


Analisis de Investigaciones Agroforestales,
Veterinarias y en Estadistica

Fidel Avila Ramos

Sergio Martinez Gonzélez
Editores

Primera Edicién 2023.

ABANICO ACADEMICO-AMATE EDITORIAL



La presentacion y disposicion en conjunto de la obra:

Andlisis de Investigaciones Agroforestales, Veterinarias y en Estadistica en su
primera edicion, es publicada en version electronica con 281 paginas, despues del
proceso de arbitraje nacional e internacional. De acuerdo a la Ciencia Abierta puede ser
reproducida o transmitida, mediante cualquier sistema o método, electronico o mecanico,
con fines académicos y sin fines de lucro.

Fidel Avila Ramos
Sergio Martinez Gonzalez
Editores

Todos los derechos reservados a:

Abanico Academico. abanicoacademico. mx

RFC MAGSE20517979

Mina 262, Colonia Centro. Tepic, Mayarit, México.
CP. 63000. Interior CENAYSIGLO21.

+52 311 1221626

ABANICO ACADEMICO-AMATE EDITORIAL
Guadalajara, México, 2023.
Primera edicon

ISBM: 978-607-59561-5-8
DOI: hitps:fidoiorg/10.21928/abanico/2023.1



EDITORES

Fidel Avila Ramos

Doctor por el Colegio de Postgraduados Campus Montecillos.
Profesor de Tiempo Completo en el Programa de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Guanajuato, México.
Reconocimiento Perfii PRODEP-SEP desde el afio 2016 y del
Sistema Nacional de Investigadores-CONACYT de México desde el
2021-2025. Editor Asociado Abanico Veterinario. Factor Total del
Investigador-Al 0.5679

Sergio Martinez Gonzalez

Doctor por la Universidad de Colima. México. Profesor Investigador
de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma de Nayarit Meéxico. Cuenta con
Reconocimiento al Perfil PRODEP-SEP desde 2005 y del Sistema
Nacional de Investigadores-CONACYT de México de 2018 al 2024.
Estancia Posdoctoral en la Universidad Arkansas USA del 2019 al
2020. Editor de la revista Abanico Veterinario. Factor Total del
Investigador-Al 1.0867




CUERPO DE ARBITRAJE

Mtra. Estefania Aguirre Arroyo
Dr. Caros Martin Aguilar Trejo
Dr. Fidel Avila Ramos

Dr. Francisco Aguilar Romero

Miro. Ivan |saias Avalos Rosario
Dir. Javier Piloni Martini

Dr. Jesus Hemandez Ruiz

Dr. José B. Castillo Caamal

Dr. José Carmen Ramirez Ramirez
Dr. José Luis Zarate Casirejon

Dr. José Luis Ponce Covarrubias
Dra. Juana Fonseca Gonzédlez

Dr. Lenin Rangel Lopez

Dra. Lilia Mexicano Santoyo
Dra. Luz Elena Alcaraz Sosa
Dra. Maricela Ruiz Ortega

Miro. Mauricio Arredondo Castro
Dr. Miguel Ruiz Albarran

Dr. Oscar Guadalupe Barron Bravo
Dra. Talina Olivia Martinez Martinez

Dira. Yuridia Bautista Martinez

Universidad de Guanajuato

Institute Tecnoldgico de Sonora (ITSON)
Universidad de Guanajuato

Instituto Macional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias
Universidad de Guelph

Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo

Universidad de Guanajuato
Universidad Autonoma de Yucatan
Universidad Autonoma de Nayarit
Universidad de Guanajuato
Universidad Autdnoma de Guerrero
Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo

Universidad Juarez Autdnoma de
Tabasco

Universidad de Guanajuato
Universidad Auténoma Metropolitana
Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo

Universidad de Guanajuato
Universidad Autonoma de Tamaulipas
Instituto Macional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias
Instituto Macional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias
Universidad Auténoma de Tamaulipas



Analisis de Investigaciones Agroforestales, Veterinarias y en Estadistica . M

indice general

Investigaciones Agroforestales............ccccciviiiiiniiiiiii 6

Agua electrolizada: produCCiOn ¥ USOS.............uiiiuiiiniiiiiiiiiiieiceicee e aniaans
Tarsicio Medina Saavedra, Lilia Mexicano Sanfoyo, Adriana Mexicano Santoyo, Tania Patricia
Castro Jacome, Maria Isabel Garcia Vieyra, Damidn Salvador Rangel Campos

Elaboracion de cerveza artesanal conmielde abeja.................................... 17
César Octavio lbarra Gudifio, Wilbert Alfredo Flores del Real, Rosa Isela Lepe Aguilar, Carlos
Omar De la Cruz Moreno, Juan José Fernando Borrayo Gonzélez
Marco conceptual de la sustentabilidad de los recursos naturales................... 25
Rubén Cornelio Montes Pérez
Potencial de los microorganismos de montafia para usarlos como probidticos... 44
Tarsicio Medina Saavedra, Lilia Mexicano Sanfoyo, Gabriela Arroyo Figueroa, Carlos Herrera
Mendez, Emmanuel Pérez Hemandez, Juan Picazo Ramirez

53

Potencial bioenergético de Agave cupreata...................ccoooeiiiniiinniciannan.
Vianey Moreno Dimas, Dolores Vargas Alvarez, Antonio Cortés Guzmén, Roxana Reyes Rios,
FRaviano Godinez Jaime

Presencia de afidos en cultivos tropicales.....................ccoiiiiiiiiiiiii 60
Migue! Angel Ramirez Guillermo, Sabel Barrén Freyre, Mano Rodriguez Cuevas, Dante
Sumano Lépez, Izamar Lopez Dominguez

Investigaciones en Estadistica...........cccouuiiiiiiiiiiiiiiiii 70

Calculode la potenciade lamuestra................ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiieiecceeee,
Bladimir Pefia Parra, Juan José Fernando Borrayo, Sergio Martinez Gonzélez, Carlos de la 71
Cruz Moreno, Socorro Salgado Moreno, Francisco Escalera Valente

81

Métodos estadisticos y su aplicacion en las investigaciones cientificas............
Magaly Herrera Villafranca, Yolaine Medina Mesa, Mildrey Torres Martinez, Yanelly Garcia
Avila, Sarai Gémez Camacho

Investigaciones Veterinarias..............cccccciieieiiieniiinnnininneniniensnineianen 94

Efecto del acido acetilsalicilico en vacas frescas de doble propésito en
CONICIONES BODICHIER: ... S0, . o ivassasmor snnssn aoht bhssls Ao mrmas AR SE THe s n e e e 2 s 25
Miguel Angel Lammoglia Villagémez, Jorge Luis Chagoya Fuentes, Daniel Sokani Sanchez
Montes, Amalia Cabrera Niafez, Javier Cruz Huerta Pefia, Edelmira Jdcome-Sosa

Efecto del estrés en ovinos durante el proceso de matanza...........................
Enrique Daniel Archundia Velarde, Gisela Veldzquez Gardufio, Jorge Osorio Avalos, Maria
Mariezcurrena Berasain, Lizbeth Guadalupe Verduzco Leén

El potencial uso de la herbolaria en la medicina veterinaria............................
Sergio Martinez Gonzalez. Fidel Avila Ramos, Mauricio Arredondo Castro, Gerardo Unel
Bautista Trujitlo, Carlos Enrique Ibarra Martinez, Carlos Alfredo Carmona Gasca

Enteroparasitosis en caninos yfelinos. ...
Socorro Marisa Salgado Moreno, Adriana Elizabeth Sesate Flores, Ruth Baudelia Vironchi
Lujan, Carlfos Alfredo Carmona Gasca, Raul Hassan Adad Figueroa, Sergio Gonzilez
Martinez, Bladimir Pefia Parra

95

102

116

127



Andlisis de Investigaciones Agroforestales, Veterinarias y en Estadistica

Evaluacion del bienestar animal durante el entremamiento de caninos_............
Blayra Maldonado Cabvera, Guadalupe Lipez Robles, Ramdn Robles Zepeda, Manue! Nishlas
Lapez, Reyna Osuna Chévez, Victor Alcaraz Serrano

Identificacion in silico de |la red de interaccion de factores de virulencia PLD v
CP40 de Corynebacterium pseudotuberculosis aislado mexicano 2JL. ...
Roberto Monfes de Oca Jiménez, Maria Carla Rodriguez Dominguez, Martha Elba Ruiz Riva
Palacia

La enfermedad de Chagas: problematica emergente en el noroeste de México.
Pawina Haro Alvaraz, Giltberfo Ldpez Valencia, Garardo Medina Basulto, Enrique Traswvifia
Murioz, Juo Alfonso Mercado Rodriguez, Carlomdn Herrera Ramirez

Mutricidn y alimentacion de las abejas meliferas.. ...
Mauricio Arredondo Castro, Diana Angélica Gufiérrez Aranas, Carfos Alfrado Carmona Gasea,
Henry Loeza Concha, Arfuro Angel Harmandez, Fidel Avila Ramos

Parametros genéticos en caracteristicas de conformacion en cabras lecheras...
Alma Aranna Lechuga Arana, Vielka Jeanathe Castafieda Bustos, César Andrés Angel
Sahagtin, Mauncio Valencia Posadas

Parasitos en bovinos de unidades de produccion familiar de Llera de Canales,
B L= LT T
Oscar Guadalupe Bamrdn Bravo, Ricardo Avilés Ruiz, Rubén Dario Garza Cedillo. César
Andrés Angel Sahagdn

Parasitos gastrointestinales en bovinos de la Costa Sur de Jalisco, México. ...
Shasta Danad Chavez Radillo, Ricardo Vicante Pérez, Pedro Fabidn Grifaldo Alcantara,
Envigue Octavio Garcla Flares, Ricardo Martinez Martinez, Uises Macias Cruz

Probidticos acelulares en la salud animal..................... .
Pamela lzaret Pérez Martinez, Cristal Dafne Lonng' Sosa Hugo Ramirez Alvarez,

Cynthia Gonzalaz Rz

Relacicn entre el estado metabdlico y funcionamiento del eje reproductivo del
cerdo.........

Juan Manuel Romo Valdez, Ignacio Perata Gémez, Laura Francisca Espinaza Aguirre, Jesis

José Povtillo Loera, Ana Mireya Romo Valdez, Javier Alonso Foma Rubio

Trazabilidad y calidad de la carme de res, su importancia en la salud pablica.. ...
Paulina Alsjandra Avils Bayion, Ana lsabel Mireles Arriaga, Griselds Maki Diaz, Carlos Haubi
Segura, Theodor Duifhuis Rivera, José Anfonio Hemandez Marin

Ulcera gasirica en caballos cuarto de milla, manejo y practica alimenticia........
Heriberfo Rodriguez Frausio, Fabiola Rochin Berumean

155

168

180

190

203

218

229

238

257

267



Analisis de Investigaciones Agroforestales, Veterinarias y en Estadistica M

Identificacion in silico de la red de interaccion de factores de virulencia PLD y
CP40 de Corynebacterium pseudotuberculosis aislado mexicano 2JL

Roberio Montes de Oca Jiménez', Maria Carla Rodriguez Dominguez!, Martha Elba Ruiz Riva Palacio®

'Centro de Investigacitn y Estudios Avanzados en Salud Animal, Faculitad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Autdnoma diel Estado de México, Toluca, México. “Flantel “Sor Juana Inés de la
Cruz” de l|a escuela preparatona. UAEM AMECAMECA, México. ‘romojimenez@yahoo.com,
mariacararodriguezdominguezi@gmail.com y meruizn@uaemex.mx

Introduccion

La Linfadenitis caseosa (LAC) es una enfermedad bacteriana que afecta principalmente
a peguefios rumiantes, cuyo agente causal es Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis) biovar ows. La enfermedad se presenta de forma cutanea yio
visceral, siendo en la primera caracteristica la formacion de abscesos en nddulos
linfaicos subcutdneos, los cuales son visibles y palpables a través de la piel y su
localizacion depende del punto de entrada del microorganismo. Las lesiones pueden
aparecer como abscesos organizados, con inflamacion, encapsulacién fibrosa, pérdida
de pelo sobrepuesto y ruptura eventual, dando como resultado la descanga de contenido
purulente. En la forma visceral, los abscesos fienen lugar en los nddulos linfaticos
intemos, asi como en pulmones, higado y rifiones, causando deterioro en la condicion
organica del animal hacia el desarrollo de un curso cronico. En el establecimiento de la
infeccion se reqguiere de la adhesion a las células del hospedero, multiplicacion
intracelular, diseminacion a otros tejidos y persistencia. Las proteinas PLD y CP40
constituyen factores de wirulencia principales de C. pseudotuberculosis owvis,
consideradas proteinas exportadas o secretadas por la bacteria, que favorecen la
infeccitn ya sea involucradas en la adhesion e invasion de las células del hospedero, en
la adquisicion de nutrientes. toxicidad y en la evasion del sistema inmune. Aun se
continia con el estudio de los factores de virulencia de C. psevdotuberculosis, para
establecer el conjunto de proteinas gue participan en interaccion para el establecimiento
de la infeccicn bacteriana.

En los Gitimos afios la ovinccultura mexicana se ha fortalecido de manera considerable,
por lo que las investigaciones se han dirigido al estudio de patdgenos que afectan la
produccion de peguefios rumiantes. La Linfadenitis caseosa es una enfermedad que se
encuentra presente en el temitorio mexicano y es considerada una de las enfermedades
infecciosas econdmicamente mas importantes que afecta la produccidn ovina y caprina.
En México diversos estudios han demostrado la presencia de la LAC en los rebafios
ovinos y caprincs en diferentes regiones del pais. En el 2015 se realizd |a identificacién
de 57 aislamientos de C. pseudofuberculosis de un total de 160 muestras procedentes
del Estado de Jalisco. Las cepas se identificaron mediante bactericlogia miniaturizada
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AP| Coryne, pruebas bioquimicas y PCR, obteniéndose una frecuencia del 33%. También
se ha realizado la secuenciacion del genoma completo de seis cepas de origen mexicano,
de diferentes biovares, aisladas de diferentes hospederos, cuyas secuencias se
encuentran reportadas en la base de datos del GenBank, donde el analisis filogenético
agrupc cada una de las cepas en funcidn del tipo de biovar, y en el caso de las cepas
biovar ovis no se agruparon en funcién de su cercania geografica. Las cepas biovar ovis
contienen un elevado grado de clonalidad, pero no presentan €l mismo grado de
agrupacion filogenética en los dados que las cepas biovar equwi. Ademas, en este trabajo
la comparacion del genoma de 46 cepas permitic identificar dos clusters de genes gue
podrian ser empleados para la diferenciacion de las cepas biovar equi (cduster: CRISPR-
Cas) y biovar owvis (cluster: proteinas de tipo Il de Restriccidn-modificacion).

El estudio de C. pseudofuberculosis ovis para el establecimiento de factores virulencia,
permite entender cudles son las estructuras y moléculas que le confieren la capacidad a
la bacteria para causar la enfermedad. Establecer la interaccion de estas proteinas con
otrazs moléculas de la bacteria aumenta las posibilidades de determinar posibles
moléculas candidatas para el desarrollo de medios diagndsticos y vacunas.

Corynebacterium pseudotuberculosis: factores de virulencia
C. pseudotuberculosis biovar owis es una bacteria gran positiva, intracelular facultativa
gue tiene |la capacidad de sobrevivir en el interior de los macrofagos. Presenta una
morfologia coco-bacilar con amplitud de 0.5-08 pm y 1.0-3.0 pm de longitud. Este
microorganismo es un patogenc no flagelado, no forma esporas ni capsula y su contenido
G+C es de aproximadamente 51 a 68%. Forma colonias opacas convexas, de color
blanco grisaceo, con tamafio de 1mm a las 24 horas. La pared celular presenta acidos
micolicos (acidos corynomicolicos) de aproximadamente 22 a 36 atomos de carbono gue
se unen a una red de heteropolisacaridos formados por arabinogalactanos, glicolipidos y
proteinas. La estructura lipidica formada por los acidos corynomicolicos se considera un
factor de wvirulencia de la bacteria que actla como una bamera protectora y de
permeabilidad selectiva. Un estudio histopatoldgico en ovejas infectadas con Acidos
corynomicdlicos, permitid detectar la formacion de lesiones como congesticn,
degeneracion y necrosis en los drganos reproductives, asi como también se ha
evidenciado el aumento de haptoglobina y amiloide sénco A proteinas sanguineas
sintetizadas principalmente por células hepaticas como parte de la respuesta ante
infecciones en fase aguda. Estos resultados indican el potencial virulento de los acidos
corynomicdlicos, ya que por si sclos fueron capaces de inducir en el hospedero el
aumento de estas proteinas indicadoras de inflamacion e infecciones agudas.

La bacteria presenta el operdn (fag ABCD) con genes que codifican para proteinas
relacionadas con la adguisicion de hierro, actividad gue favorece la supervivencia de la
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bacteria en el hospedero El gen fag A codifica para la proteina integral de membrana
{Fag A), el gen fagB para una enterobactina transportadora de hierro (Fag B), el gen fagC
para una proteina de membrana citoplasmatica de unidn a ATP (FagC) vy &l gen fagD para
una proteina siderdfora de union a hierro, todas consideradas de gran importancia para
la wirulencia de la bacteria.

La exotoxina Fosfolipasa D es considerada el factor de virulencia principal de C.
pseudotuberculosis. El gen pld fue identificado y secuenciado en 1990, forma parte de la
isla de patogenicidad PiCp1 y codifica para una proteina de 31.4KDa. La PLD es
clasificada como una esfingomielinasa D, también conocida como esfingomielina
fosfodieasterasa D o fosfolipasa D (PLD), que cataliza la escision hidrolitica de la
esfingomielina para producir colina y ceramida 1-fosfato o colina y acido lisofosfatidico
(LPA). El mecanismo de accidn de la toxina cataliza la disociadidn de la esfingomielina
en laz membranas celulares endoteliales, lo que aumenta la permeabilidad vascular,
contribuye a la diseminacién y persistencia de la bacteria en los fagocitos, que la
transportan a nodulos linfaticos donde se desamrollan los abscesos. Aungue su accion no
s& ha considerado directamente hemolitica, s ha informado que es capaz de producr
hemdlisis sinérgica.

La proteina CP40 fue identificada en 1994 como antigeno con capacidad protectora
contra la LAC. El gen presenta un marco abierto de lectura de 1,137 pb y se encuenfra
ubicado comiente abajo del gen pid en la PiCp1. La proteina CP40 fue defectada en el
sobrenadante del medio de culfive de C. pseudofuberculosis mediante inmunoensayo,
por lo que se caracterizdé como proteina extracelular secretada por la bacteria.
Inicialmente fue descrita como enzima con actividad proteasa serina, pero en el 2016 se
realizé un estudio donde se demosird que la actividad enzimatica desamollada por esta
proteina es de endoglicosidasa mediadoras de la hidrolisis de enlaces glicosidicos.

El desarrollo de una infeccion experimental en ovinos demostrd mediante ensayos de
inmunoblot que la produccion de anticuerpos estuve dingida en un 88% al reconocimiento
de proteinas de 30-31KDa (PLD) y en un 75%-88% hacia proteinas de 38-41KDa (CP40),
rango en el que se encuentran ambas proteinas. El analisis del exoproteoma de la cepa
1002 de origen brasilefio, antes y después de la reactivacion de la virulencia tras 2 pases
en ratones BALB/c, mostrd dos perfiles proteicos diferentes. Un total de 118 proteinas se
expresaron de manera diferente, de estas 48 solo se detectaron en la cepa no virulenta
y 32 en la cepa tras 2 pases en el modelo animal. El analisis por espectrometria de masas
permitid la identificacion de las proteinas PLD y CP40 dnicamente en la cepa cuya
virulencia fue reactivada. La cepa 1002 se habia mantenido en el laboratorio y tras varios
pases en medio de cultivo el perfil de expresion cambio, especialmente no mostrando
proteinas efectoras relacionadas a la virulencia bacteriana. Sin embargo, en este estudio
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se demostrd que tras 2 pases en ratones fue capaz de reactivar su virulencia. Por otra
parte, a través de PCR en tiempo real se identificaron in witro e in vivo la expresion de
varios genes involucrados en la virulencia entre ellos pid y cpd0. Este analisis permitio
constatar que en las cepas aisladas de nodulos linfaticos la expresion de estos genes fue
superior en comparacion con la cepa obtenida de culfive in wvifro. Ambas proteinas
constituyen importantes factores de virulencia y potenciales candidatos para el desarmrollo
de vacunas contra la LAC.

Otros factores de virulencia identificados en C. pssudotubsrculosis son las proteinas
relacionadas con la estructura del pilis, el gen spaC gque codifica para una proteina
responsable del anclaje del pili a la pared celular permite el contacto inicial con los
receplores de la célula, para luego facilitar la invasion intracelular. Las estructuras del pili
estan compuestas por el pili mayor Spaf y SpaD; el pili menor SpaB y Spak; y el pili tipo,
SpaC, SpaF. Una estructura completa de pili o incluso el pil menor pueden realizar un
contacto inicial con recepiores de las células hospederas, para facilitar la entrada del
microrganisme. El gen namH, que codifica para una neurcaminidasa extracelular tamiién
ha sido detectado en cepas de C. pseudotuberculosis. Esta proteina pertenece a una
clase de glicosil hidrolasas que catalizan la eliminacion de los grupos de acido sialico
presentes en una gran variedad de glicoconjugados de la matrz extracelular de |a célula
del hospedero. Por otra parte, el gen sodC, que codifica para una superdxido dismutasa,
enzima que reduce los efectos del estrés provocado por el estallido respiratorio dentro de
los macrdfagos, fadlitando la eliminacion de radicales libres del oxigeno, también ha sido
identificada y secuenciada en cepas de este patogeno. Esta proteina se encuentra
localizada anclada a la membrana con dominio extracelular, lo gque confiere proteccion
ante el estrés del entome en que se encuentre la bactena y favorece su permanencia
intracelular. Debido al rol gque desempefian estas moléculas en el desamollo de la
patogenia y virulencia de la bactena, se considera de suma importancia el estudio de la
red de interaccion gue se establece entre estas moléculas, las cuales pueden estar
involucradas en la adhesidn, invasion, colonizacidn, propagacian dentro del hospedero,
supervivencia en el interior de las células infectadas y la evasion del sistema inmune.

Linfadenitis Caseosa: Patogénesis
La enfermedad por lo general se presenta de forma cutanea ylo visceral siendo
caracteristica de |a primera |a formacion de abscesos en nodulos linfaticos subcutaneos,
los cuales son visibles y palpables a traves de la piel. Las lesiones pueden aparecer como
abscesos organizados, con inflamacion, encapsulacion fibrosa, pérdida de pelo
sobrepuesto vy ruptura eventual, dando como resultado la descarga de contenido
purulente. En la forma visceral, los abscesos tienen lugar en los nédulos linfaticos
intemas, asi como en pulmones, higado y rifiones, causando deterioro en la condicion
organica del animal hacia el desarrollc de un curso cronico. La bactera ingresa al
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hospedero a través de lesiones en la piel las cuales pueden ser provocadas debido al
manejo inadecuado de los ovinos y caprinos. Laceraciones durante el corte de cola,
marcaje de orejas, castracion, esquila o en algunos casos lesiones generadas durante la
alimentacitn con foraje espinoso que dafia la mucosa oral, se asocian con la transmisicn
del microorganismo. El perodo de incubacion es muy variable y prolongado, tanto en
ovejas como en cabras se han observado periedos de incubacion de 2 semanas o de
meses. Se ven afectados con mayor frecuencia los nédulos mandibulares o parotidos y
preescapulares de forma general. En ovinos la apariencia morfologica de los nodulos
abzcedados la caracteristica de capa de cebolla al presentar una distribucion en
laminas concéntricas fibrosas separadas por material caseoso. Por el contrario, en cabras
los nédulos no presentan esta configuracién, sino gue el exudado es usualmente una
pasta uniforme y seca. El analisis histopatologico de abscesos ha permitido identificar un
centro amorfo y ecsindfilo de necrosis rodeado por una delgada capa de linfocitos, células
plasmaticas, algunas células epiteliGides y neufrdfilos, rodeado por una red de
fibroblastos. Las caracteristicas clinicas incluyen, anemia, leucocitosis con neutrofilia y
altos valores de fibrindgenco, aumento de inmunoglobulinas (Ig5) y aumento de Interferdn
gamma (IFM-y).

Las bacterias no controladas por la pared del absceso entran en los capilares y forman
colonias que ocluyen los vasos generando isquemia que, junto a las toxinas, destruyen
las células del tejido sano, aumentando la masa necrdtica. Las bacterias viables se
diseminan a través de los vasos linfaticos y penetran otros linfonddos, y eventualmente,
en los vasos sanguineos, llegando a diferentes drganos donde se repite la formacion de
abscesos. Este comportamiento provoca el desarrollo de la forma visceral de la
enfermedad gue afecta nddulos linfaticos internos y drganos especialmente pulmén e
higado, como consecuencia de la diseminacion hematdgena desde el conducto eferente
de los nddulos linfaticos con abscesos.

Red de interaccion de factores de virulencia PLD y CP40 de Corynebacterium
pseudotuberculosis ovis
Las interacciones proteina-proteina tienen un papel fundamental en muchos procesos
biolagicos lo gue dirigir la investigacion al estudio de los complejos macromoleculares
abrira nuevas vias para entender la patogenesis ocasionada por |a bacternia y establecer
nuevos disefos de vacunas.

Teniendo como referencia las secuencias de proteinas PLD y CP40 derivadas de la
secuencia de nucledtidos de los genes pld (acceso: OL347711) y cpd0 (acceso
OL347712), de Corynebacterium pseudotuberculosis ovis aislado 2L de origen mexicano
se establecid in silico la red de interaccion de ambas proteinas mediante el empleo del
programa bicinformatico String (hitps://string-db org/). Utilizando como paramefros la
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deteccion de 50 y 20 interacciones y un valor de corte de alta confianza = 0.7, el programa
permitio identificar interacciones segun asociaciones fisicas o funciones biologicas.

La proteina PLD comparte relacion con proteinas del operon FAG ABCD (relacionado con
la adquisicion de hierro), proteina nanH (exosialidasa relacionada con actividad enzimatica
neuroaminidasa), proteinas de union a ATP asociadas a membrana plasmatica, proteinas
que participan en el metabolismo de la bacteria y expresion de genes (ADL 11308.1)
fundamentalmente (Figura 1).

Figura 1. Red de interaccion de la proteina PLD en relacion con 50 interacciones para un valor de
confianza de 0.7. En los circulos: el color amarillo se asocia con procesos metabdlicos celulares, el calor
verde con expresion de genes, el color azul con regulacion del metabolismo celular, el color rojo con
regulacion de actividad endopeptidasa y el color gris: no asociacion o funcion establecida. En las lineas: el
color amarillo se asocia con: mencion en un mismo texto cientifico, el color azul oscuro: co-expresion de
genes, verde: genes cercanos, rojo: genes fusionados, negro: co-expresion de proteinas, gris: proteinas
homologas, azul claro: proteinas relacionadas en bases de datos y magenta: proteinas relacionadas
experimentaimente.

La restriccion de hierro provoca tasas de crecimiento bajas en patogenos bactenanos, lo
que también puede estimular a estos organismos a inducir un mayor dafno tisular, ya que
la expresion de muchos factores de virulencia esta regulada por el suministro de hierro en
el ambiente. Se ha visto que la baja disponibilidad de hierro en cepas toxigénicas de
Corynebacterium diphtheriae, afecta la expresion de proteinas y residuos de azucar en la
superficie de las células, asi como su adherencia a eritrocitos B humanos y células HEp-2,
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¥ s encontréd gue la preduccion de carbohidratos en la superficie de la pared celular esta
inversamente correlacionada con la concentracion de hierro de los medios de culfivo.

La expresitn de sialidasas, que funcionan como glicosil hidrolasas que catalizan la escision
de los residuos de acido sialico terminal de una variedad de glicoconjugados, también se
comrelaciona con |a depresion de hiermo. Ademas, al presentar |a bacteria en su superficie
celular acidos sialicos de la célula hospedera, estas pueden eludir la respuesta inmunitaria
que de otro modo podria eliminar rapidamente una cepa no sializada.

Tambien la proteina PLD establecio relacion con el péptido serine proteasa, pepD (posible
CP40), siendo segln la escala de colores del tipo amarillo que se asocia con procesos
metabolicos celulares, verde con expresion de genes, azul con regulacion del metabolismo
celular y rojo con regulacion de actividad endopeptidasa.

Esta red de interaccion ofrece informacion que indica que la exotoxina PLD, considerada
factor de wvirulencia principal de C. pseudofuberculosis, en su accionar se relaciona con
otros factores de virulencia, que en su conjunto favorecen la virulencia de la bacteria. PLD
presenta una secuencia ampliamente conservada en todas las cepas, ¥ cuando esta se
encuentra modificada se dificulta |a capacidad de producir la enfermedad. A través del
andlisis del pan-genoma de 15 muestras de C. pseudofuberculosis se detectd la presencia
del gen pid en todas las cepas analizadas. Solo una de estas cepas presentd una mutacion
en el extremo 3'del gen pid, lo que se relaciond con el hecho de que tuviera una menor
capacidad de diseminacion en el hospedero.

Esta proteina ha sido objeto de estudio como diana en el desarrollo de vacunas, siendo e
antigeno principal en la mayoria de las vacunas comerciales actualmente disponibles para
LAC. En vacunas de desarrollo experimental se ha evaluado en formulaciones inactivadas,
atenuadas, de ADN y como proteina recombinante. Para vacunas de subunidades basadas
en proteina PLD recombinante evaluadas en modelos murinos se ha observado un
aumento significative en la produccién de anticuerpos IgG, con proteccion de los grupos
vacunados ante el desafio con cepas virulentas. La formulacion con |a proteina rCPOS720
(esterasa) o rCP01850 (proteina L14 de unidn a la subunidad 503) y la PLD obtenidas por
via recombinantes permitid una tasa de supervivencia después del desafio de 30% (rPLD),
40% (rfPLD + rCPOS720) y 50% (rPLD + rCP01850). La combinacion de rCP01850 con
rPLD confirio protecddn al 50% de los animales desafiados con una cepa virulenta, con un
aumento significativo en los niveles de IgG2. Por lo que se sigue frabajando en la bisqueda
de combinaciones de proteinas asociadas a la virulencia para establecer una formulacién
que aumente |a eficacia en la proteccion.

La proteina CP40 establece relacion principalmente con proteinas asociadas a adhesion
celular y de unién a dominics de 1gG (Figura 2).
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Figura 2. Red de interaccion de la proteina CP40 en relacién con 20 interacciones para un valor de
confianza de 0.7. En los circulos: el color verde se asocia con unidn a dominios de IgG, el color rojo
dominios de adhesion y el color gris: no asociacion o funcién establecida. En las lineas: el color amarillo se
asocia con: mencion en un mismo texto cientifico, el color azul oscuro: co-expresion de genes, verde: genes
cercanos, rojo: genes fusionados, negro: co-expresion de proteinas, gris: proteinas homologas, azul claro:
proteinas relacionadas en bases de datos y magenta: proteinas relacionadas experimentalimente.

La asociacion con proteinas de adhesion indica que podria estar involucrada en la
capacidad que presenta la bacteria para colonizar diferentes tipos de hospederos. C
pseudotuberculosis es intracelular facultativa y presenta |la capacidad de sobrevivir en el
interior de los macrofagos, lo cual le permite propagarse y llegar al ganglio linfatico mas
cercano del sitio inicial de infeccidn, y una vez ahi se produce la formacion de abscesos.
Se plantea que la proteina PLD esta involucrada en el mecanismo por el cual la bacteria
degrada la esfingomielina de la membrana del fagolisosoma y queda libre en el
citoplasma de los macréfagos, donde también resiste la accion de los radicales libres del
oxigeno y el nitrégeno, estando involucradas las enzimas Superoxido Dismutasas
(SODs), Catalasas, y el Factor Sigma de la bacteria. Los mecanismos involucrados en la
adherencia y supervivencia intracelular de C. pseudotuberculosis en células no
fagociticas ain siguen siendo objeto de estudio por diversos investigadores. En estudios
in vitro C. pseudotuberculosis fue capaz de adherirse e invadir la linea fibroblastica de
células embrionanas de rifién ovino FLK-BLV-044, con replicacion celular durante 24
horas después de la infeccion y viabilidad bacteriana hasta 120 horas, con una
correlacion positiva entre la tasa de adherencia e invasion. Estos resultados sugieren que
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la instauracion de |a infeccidn, asi como, |a persistencia puede estar favorecidas por la
infeccion intracelular en tejido de la puerta de entrada y no solo por la infeccion de células
fagociticas. También se evidencid que la invasion celular de C. pseudoluberculosis
depende de la concentracion bacteriana, suginendose la saturacion de los receptores
celulares a partir de una multiplicidad de infeccidn (MOI) superior a 100. La pre-
incubacion de C. pseudofuberculosis con azicares y suero anti-C. pseudofuberculosis
inactivado y completo, sugiere que se produce el blogueo de receptores bacterianos
especificos yfo ligandos celulares al observarse un drastico descenso en la tasa de
intemalizacion bacteriana. La invasion celular detectada mediante inmunoflucrescencia,
también demostrd que las bacterias inactivadas por calor o radiacion ultravioleta, no se
localizaron en el interior celular, lo gue sugiere gque la internalizacion de C.
pseudotuberculosis en células de la linea celular FLK-BLV-044 requiere de bacterias
viables o gue presenten los componentes de la superficie bacteriana intactos para
interactuar con la superficie celular. En el sitic de ingreso de la bacteria, |la capacidad de
persistencia en células no fagociticas, asi como el factor pidgeno (acidos corynomicdlicos
de la pared celular) y la exotoxina Fosfolipasa D, facultan al microorganismo para resistir
las defensas antimicrobianas inespecificas que se interponen a |a infeccion, facilitando el
acumulo de fagocitos en el foco de multiplicacion bacteriana. La bacteria es fagocitada
por los macrafagos que son reclutados al sitio de infeccion y se ha demostrado mediante
infeccion in wiro de la linea de macrofagos J774, que tienen la capacidad de permanecer
viable dentro de estos hasta 72 horas, evadiendo los mecanismos de eliminacion de
patdgenos que presentan los macrdfagos.

La actividad enzimatica desarrollada por la proteina CP40 es de endoglicosidasa
mediadoras de la hidrélisis de enlaces glicosidicos, proteinas de la familia GH18, similar
al dominio a- Endo E perteneciente a Enterococcus fascalis. Se ha demostrado in vitro
gue la proteina CP40 es capaz de degradar la regidn Fc de anticuerpos 1gG, no hidroliza
los glicanos en las I1gG bovinas y caprinas, mientras que si hidroliza la IgG ovina v la IgG
equina. El contenido total de los carbohidratos en la IgG caprina, tales como grupos
fucosilados, terminales galactosidados y cligosacandos bisectantes es mucho mas bajos
gue en los IgG humanos e IgG ovina por lo que la accién enzimatica es mas marcada en
estos dltimos.

Esta proteina también se ha utilizado como antigeno en el desarmrollo de vacunas de
subunidades en un estudio experimental en ovejas, la inmunizacién con 100ug de CP40
recombinante protegio al 82% de los animales, con una disminucion de las lesicnes
pulmonares en el 98% de los animales. Mo s& encontro relacion entre la disminucidn en
el desarrollo de lesiones pulmonares y €l titulo de anticuerpos, por lo que se asumid que
la respuesta celular fue la responsable de la proteccion ante la infeccion. En este caso
los anticuerpos anti-CP40 podrian estar involucrados en la proteccdn a través de
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mecanismos indirectos, como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. El suero
de los animales vacunados se analizd mediante inmunoblot, mostrando una fuerte
respuesta de anticuerpos especifica, restringida a la proteina de 40 kDa.

En el modelo murino CP40 recombinante, con saponina como adyuvante, mostrd valores
elevados en los niveles completos de anticuerpos anti-CP40r IgG y de las subclases
IgG2a, IgG2b e IgG3, con diferencia estadisticamente significativas con respecto al grupo
control al dia 60 después de lainmunizacion. Las subclases IgG2a e IgG2b se consideran
los mediadores mas potentes para la modulacion adecuada de una respuesta inmune,
tipo Th1, mientras gue IgG1 e 1gG3 estan relacionada con la respuesta Th2, la respuesta
humoral y las reacciones alergicas. Los resultados sugieren una tendencia hada una
respuesta de Th1, mientras que los isolipos asociados a respuestas de tipo ThZ, como
IgG1 e 1gG3, no se detectaron o reaccionaron menos a la proteina recombinante.

Las investigaciones mas recientes se han enfocado en la identificacion de nuevas
moléculas implicadas en los mecanismos de patogenicidad y virulencia de la bacteria
para su postenor evaluacion como candidatos vacunales. Hasta la fecha los resultados
mas alentadores se han obtenido con formulaciones a base de |la exotoxina PLD o la
endoglicosidasa CP40, obtenidas por via recombinante. Cabe destacar gque estas
maléculas no se han evaluado en una misma formulacion, lo cual favoreceria la respuesta
inmune humoral y celular, en base a sus capacidades individuales anteriormente
comprobadas.

Conclusiones
Las proteinas PLD y CP40 pueden estar relacionadas en interacciones de fipo
funcionales y metabolicas. El uso de ambas proteinas en una formulacidn vacunal estaria
direccionando la accidn del sistema inmune sobre la accion de mecanismo o funciones
bacterianas diferentes, lo cual representa una estrategia valiosa para el desarrollo de una
vacuna.
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