguas con MHC distinto. Burger y
colaboradores (2017) también determinaron que era mas probable que las yeguas expuestas a
sementales con MHC distinto se quedaran prefiadas que si se exponian a sementales con MHC

similar.

Por otro lado, Jeannerat y colaboradores (2020) estudiaron el efecto de la compatibilidad del
MHC sobre la supervivencia del embrién. La semejanza del MHC entre yeguas y sementales no
influia sobre la calidad o el tamafo del embrién ni tampoco influia en la supervivencia del
embrién durante los primeros 8 dias de gestacién a lo largo de su paso por el oviducto. Sin
embargo, si que la supervivencia durante los dias 8 y 16, mientras tiene lugar el reconocimiento
materno de la gestacidn hasta su implantacion, puede estar afectada por la compatibilidad MHC.
Las yeguas que presentan un MHC similar al semental al que son expuestas durante la cubricion
tienen mas posibilidades de pérdidas de gestacion que si son expuestas a sementales con MHC

distinto.

Como se ha demostrado en estos estudios la variabilidad del MHC equino puede influir tanto en
la capacidad de un individuo para enfrentarse a una enfermedad como en la probabilidad de una
yegua de quedarse prefiada o llevar a término la gestacion. A pesar de que se han determinado
haplotipos y alelos concretos que presentan mayor resistencia o susceptibilidad a estas
enfermedades, en mucho de los casos se han estudiado solo en razas concretas como el PSI, Silla
Francés o Appaloosa entre otras. Por ello seria conveniente no solo estudiar la relacién del MHC
con otras enfermedades, sino también seguir estudiando su relacidn con estas mismas

enfermedades en otras razas.
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6. CONCLUSIONES .

- Elanalisis del MHC equino ha ido evolucionando a lo largo de los afios desde el serotipado a

la determinacién mediante marcadores microsatélites y aunque actualmente estan en

desarrollo nuevos métodos de genotipado para esta regidn, la determinacion de los

haplotipos por marcadores microsatélites sigue siendo la mejor forma de valorar la

variabilidad genética del MHC equino.

- Diversos estudios realizados han demostrado que la estrategia reproductiva es uno de los

principales factores que afecta a la variabilidad del MHC equino, ya que ciertas razas con

mayor control reproductivo, como puede ser el PSI, presentan menor nimero de haplotipos

distintos en comparacién con otras razas en la que la seleccién de reproductores es menos

estricta.

- Teniendo en cuenta que el tipo de respuesta inmunitaria que se desencadena frente a un

agente esta determinado por la molécula MHC que presente el antigeno, la variabilidad del

MHC puede influir en la capacidad de reaccion de un individuo no solo frente a una agresion

inicial, sino también frente a agresiones posteriores a través de la formacién de linfocitos de

memoria.

- Enlos caballos, la medicina regenerativa se utiliza principalmente para lesiones del sistema

musculoesquelético, siendo los PRPs y las MSCs las terapias mas utilizadas. Mientras los PRPs

se utilizan solo de forma autéloga, las MSCs también pueden utilizarse de forma alogénica,

presentando mds ventajas siempre y cuando se compruebe la compatibilidad del MHC entre

donante y receptor para evitar el rechazo de las MSCs y el fracaso del tratamiento.

- Se conoce que la resistencia o susceptibilidad a enfermedades esta relacionada con el MHC

equino y aunqgue en algunos estudios han podido vincularse claramente ciertos haplotipos y

alelos del MHC con la susceptibilidad o resistencia a una enfermedad, en otros no ha podido

demostrarse su relacién, por lo que es necesario realizar mas estudios en mas razas y mas

enfermedades.
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6. CONCLUSIONS

- Equine MHC analysis has been evolving over the years from serotyping to determination by

microsatellite markers and although new genotyping methods for this region are currently

under development, haplotyping by microsatellite markers remains the best way to assess

the genetic variability of equine MHC.

- Several studies have shown that reproductive strategy is one of the main factors affecting

the variability of equine MHC, since certain breeds with greater reproductive control, such

as Thoroughbred, have a fewer number of different haplotypes compared to other breeds in

which the selection of breeders is less strict.

- Considering that the type of immune response triggered against an agent is determined by

the MHC molecule that presents the antigen, MHC variability may influence an individual's

ability to react not only to an initial assault, but also to subsequent assaults through the

formation of memory lymphocytes.

- In horses, regenerative medicine is mainly used for injuries of the musculoskeletal system,

with PRPs and MSCs being the most commonly used therapies. While PRPs are used only

autologously, MSCs can also be used allogeneically, presenting more advantages as long as

MHC compatibility between donor and recipient is checked to avoid MSCs rejection and

treatment failure.

- Disease resistance or susceptibility is known to be related to equine MHC and although in

some studies certain MHC haplotypes and alleles have been clearly linked to a disease

susceptibility or resistance, in others their relationship has not been demonstrated, and

further studies are needed in more breeds and more diseases.
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7. VALORACION PERSONAL

Realizar este trabajo fin de grado (TFG), me ha permitido asentar mejor algunos conceptos de
genética e inmunologia, ademas de conocer mejor la funcion del MHC y las diferentes
aplicaciones que conlleva su variabilidad. Pero la elaboracién de este trabajo no solo me ha
servido para ampliar mis conocimientos sobre este tema, sino que me ha aportado herramientas
utiles para distintos ambitos de mi futuro profesional. Por ejemplo, me ha ayudado a desarrollar
habilidades de busqueda y seleccion de informacidn y bibliografia muy Utiles para mantenerse
al dia en un oficio en el que se progresa y se descubren innovaciones continuamente. Otras dos
competencias que he podido enriquecer gracias a este trabajo han sido la organizacién y la
planificacién, importantes no solo en veterinaria sino en cualquier dmbito tanto profesional

como personal.

Ademas, a pesar de no ser un trabajo experimental, he tenido la oportunidad de participar en el
analisis laboratorial de marcadores microsatélites para determinar los haplotipos del MHC
equino. Participar en las tareas de laboratorio me ha permitido no solo comprender como se
realizan los procedimientos para la determinacidn de dichos haplotipos como la extraccion de
ADN, la PCR o la electroforesis capilar, sino también conocer el material, los equipos y

funcionamiento de un laboratorio de genética.
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