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Fundamentos de la Inmunologia Veterinaria

Miguel A. Marquez
RESUMEN

La inmunologia es una amplia rama de las ciencias biomédicas que se ocupa del
estudio del sistemainmunitario, entendiendo como tal, al conjunto de 6rganos, tejidos y
células que, en los mamiferos y en las aves, tiene como funcién reconocer elementos
extraios 0 propios dando una respuesta inmunitaria.  La Inmunologia
es la rama de la Biologia de mayor crecimiento en los Ultimos cincuenta afios
y esta estrechamente relacionada con la Epidemiologia y la Infectologia. Existen dos
mecanismos de proteccién de los animales y en particular de los mamiferos. los
M ecanismos de Resistencia y 1os Mecanismos | nmunol 6gicos, |os cuales permiten vivir
y sobrevivir a animales, a cerdo y a hombre. Dichos mecanismos protegen a los
animales contra parésitos, bacterias, hongos, virus, venenos externos, endotoxinas,
contaminacion ambiental, células cancerosas, es decir, contra un medio externo e
interno hostil.

|.- Los Sistemas de Resistencia son espontaneos, innatos, e inespecificos y se dividen
en: Mecanismos Anatomo-fisiol 6gicos, bioguimicosy celulares

[1.- Asimismo, tenemos los Mecanismos Inmunes, |os cuales tienen que ser inducidos
por una sustancia extrafia, son adquiridos y atamente especificos existiendo una
respuesta Inmune Celular y una respuesta |nmune Humoral.

Se hace una detallada descripcion y andlisis de las bases inmunol 6gicas de la respuesta
de defensa de | os cerdos.
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ODbjetivo:

Hacer una descripcion y analisis
de las bases inmunologicas de la
respuesta de defensa de los
cerdos




La inmunologia es una amplia rama
de las ciencias biomeédicas que se
ocupa del estudio del sistema
Inmunitario, entendiendo como tal,
al conjunto de érganos, tejidos y

células que, en los mamiferos y en
las aves, tiene como funcion
reconocer elementos extranos o
propios dando una respuesta
Inmunitaria




Las guerras interiores

“Asediado por iInnumerables enemigos
Invisibles, el cuerpo animal posee un
remarcable y complejo sistema de
guardias internos.

Ellos son capaces de limpiar el pulmon
de particulas extranas, liberar la
corriente sanguinea de microorganismos
Infecciosos y de destruir células

renegadas cancerosas”




La Peste Negra. Siglo XVI
Yersinia pestis
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Pieter Bruegel, El Viejo
1525-1569

“El Triunfo de la Muerte”

1556

Museo del Prado




Pieter Bruegel, El Viejo







Lady Mary Wortley Montague
Istanbul uia. 1718
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Asia, Africa
Imperio Otomano

Introduccion de la Variolizacion

(Virus homologo humano)

a Inglaterra
por
Lady Montague
1718

(81 antes que Edward Jenner)




Edward Jenner. Padre de la Inmunologia.

12 Vacunacion nino James Phipps

N ' 3 -
| s i g s 1 T L e Y 2, T TR
%: A PR BN s SR

o e - = |.'
MR S L

B
..-I.

Sy BL AT RN N o Y R T e Y




- [ e - ) -

Sarah Nelmes, a James Phipps is Phipps falls il Scabs are Phipps 18 Phipps 1s
milkmaid infected inoculated with withamild case  collected from  inoculated with  unaflected.
with cowpox cowpox pus from of COWpoX. a smallpox the scabs of Protection 1s

Nelmes. patient. smallpox. complete.



“Vacunacion” con virus heterdlogo

de origen bovino. Jenner, 1799
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PuUstulas variolosas Sarah Nelmes

Vaquera
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Ficura 1v.s. No rodos creyeron que el procedimiento de vacunacion fuese una
maravilla. Este cuadro de 1802 del pintor James Gillnay, que estaba contra la vacu-
nacion, muestra a personds vacunadas a las guie les brotan partes de vaca en los brazos

y el cuerpo. (Cortesia de The Wellcome Trust.)
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Teozahuatl (Grano de Dios)
Caodice Florentino Fray Bernardino de Sahagun
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Francisco Xavier de Balmis
y Berenguer (1753-1819)
Médico de Carlos IV

Real Expedicion Filantropica
de la Vacuna alrededor del
Mundo
(1804-1806)




Francisco Javier de Balmis




Corbeta Maria Pita

22 niNos de La Coruna, Galicia
30 noviembre, 1803
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La Herencia Neandertal:

Mejor sistema inmune, pero mas alergias
Los humanos modernos se cruzaron con la especie que llevaba
decenas de miles de afios en Europa e incorporo sus mejoras
genéticas frente a las enfermedades
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La Inmunologia
es la rama de la Biologia de
mayor crecimiento en los
ultimos cincuenta anos

Epidemiologia y la Infectologia




Mecanismos de Proteccion de
los Animales

|.- Mecanismos de Resistencila

Il.- Mecanismos Inmunologicos

iVIVIr y Sobrevivir!




Protegen a los animales
contra parasitos, bacterias,
hongos, virus, venenos
externos, endotoxinas,

contaminacion, células
renegadas cancerosas, etc.

Medio externo e interno hostil




|.- Sistemas de Resistencila

Son espontaneos, Innatos e
Inespecificos!

a) Anatomo-fisiologicos
b) Bioquimicos
c) Celulares




Il.- Mecanismos Inmunes

Tienen gue ser inducidos por
una sustancia extrana, son
adquiridos y altamente

especificos

1.- Respuesta inmune celular
2.- Respuesta inmune humoral




|.- SiIstemas
de

Resistencia




Mecanismos de Resistencia
a) Anatomo-fisiologicos

Piel, escamas y plumas, cabello,
vello, pelo axilar, pubico, anal.

Mucosas que recubren
orificios/conductos de aparatos
respiratorio, gastrointestinal,
urinario, genital.

Conjuntiva ocular, mucosa bucal,
nasal, auditiva, cloacal, anal,
vaginal, uretral.




La piel es una barrera de células
especializadas, que impide la
entrada de gérmenes patogenos,

cubriendo al organismo
fisicamente en forma semejante
a las murallas de una ciudad
medieval







Conjuntivas y Mucosas

No son tan resistentes como la piel

El ojo es banado por lagrimas y es
barrido por los parpados
(membrana nictictante en aves)

El resto mucosas estan recubiertas por
MOoCO gue atrapa a los gérmenes y
sustancias extranas solidas, liguidas o

gaseosas




Cilios

Los movimientos ciliares en perpetuo
vaiven, barren los germenes y particulas
atrapadas en el moco (expectoracion).
Lagrimas, moco y vellosidades son los
fosos que rodean a murallas.

El flujo salivar impide implantacion de
agentes extranos, contiene enzimas
como amilasa que hidroliza la membrana
de bacterias y la lisozima, poderosa

enzima bactericida




Flora Bacteriana

Alrededor de los fosos y muros de la
ciudad amurallada hay habitantes
simbioticos, géermenes gue no toleran la
presencia de microorganismos extranos,
evitando que colonicen la piel y
mucosas.

Se trata de bacterias, hongos y levaduras
que conviven pacificamente en piel,

boca, faringe, aparato G. |.




Boca: Streptoccus salivarum/
peroxidasas bactericidas
Intestino: Fusobacterium,
clostridios y espiroquetas

Leche materna/Calostro
L actobacillus evitan colonizacion
gérmenes patogenos: E. coli,
Salmonellas

Estomago/Molleja: pH de 3.0




Factores de resistencia
mecanicos

- Turbulencia (cornetes nasales)
- Estornudo

- Tos

- Expectoracion

- Vomitos

- Movimientos peristalticos

- Diarrea




. FRULEUTIVE IMMUyp
\

* Tears . Desiccatio",
* Desquamation
* Fatty acids * Mucus
* Turbulence + Normal flora * Fluid flow
* Lysozyme
+ Saliva * Proteolytic enzyn
a vm * Diarrhea
* Anaerobic condt
‘ ’m\ﬁ‘ * Normal flora
* Mucus
* Cilia
* Coughing

|
* Gastric pH

e !

Figure 12-1. The nonimmunological surface protective mechanisms.



b) Mecanismos de Resistencia
bioguimicos

Sustancias que impiden el
desarrollo de gérmenes:

- Enzimas: amilasa, lisozimas
- Proteinas transportadoras de
Hierro

- Sales biliares




Proteinas trasportadoras de

Hierro

El hierro es un elemento necesario para
el desarrollo de un buen numero de

bacterias:

E. coli

Durante y después de una infeccion
bacteriana hay una caida del hierro

plasmatico







Sales Biliares
iPoderoso efecto neutralizador!

Robert Koch vacuno exitosamente
bovinos contra Peste Bovina, con
bilis de animales muribundos de P.B.

Muy rica en inmunoglobulinas
secretorias: IgA







c) Mecanismos celulares
de defensa

- Fagocitosis
- Inflamacion




FagocItosis

- Proceso consistente en la ingestion de
particulas extranas: bacterias, virus, particulas
solidas vivas/inertes, el cual es llevado a cabo
por fagocitos neutrofilos polimorfonucleares.

- El material fagocitado es hidrolizado
enzimaticamente por lisozomas

- La fagocitosis es uno de los mecanismos de
defensa mas importantes - Los macrofagos
de la respuesta inmune la continuara y
reforzara!




Ceélulas precursoras

pluripotenciales de

meédula 6sea

Stem cells in the blood-forming, or hematopoietic, system
illustrate principles governing the activity of stem cellsin
other tissues as well. A small population of hematopoietic
stem cells [HSC) in the bone marrow is the source of most of
the different blood and immune cell types that circulate in the
human body. HSCs reside in an environmental niche,
surrounded by stromal cells that provide important
regulatory signals to the stem cell, When new blood or
immune cells are needed, an HSC divides to produce one
daughter cell that remains in the niche and retains the long

Bone marrow

Myeloid
progenitor

——Stromal cell

Hematopoistic

stemcell

Multipotent

::Eé T m pragenitorcell

term HSC identity and another short-lived daughter termed a
multipatent progenitar cell [MPP). The MPF, in turn, divides to
produce progenitors committed to generating cells in the
myeloid [blood] or lymphoid [immune] lineages. As the
descendants of progenitors become increasingly specialized
they experience a programmed decline in their ability to
proliferate until they stop dividing and are said to be
terminally differentiated. Only the stem cell retains unlimited
proliferative potential through its ability to renew itself
indefinitely by dividing without differentiating

Macrophage

Meutraphil
Granulocy
manecytic
precursor

Basophil
Eosinophil

Platelets

/ Megakaryocyte

y —_— @™ Redbioodcell
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Erythroblast
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< Hatura

Teell " killer cell
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stem cell # Committed progenitors

+ Terminally differentiated cells
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Fagocitos

iBarrenderos del cuerpo!







Leucocitos sanguineos

Basofilos: Fijan colorantes basicos
(hematoxilina) 0.5%

Eosinofilos: Colorantes acidos (eosina)
10% Actuan vs parasitos

Neutrofilos: No fijan colorantes, 30%

Se forman médula ésea, maduran bazo,
migran sangre y tejidos = Fagocitosis,
destruccion de microbios, sintesis

de histamina, heparina, pirogenos, etc.




Neutrofilo granulocito

nolimorfo- nuclear

~ Dark primary g

Nucleolus

Small golgi
Nucleus

, s ) n F 21,
Iml”' &~1. The major stru tural leatures of a I!:ll\!l|laf}l':||‘.lllt lear neutroj









TRAPPING AND PRUUESSING FOREICN MATERIAL

e CHEMOTAXIS

® ADHERENCE

¢ INGESTION

® DIGESTION

13

Cell migrates towards
particle, attracted by
chemotactic factors

Cell adheres to
opsonized particle

Cell ingests particle
by engulfing it
within cytoplasm

Particle is digested
by lysosomal enzymes
within phagolysosome

Figure 2-2. Different stages in the process of phagocytosis.



a) Virus: rotavirus b) Hongo: Candida albicans

¢) Parasito: Filaria




Inflamacion
Proceso de origen vascular

Mecanismo de defensa a nivel
vascular que favorece arribo a zona
afectada de polimorfonucleares,

macrofagos y linfocitos:

Los primeros fagocitan

Macrofagos y Linfocitos T, inician y
contindan respuesta inmune!




. os mecanismos de defensa

Nno Inmunes
- Presentes en todos los animales
desde su nacimiento (Innatos)
- No requieren de un acto de

agresion previo para que se activen
(Inespecificos)
- Son heredados
- Similares en los individuos de la
misma especie




II.-Sistema Inmune
Segunda linea inmunologica
de defensa!

Ceélulas altamente especializadas,
sustancias guimicas, enzimas y
hormonas.
Macrofagos. Celulas Asesinas.
Sistema del Complemento.
Interleucinas.




Mecanismos
Inmunologicos

- Macrofagos
- Linfocitos T
- Linfocitos B




Inmunidad

- Altamente especifica

- Adguirida

- Tiene memoria

- Puede transmitirse de la
madre al hijo (Calostro)




Provincia de Salta, Argentina

-







Oviparos (Saco vitelino/Yema)
Peces, Anfibios, Reptiles, Aves




Sistema Inmune

- Ejéercito integrado por diferentes soldados
dentro ciudad amurallada

- Cuarteles: Cumulos tejido linfoide

- Soldados: Linfocitos T y B sensibilizados que
detienen y destruyen solo antigenos
especificos: cerdo vacunado contra Diarrea
Epidemica Porcina, solo esta protegido contra
coronavirus del PED, no versus otra

enfermedad infecciosa de los cerdos

- jAltamente especifico!




Sistema inmune:

Estado totalitario, fascista,
dictatorial con:

iTolerancila cero!




Organos del
Sistema Inmune:

- Primarios

- Secundarios




Organos Linfoides Primarios

(Regulan la produccion y diferenciacion de linfocitos)

Médula Osea
(Celulas precursoras)

Timo

Bolsa Fabricio (Aves)




Organos Linfoides
Secundarios

(Estimulacion antigénica de células linfoides)

- Bazo

- Placas de Peyer

- Ganglios linfaticos

- Cumulos linfoides en mucosas
respiratorias, gastrointestinales
y urogenitales
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THE STRUCTURE OF THE IMMUNE SYSTEM

Internal lymphoid tissues
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Figure 5-2. The lymphoid tissues of animals.



Primary Lymphoid Organs

Cecal tonsils

Upper respiratory
mucous gland
(BALT)

Lymphoid follicles and
patches throughout the

digestive tract (GALT)




El Sistema Inmunolégico

Aden nides
~Amigdala Palatina

Nodulos Linfaticos —

..--"'""“H_F.r
Vasos Linfaticos il ‘/

b

—Placa de Peyer

/y-
Apéndi A l\ -
il T .
peNeice [ —Medula Osea




1.3. Physical and immunological
mechanisms of defense against
pathogens in birds.

Pathogens

Physical barrier
(skin, normal mucosal flora, self cleaning)

1

Innate immunity
(Non-adaptive immunity)
NK cells, macrophages, phagocytes, complement

1

Adaptive (or acquired) immunity

Humoral ~ Cell mediated

e

T cell

(Y

R, \ Eraak
Phagocytosi kine CD4 CcD8
Arligen s 0sis Cy!p S
Plasma cell : athogen (assist other l 1
presentation destruction  immune cells) Miekat  Oios

l cell cell

Antigen l l

presentation
Cytokines Lysis of celis
- (provide help to  expressing
Bcells, Tcells foreign antigens
l and macrophages)




Sistema Inmune General

Leucocitos (globulos blancos)

Ceélulas cebadas

Plaguetas

Basofilos, neutrofilos y
eosinofilos (Polimorfonucleares)
Monocitos

Células asesinas




Macrofagos (gran comedor)

- Células redondas, gran nucleo,
citoplasma abundante con enorme
capacidad fagocitica.

- Se hallan en sangre, liquidos
tisulares y tejidos de todo cuerpo.

- Médula 6sea: monoblastos -
sangre: monocitos - tejidos:

macrofagos!




Lysosomes

Free ribosomes

Rough
endoplasmic
reticulum

Mitochondrion

Golgi

Figure 2-6. The major structural features of a macrophage.
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a) Virus: rotavirus b) Hongo: Candida albicans

¢) Parasito: Filaria







Macrofago
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Macrofagos

Funciones

Procesamiento y presentacion de
antigenos. Reorganizacion tisular,
sanado de heridas, destruccion células
tumorales. Secrecion de linfocinas:
Interleucina 1, Complemento,
Prostaglandinas,

Factores de Coagulacion




Macrofagos

Médula 6sea: Promonocitos

Sangre: Monocitos

Tejido Conectivo: Histiocitos
Higado: Células de Kupffer
Cerebro: Microglia

Pulmones: Macrofagos alveolares
Bazo: Macrofagos esplénicos




Brain : microglial cells

Connective tissue : histiocytes
Lung : alveolar macrophages
Liver : Kupffer cells

Kldnoy mesangial cells

LF A

Ql"
-6? '\

macroohagca : i y} 1 \

Bone marrow :

promonocytos 5 Lymph node

Ui et”  + macrophages
Spleen: \ . Q
macrophages S\ "y s,

s Blood : R
| monocytes '
ﬁ

& L)
Figure 2-5. The cells of the mononuclear-phagocytic system.



Eritrocito, Plagueta y
Globulo blanco de mamifero




Eritrocitos y Macrofagos
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Macrofagos

Ceélulas presentadoras de
antigeno




Célula Dentritica
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Fagocitosis

1.- Fagocitos
Polimorfonucleares (neutroéfilos)
Proceso ingestion particulas extranas,
parasitos, bacterias, virus, particulas
Inertes, etc.
iSistema de limpiezal!

2.- Macrofagos
Presentadores de antigenos

iRespuesta inmune!




Fagocitosis en tracto G. |. ocurre a
nivel submucosa donde actuan
Fagocitos Polimofonucleares y

Macrofagos

jContrariamente, el pulmon esta en
contacto directo con medio ambiente,
existe intensa actividad fagocitica
fagocitos alveolares, mantienen los
pulmones esteriles, a diferencia del T.G.I.
que mantiene una enorme microflora
bacteriana!




Macrofagos (Sistema Inmune)

Reconocimiento =
Adherenclia = Presentacion a
Células Ayudadoras T.

ilnicio de Respuesta
Inmunological




Existen tres grupos de células de la
iInmunidad: los desdobladores de
celulas, cuya célula principal es el

macrofago y dos tipos de linfocitos:

TyB

Todos ellos comparten el mismo
objetivo:

ldentificar y destruir todas las sustancias
vivas o Inertes que no sean propias del

cuerpo, incluyendo las cancerosas!




Inmunidad mediada por células

Macrofago: Interleucina 1

Linfocitos T Cooperadores CD4+:
Interleucina 2, Factor Crecimiento
Ceélulas B, Factor diferenciacion Celulas
B y Gamma Interferdn

Ceélulas T citotoxicas CD8+ (Asesinas)
Linfocitos T Supresores

Linfocitos T de Memoria




Antigeno

Linfocito T
Inmaduro

Célula

Presentadora
de Antigenos
TCR MHG
CD8+
\ =
=2
o -~
Linfocito T colaborador Linfocito T citotoxico

Maduro Maduro



Fig.2.6 Electron micrograph showing the T cell

ultrastructure.
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Linfocito NK. Célula Asesina

,/\ Positiv

Interferon
o, ~ -~ &

\ \ o~ Jesiruction of tumor cells

—» Destruction of
virus-infected cells

/\\,\,\/ \Destructron
of bacteria or fungi

ADCC against
tumor cells

GVH disease g

L Control of hematopoiesis

: § NK cells
Figure 18-6. The "




Célula asesina




parasites become big

killers. One, Pneumocystis
carinii, resides quiescent in
most of us. When the
immune system is severely
compromised, it can cause a
lethal pneumonia that is a
major cause of death among
victims of AIDS.
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Eritrocito con esporas de
Plasmodium falci




Inmunidad mediada por
anticuerpos

Linfocitos B

Produccidn y secrecion de
Inmunoglobulinas

Tol\Y
IgA
1gG
IgE
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Fig. 2.14 Electron micrograph showing the
ultrastructure of B cell blasts
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Las celulas madre precursoras
El principio de todo
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Protein messages trigger responses
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Gathering momentum with each
exchange of signals between
macrophages and T cells, a
lymphokine cascade amplifies the
immune response until the enemy
is overwhelmed by sheer strength
of numbers
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3 CONQUERING
THE INFECTION

Meanwhile, some of the viruses
have entered cells of
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Existen cuatro fases criticas
en cada respuesta iInmune:

1. Reconocimiento del
enemigo/antigeno

2. Amplificacion de las defensas
3. Ataque

4. Retirada
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La tecnica CRISPR permite luchar
contra las células cancerosas
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IgA monomer _

Secretory piece

Secretory IgA (SigA) 11.4S. M.W. 390,000

Figure 12-4. The structure of monomeric, dimeric and secretory IgA. The secretory piece effectively protects
the Fc region of the IgA molecule from proteolytic digestion.






Complejo Mayor de

Histocompatibilidad




CMH es una familia de genes
ubicados en el brazo derecho
del cromosoma 6, cuyos

mediadores estan implicados
en la presentacion de
antigenos a los linfocitos




Representacion de una molécula de
microglobulina
CMH Clase | con tres dominios Alfa 1 y uno B2




El Complg o Mayor de
Histocompatibilidad
(ssiglasMHC en inglés)

En una gran region genomica o familia de
genes que se encuentran en la mayoriadelos
mamiferosy aves.

Eslaregion mas densa de genes del genoma de los
mamifer os que desempefia un importante papel en €
sistema inmune, autoinmunidad, rechazo de
transplantesy éxito reproductivo







CMH

Grupo de genes gue codifican ciertas
proteinas gue se hallan en la superficie
de las ceélulas y que ayudan al sistema

InNmMmune a reconocer sustancias extranas.
Se encuentran en los vertebrados
superiores.

En el hombre el complejo es llamado
Sistema Antigenico Leucocitario Humano
(SALH)




CMH |, CMH II, CMH Il

Las proteinas CMH actuan como “letreros” que
muestran las piezas fragmentadas de un
antigeno de la célula del hospedador

Ellas pueden ser “el mismo” o el “no mismo”.
Hay dos maneras por las cuales la celula
hospedadora puede reconocer al antigeno. Si
la célula es un leucocito (macrofago): un
monocito, ella puede deglutir la particula
(bacteria, virus, materia) romperla usando
lisozimas y mostrar los fragmentos en
moléculas de CMH |I.




O bien, si la célula hospedadora es
Infectada por una bacteria, o virus, o
atacada por una célula cancerosa, ella
puede mostrar los antigenos en su
superficie con una molécula de CMH 1.

En particular, virus y células cancerosas

tienen una tendencia a mostrar antigenos
“no mismo”, poco usuales en su
superfice. Estos antigenos “no mismo”,
no importando de gue tipo de molécula
de CMH sea, ellos son mostrados e

Iniciaran la inmunidad especifica




Factores que afectan al
Sistema Inmune Aviar

Manejo
Nutricion
Geneética

Temperatura (Frio, calor)
Estacion del ano
Estrés
Infecciones







Enfermedades Virales Aviares
Inmunosupresoras

- Avibirnavirus/ Inf. Bolsa Fabricio
- Herpesvirus/ Enfermedad de Marek
- Retrovirus A,B,C,D, J/ Leucosis
Aviar y Reticulo-Endoteliosis
- Reovirus/ Artritis Viral
- Avipoxvirus/ Viruela Aviar
- Circovirus/ Anemia Infecciosa




Enfermedades bacterianas
Colibacilosis

Enfermedades fungicas
Micotoxinas

Aflatoxinas/B1, B2
Zearalenona/F-2
Tricotecenos/T-2

Ocratoxinas/A
Citrinina, Osporeina, etc.




Danos en el
Sistema Inmune:

iInmunosupresion!




Signos comunes en animales
Inmunosuprimidos

- EXcesivas reacciones
respiratorias postvacunales
(panleucocitopenia)

- Fallas vacunales
- Hatos/Parvadas disparejas
- Pesos bajos
- Morbilidad y Mortalidad




Conclusiones




“Es un milagro de la evolucion, o de
la Creacion, que el sistema inmune
animal no sea controlado por ningun
organo central como el cerebro.

El se fue desarrollando para
funcionar como una dictadura

bioldgica, en la cual cada individuo
pOSee SsuU propio sistema de
Informacion”

Los globulos blancos representan el 1%
de los 100 trillones de células del cuerpo
humano




Inmunologia Evolutiva

El estudio del sistema iInmunitario en especies extintas
y vivientes es capaz de darnos una clave en la
comprension de la evolucion de las especies y el
sistema inmunitario.

Un desarrollo de complejidad del sistema inmunitario
pueden ser visto desde la proteccion fagocitica simple
de los organismos unicelulares, la circulacion de los
peptidos antimicrobianos en insectos y los organos lin
foides en vertebrados. Por supuesto, como muchas de
las observaciones evolutivas, estas propiedades
fisicas son vistas frecuentemente a partir de la mirada
antropoceéntrica. Debe reconocerse que, cada
organismo vivo hoy tiene un sistema inmunitario
absolutamente capaz de protegerlo de las principales
formas de dano.
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ASOCIACION DE MEDICOS VETERINARIOS
ESPECIALISTAS EN CERDOS DE LA PIEDAD, A.C.

LA PIEDAD, A.C

La Piedad, Michoacan.; 20 de Septiembre, 2018

Mecanismos de virulencia bacteriana y su interaccion con la respuesta
inmune

Las bacterias son organismos procariotas y, por lo tanto, su material genético no esté delimitado por una
membrana nuclear. Son abundantes y poseen una extraordinaria capacidad de adaptar su metabolismo a
una gran variedad de microcosmos contenidos en tierra, agua, materia organica, plantas y animales.

Las bacterias se reproducen asexualmente por divisién binaria, una vez duplicado su ADN (acido
desoxirribonucleico) se alarga la membrana citoplasmatica y se forma una division transversal que separa
al ADN original y a su copia, originandose asi dos células hijas.

En términos de biomasa, estos organismos son incontables; segun los calculos el 90% de nuestras células
corresponden a bacterias, es decir, tenemos mas bacterias que células propias.

En las ultimas décadas se han hecho importantes avances en el estudio de la ultra estructura bacteriana,
lograndose una identificacion bioquimica de muchas fracciones subcelulares; estos avances han permitido
ubicar a las bacterias en el reino Procaryotae. El conocimiento de las diferentes estructuras y composicion
ha permitido comprender como muchas bacterias se relacionan con el hombre, ya sea como integrantes de
la flora normal 0 como agresoras para el mismo.

El descubrimiento de que muchas estructuras bacterianas bien identificadas son inmundgenos importantes,
permiti6 el desarrollo de vacunas que han sido verdaderos avances en la medicina de los dltimos afios.
Ejemplo de ello son las vacunas contra microorganismos causantes de meningoencefalitis supurada como
Haemophilus influenzae tipo b y Neisseria meningitidis (meningococo) A, By C.

El conocimiento de la composicion bioquimica de las diferentes estructuras bacterianas, junto al
conocimiento del metabolismo bacteriano, permite hoy la comprensién del mecanismo de accién de los
diferentes antibioticos.



ESTRUCTURA BACTERIANA

Las diferentes estructuras bacterianas que observamos (ver figura 2) las podemos dividir, segun sean
constantes en las células o no, en estructuras permanentes o variables. Dentro de las primeras se destaca:
la pared celular, la membrana celular, los ribosomas y el material genético. Las estructuras variables son:
los flagelos, las fimbrias o pilis, la capsula y los esporos.

Ademas podemos clasificar las estructuras bacterianas en internas o citoplasmicas y externas o de la
envoltura celular. Dentro de las internas destacamos el material genético, los ribosomas y los cuerpos de
inclusion. La envoltura celular engloba la membrana plasmatica, la pared celular que la recubre, la capsula
y los apéndices como fimbrias o pilis y flagelos. Contiene los sitios de transporte para nutrientes, interviene
en la relacion huésped parasito, es blanco de las reacciones del sistema inmune y puede contener
estructuras toxicas para el huésped.

ESTRUCTURAS INTERNAS O CITOPLASMATICAS

Estan inmersas en el citoplasma, solucién acuosa y viscosa que contiene solutos organicos € inorganicos y
elementos especializados como los ribosomas.

Material genético
Acido desoxirribonucleico cromosémico

El ADN tanto procariota como eucariota se compone de dos cadenas helicoidales de nucleétidos de purina
y de pirimidina, unidos entre si por enlaces de hidrégeno, formando una doble hélice segun el modelo de
Watson y Crick.

Las bacterias no poseen membrana nuclear, nucléolo ni aparato mitético y nunca configuran una masa
cromosdmica definida. Esto las diferencia de las células eucariotas. Aunque no existe un nucleo delimitado,
hay una zona nuclear o nucleoide. Su material genético esta constituido por una molécula de ADN circular
enrollado sobre si mismo, asociado a proteinas basicas que no constituyen verdaderas histonas.

Plasmidos

Constituyen el material genético extra cromosdmico. Estan constituidos por secuencias cortas de ADN
circular bicatenario, que pueden existir y replicarse independientemente del ADN cromosomico y son
heredados por las células hijas. Aunque no son esenciales para la vida de la bacteria, generalmente
proveen a ésta una ventaja selectiva, por ejemplo: resistencia a los antibidticos, nuevas capacidades
metabdlicas, patogénicas (cuando codifican para factores de virulencia como toxinas, etc.) u otras
numerosas propiedades. Pueden transferirse de bacteria a bacteria mediante un proceso denominado
conjugacion.

ESTRUCTURAS EXTERNAS O DE LA ENVOLTURA CELULAR

Membrana celular

Consiste en una bicapa lipidica similar a otras membranas bioldgicas, compuesta por fosfolipidos
anfipaticos; no posee esteroles a diferencia de las eucariotas (con la excepcion de los mycoplasmas). La
membrana celular cumple la funcién de barrera osmatica, tiene permeabilidad selectiva y permite el ingreso
de nutrientes y la salida de desechos por mecanismos de transporte activo y pasivo. En ella se encuentran
los sistemas de fosforilacion oxidacion y el transporte de electrones para la produccidn de energia; ademas
tiene las enzimas necesarias para la sintesis de lipidos, de la pared celular (por ejemplo, el bactoprenol),



de la capsula, etc. Finalmente la membrana contiene moléculas receptoras especiales que ayudan a las
bacterias a detectar y responder a sustancias quimicas del medio externo.

Pared celular

Ubicada por fuera de la membrana plasmatica, es una estructura vital para las bacterias que la poseen. Los
farmacos que bloquean su formacién producen la lisis y muerte de las bacterias susceptibles. Excepto los
mycoplasmas todas las bacterias tienen una pared celular que les da forma y las protege de la lisis
osmética. La pared celular de muchos microorganismos patogenos tiene componentes que contribuyen a
su patogenicidad. La pared puede proteger a la célula de las sustancias toxicas y es el sitio de accion de
algunos antibioticos.

El espacio periplasmico de las bacterias gramnegativas contiene muchas proteinas que participan en la
captacion de nutrientes, por ejemplo enzimas hidroliticas (proteasas, lipasas, fosfatasas, -lactamasas) que
convierten las macromoléculas en productos mas pequefios que pueden ser metabolizados por la bacteria.
El espacio periplasmico contiene también enzimas que participan en la sintesis del peptidoglicano y en la
modificacion de compuestos tdxicos que podrian lesionar la célula. En especies patégenas, también
encontramos a ese nivel factores de virulencia como colagenasas, hialuronidasas y proteasas.

El peptidoglicano o mureina es un gran polimero compuesto por muchas subunidades idénticas. (Ver
figuras 3 Y 4). El polimero contiene dos aminoazucares: N-acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico;
unidos entre si en la posicion $1-4. El esqueleto de este polimero esta formado por residuos alternantes de
N acetilglucosamina y &cido N-acetilmuramico. Una cadena peptidica de cuatro aminoacidos D- y L-
alternantes esta conectada a un grupo carboxilo del acido N-acetilmuramico. Los tetrapéptidos de una y
otra cadena de peptidoglicano se unen entre si por puentes peptidicos.

Estructura de la pared celular de las bacterias grampositivas

La gruesa pared celular de las bacterias grampositivas esta constituida principalmente por peptidoglicano.
Se cree que ésta gruesa capa de peptidoglicano es la determinante de que estas bacterias retengan el
cristal violeta de la coloracién de Gram.

Sin embargo, estas células contienen también una gran cantidad de &cido teicoico: polisacaridos que se
unen al acido N-acetilmuramico o a los lipidos de la membrana plasmatica. En este ultimo caso se
denomina acido lipoteicoico. Tanto los acidos teicoicos como los lipoteicoicos, tienen la funcion de
estabilizar la pared celular.

Ademas los acidos teicoicos tienen un rol en la virulencia de estos microorganismos, porque actiian como
antigenos de superficie que se unen a receptores especificos en las células del huésped. La superficie
externa del peptidoglicano de las bacterias grampositivas esta generalmente cubierta de proteinas. Los
diferentes grupos de bacterias grampositivas y las diferentes especies difieren en la composicion de sus
proteinas y de acidos teicoicos; ésto es Util para la clasificacion seroldgica y la identificacion bacteriana.



Figura 1. Diagrama de la pared bacteriana. Grampositiva
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Estructura de la pared celular de las bacterias gramnegativas

Si observamos la pared de las bacterias gramnegativas al microscopio electrénico podemos observar tres
zonas: la membrana plasmatica, el espacio peripldsmico que incluye una fina capa de peptigolicano y la
membrana externa. Esta ultima, exclusiva de las bacterias gramnegativas, es una bicapa lipidica que
difiere de otras membranas por su capa externa, que esta constituida por una molécula anfipatica: el
lipopolisacarido (LPS) o endotoxina. Ademas del LPS, la membrana externa contiene fosfolipidos y
proteinas que la unen al peptidoglicano. EI LPS esta constituido por tres partes: el lipido A, el polisacarido
central o del core y la cadena lateral O. (Ver figura 6). La regidn del lipido A esté inmersa en la membrana
externa y el resto de la molécula del LPS sobresale de la superficie celular. El core o polisacarido central
esta unido al lipido A. La cadena O u antigeno O, consiste en unidades repetidas de una subunidad
tetrasacarida y es muy variable en su composicion entre las diferentes familias, especies y aun dentro de la
misma especie de bacterias gramnegativas; en cambio, el polisacarido del core es constante para un
mismo género bacteriano. El polisacarido O por su variabilidad es usado frecuentemente para la
clasificacion seroldgica de las bacterias.

La mayoria de las bacterias sintetizan moléculas de LPS con un antigeno O de longitud completa, algunas
especies fabrican moléculas cortas de antigeno O y otras casi no lo sintetizan. Las formas con poco o
ningun antigeno O se conocen como rugosas, en oposicion a las formas lisas productoras de antigeno O
de tamafio completo. Macroscdpicamente se observan como colonias de bordes rugosos (LPS truncado) o
colonias lisas (LPS completo). Una de las funciones mas importantes de la membrana externa es servir
como barrera protectora. Evita o disminuye la entrada de sales biliares, antibidticos y otras sustancias
toxicas que podrian destruir o lesionar la bacteria. La membrana externa es mas permeable que la
plasmatica y permite el pasaje de pequefias moléculas como glucosa y otros monosacaridos. Dicho pasaje
se debe a la presencia de porinas, proteinas integrales o transmembrana que forman canales estrechos
por los cuales pasar moléculas menores de 600 a 700 dalton. Moléculas mayores como la vitamina B12
pueden atravesar la membrana externa por transportadores especificos. Esta membrana externa previene
la pérdida de constituyentes como las enzimas periplasmicas.



Figura 2. Diagrama de la pared bacteriana. Gramnegativa
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INFECCIONES BACTERIANAS

Una infeccién bacteriana es definida como la presencia de una bacteria dentro de un hospedero vivo. De
acuerdo a esta definicion sabemos que una infeccion no es sinénimo de enfermedad, podemos estar
colonizados por la flora normal de nuestro organismo y no estar enfermos. Sin embargo, en la practica, se
dice que esta presente una infeccion cuando se puede observar la respuesta a esta por parte del
hospedero (Koneman, 2003)

La patogenicidad es la propiedad que tiene un microorganismo para producir enfermedad, por lo tanto, las
bacterias que pueden que pueden causar esto reciben el nombre de patdgenas. La virulencia es la medida
de esta patogenicidad y depende tanto del microorganismo como del hospedero y su interaccion.

Las caracteristicas del microorganismo son de suma importancia para su patogenicidad. Estos deben de
tener la capacidad de adherirse a las superficies epiteliales 0 mucosas del huésped lo cual logran gracias a
estructuras llamadas adhesinas (fimbrias y acidos lipoteicoicos) que se encuentran en la superficie
bacteriana. Las bacterias pueden llegar a atravesar estas barreras y multiplicarse invadiendo otros tejidos.
La produccion de sustancias denominadas factores de virulencia (capsula, enzimas y toxinas) por parte de
las bacterias, les permite evadir los mecanismos inmunoldgicos del huésped y lograr dicha replicacion.

En algunos casos las bacterias pueden llegar a sangre ocasionando infecciones generalizadas (Kenneth
2007). Entre los factores de virulencia mas importantes se encuentran las toxinas, que se dividen en dos
grupos: exotoxinas y endotoxinas. Las exotoxinas son proteinas termolabiles producidas por bacterias
grampositivas y gramnegativas que pueden ser inactivadas o activadas por enzimas proteoliticas. Un
ejemplo de exotoxina activada por enzimas proteoliticas es la de la tetanospasmina, liberada por
Clostridium tetani. Cuando ocurre la lisis celular, la exotoxina se libera y es cortada por enzimas
proteoliticas resultando dos cadenas polipeptidicas, una pesada (B) y una liviana (a). La cadena a puede
internalizarse hasta el sistema nervioso central (SNC) bloqueando la inhibicién presinéptica, causando
paralisis espatica, tétanos y convulsiones generalizadas. Las endotoxinas son lipopolisacaridos producidos
exclusivamente por bacterias gramnegativas. Son termoestables y tienen una toxicidad baja en
comparacion con las exotoxinas, pueden causar desde fiebre hasta hipertension arterial (Koneman, 2003;
Kenneth, 2002; Bruggemann 2003)



RESPUESTA INMUNOLOGICA
Bacterias extracelulares: inmunidad

Como su nombre indica, las bacterias extracelulares son capaces de replicarse fuera de las células del
huésped. Si una bacteria logra traspasar las barreras fisicas y quimicas (piel, mucosas, lisozima...), puede
llegar junto al torrente sanguineo, donde se enfrentara con la linea de defensa innata:

Los mecanismos principales de la inmunidad innata frente a las bacterias extracelulares son la activacion
del complemento, la fagocitosis y la respuesta inflamatoria: Brevemente se puede definir el proceso de
inflamacion como una serie de reacciones complejas del sistema inmune innato en los tejidos
vascularizados junto al foco de infecciéon. Hay una acumulacién de leucocitos (polimorfonucleares,
mastocitos, macréfagos...) activados que producen una serie de proteinas vasoactivas y con capacidad de
atraer otras células. Aunque es una respuesta rapida con finalidad reparadora, puede causar lesion tisular
y enfermedad.

El Complemento constituye la primera linea de defensa innata humoral. Sin necesidad de Ac se pueden
activar las vias alternativa y de las lectinas directamente sobre la superficie del patogeno

La activaciéon continuada del complemento genera anafilotoxinas (C3a y C5a) que inducen inflamacién
atrayendo a células inmunocompetentes a la zona de la agresion.

Los Macréfagos constituyen la primera linea de defensa celular. Se originan a partir de los monocitos de
sangre y, posteriormente, migran hacia los tejidos. Poseen receptores para proteinas del complemento y
porcion Fc. Si los patégenos consiguen atravesar los epitelios y llegan hasta el tejido conectivo subepitelial,
son fagocitados por los macréfagos con o sin opsonizacion. La inmunidad humoral es la principal respuesta
inmunitaria protectora frente a las bacterias extracelulares, y actia eliminando los microorganismos y
neutralizando sus toxinas.

Bacterias intracelulares: inmunidad

Como ya se ha comentado, el tipo de patégeno condiciona el tipo de respuesta especifica. En el caso
anterior, aunque los virus son patdgenos intracelulares obligados, también se puede activar la respuesta
inmune frente a las particulas extracelulares, ser procesados y presentados por el MHC de clase Il que
desencadena la respuesta humoral. Los dos mecanismos principales de inmunidad innata frente a los virus
son la inhibicién de la infeccién por los IFN de tipo | (a'y b) y la destruccion de las células infectadas por las
células NK. Estos IFN de tipo | son inducidos por las células infectadas y protegen contra la infeccion de un
gran numero de virus, principalmente con RNA como genoma.

Las células NK no dependen del reconocimiento restringido por MHC y reconocen, precisamente, células
infectadas con virus que inhiben la expresion del MHC de clase | (HSV-1, por ejemplo). Estas células NK
pueden producir, entre otros factores, IFNg que activan a los macréfagos y los hace mas efectivos a la hora
de fagocitar y destruir microorganismos intracelulares.

La inmunidad adaptativa frente a las infecciones virales esta mediada por anticuerpos, que bloguean la
union del virus a su entrada en las células del huésped, y por CTL, que eliminan la infeccion al destruir las
células infectadas. Los macrdéfagos pueden activarse también por linfocitos CD4 Th1 para destruir al
patégeno. Al mismo tiempo que se produce la respuesta primaria, se producen células de memoria que
pueden durar toda la vida y que orquestan una respuesta mucho mas rapida en caso de una reinfeccion
con el mismo agente. En este caso, los linfocitos de memoria B suelen ser mas eficaces que los T. En
cuanto a los mecanismos de escape del sistema inmune por los virus, los mas importantes son:



- Variacion antigénica mediante mutacién puntual, principalmente.
- Inhibicién de la presentacion del Ag en el MHC clase |.
- Produccién de factores inhibitorios (bloqueando los receptores de citoquinas, por ejemplo).

- Infeccién y destruccidn de células inmunocompetentes.

[nmunidad frente a
Expansidn clonal microorganismos
+ diferenciacion intracelulares y virus.
Autoinmunidad

%@ &

lgG  Tc  Macrofago

http:/iwww.ehu.eus/immunologia/iwiki

T
reguladores Vo, ol Inmunidad frente a
afinidad ‘ 23 bacterias y hongos.

g IL-4 Autoinmunidad

Neutrofilo

Inmunidad frente a helmintos.

4 &
\ .
" Alergia
Colaboracion T-B. . @
Respuesta humoral ® @ }'f

Eosindfilo  Baséfilo Mastocito  IgE

http://www.ehu.eus/immunologia/iwiki/?2_2_Inmunidad_adquirida_frente_a_bacterias_extracelulares
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FISIOLOGIA DE LOS RECEPTORES DE
MEMBRANA INTESTINALES Y SU
INTERACCION CON LOS VIRUS DE
SIV, PED, PRRS




ESTRUCTURA DE LAS VELLOSIDADES

g —— i © Bacterial antigen € Toxic chemical
| Ememcytes 0 meutrent A Antimicrobiad
: m TR “®> Transporter

@ Homons

i

PANCOSIMA

makes sense




e A o VL A o W VL

Mucosa

<

Rt

i

Absorcion

l+

ANTIBIOTICOS

PROMOTORES ::

CRECIMIENTO Respuesta +
ST A Inmune

o0

microbiotaas
Intestinal
Inflammation

R

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Secreciones +
Digestivas

GU—=
eFFeCCS

4
Desempefo
BWG & FCR

[ Energia para
Produccion

Energia

Metabolizable Carcass

Energia para
Mantenimiento

7
Beneficios

Metabolismo Interno

i

PANCOSIMA

makes sense




RECEPTORES INTESTINALES AL DULCE SFFECLS

Taste receptors T1R2 and T1R3 in piglets EE gut
cells. Moran et al., 2010.

k 1

Taste receptors T1R2 and T1R3 in calves and
ruminant EE gut cells. Moran, AI-Rammabhi,
Bravo, Calsamiglia and Shirazi-Beechey

Figure 1. Ap intestinal villus with & typioal Aask-like-shoped en
teroendoorine cell mmong the surfece epithelial cells. Entercendecring

cells hewve long, slender processes that extend to the gut lumen when
they c=m detect the luminal ccmtents. The villus is & section Foo
the pig intestine, ond the entercendocrine cell is identifisd by im
mumnchistochemistry using sn smtibody to chromogranin A, Soele be
represents 10 pm

Shirazi-Beechey and others , 2011 .

Journal of Animal Science., 2010



GUTRoe
MODO DE ACCION EN EL EPITELIO INTESTINAL eFeChS

LA ABSORCION DE GLUCOSA ES CONJUNTA CON LA DE AGUA

Intestinal Lumen

1 molecule

2 molecules

260 molecule‘

water

N%
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MODO DE ACCION EN EL EPITELIO INTESTINAL SH:e'P LS

Intestinal Lumen

’ SGLT-1 . Glucose or galactose © Glucagon Like Peptide 2 (GLP2)

9 G2 4 T1R2/T1R3 0? Entericneuron 4+ Mediators

N2
PANCOSImA
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GUITRGED
MODO DE ACCION EN EL EPITELIO INTESTINAL SH-eCCS

Intestinal Lumen

, SGLT-1 . Glucose or galactose © Glucagon Like Peptide 2 (GLP2)

9 G2 4 T1R2/T1R3 0? Entericneuron 4+ Mediators

N%

( ) SUCR/AM EDULCORANTE PONCOSMA
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GUITRGED

EFFeCES
AUMENTO DEL NUMERO DE TRANSPORTADORES
DE AZUCAR EN LAS CELULAS INTESTINALES
(Results )
5 E EDULCORANTE induce mayor
E g 200+ cantidad de transportadores
» = }de Glucosa (SGLT-1):7.2
= 1 —T | veces
** =P <0.01;S. Calsa:itgrl?a, S. Shirazi—Beec;::/j‘; D. Bravo; non-lactating dairy cows

N
PANCOSMA

Moran et al., 2014 J. Dairy Sci. Falie s s6hee




AUMENTO DE LA PRODUCCION DE GLP2 SH:@IP LS

*  EDULCORANTE induce mayor produccion de GLP2

* GLP-2 es la hormona que active la supervivencia cellular y la multiplicacion
en las criptas .

L

:

3

GLP-2 secretion
(% of control)
S

g

[=]

!
Control Sucram

Moran et al., 2014. J. Dairy Sci.
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¢ Kumar et al. 2013. Frontiers in Biosci.

RECEPTORES «MULTIPLES» DE LA
MEMBRANA CELULAR

TRPs
|

v v v
B-cells Neurons Cells immnue system

(Koch Institute a MIT) ' Lillehoj et al (unpublished)

P liymphokines
Hormons Neuropeptides ymp

Neurotransmison
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RECEPTORES «MULTIPLES» DE LA

MEMBRANA CELULAR
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BIOACTIVOS QUE INTERACTUAN CON LOS
RECEPTORES TRP

C t Azlcares, . . . .
ompanentes Carbohidratos Peptonas y AA AG libres fitomoléculas
dietéticos edulcorantes

T1R2-T1R3, |CaSR, GPROs, T1R1- | FFA rec. 1-3, GPR
Receptores | TIR2-T1R3 SGLT1 T1R3, GPRC6A | 119, GPR 120

TRPV3 ‘iz\) TRPV3

Receptores TRP

P

g& TRPV2 ' TRPA1
e’ 5\ TRPV1
D e B e

Receptores: no expresados a lo largo de todo el tracto gastrointestinal

TRPMS8

i

Furness et al. 2013. Nature Reviews
PANCOSMmdA

Premkumar. 2014. ACS Chem. Neurosci
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MOCO COMO BARRERA FISICA-QUIMICA Y
ALIMENTO DE LA MICROBIOTA

Figure 1. Goblet cells reside throughout the gastrointestinal (GI) tract and are respomnsible
for the production and preservation of a protective mucus layer by synthesizing and
secreting mucins.
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ACCION DE LOS BIOACTIVOS SOBRE LOS TRP @;@Q
 TRPV1, Sistema nerviosos intestina y células Dendriticas

o Muc2 expression rel. infected
Localization of TRPV1 control (fold change)
on ENS in mouse large 150% -
intestine (immunoreactivity;
white sections) 100% -
50%
0% . ‘

uninfected CT infected CT infected +
capsicum

CLDN3 & Ocln expression rel. control in ileal mucosa

(fold change)
200%
150% -
100% - ;
50% ] I
0% - : ; , : —
Control Capsicum Control Capsicum

Localization of TRPV1

on intestinal dendritic

>
cells PONCOSMA
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EFECTO INDIRECTO DEL CAMBIO DE LA
PRODUCCION DE MOCO INDUCIDO POR
BIOACTIVOS

Lactobacillus spp. E.Coli

CFU, 10* CFU, 106
6 A 9 a
1.5 -
55 4
1
5
0.5 4
45 - 0 -

M Negative control

B Capsicum-carvacrol-cinamaldehido®

Fungi
CFU, 103

15 +

0.5 A

i

a, b, P <0.05 PANCOsSMd

* Jamroz et al., 2005 makes sense
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MICROFLORA PATOGENA “UTILIZA” LAS RESPUESTAS CELULARES

Blocked inflammatory
immune response

Antiviral potential of curcumin

Donv Mathew. Wei-Li Hsu" PQﬁcosmO

Journal of Functional Foods 40 (2018) 692-699 makes sense



MODELO BIOLOGICO: LLAVE-CERRADURA
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PAMP SON ESTRUCTURAS MOLECULARES COMUNES
A VARIAS ESPECIES DE LA MICROBIOTA

Introduction

Pathogen-associated molecular patterns (PAMP)

Innate ill'lll'll.li‘ty Microbe-associated molecular pattern (MAMP)
Viruses Gram-positive Gram-negative Fungi
bacteria bacteria Zymosan
recognition ‘ Flagellin : :
receptors : :
(PRRs) GP  DNA RNA DNA LP PG LTA | DNA Porin PG LPsS : : B—gtycan :

. . . - -
DNA sensors:
CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS, Apr. 2009, p. 240-273

i
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PRP CELULARES: TLRs ESPECIFIDAD PARA PAMPs

Di- and triacylated lipopeptides  Flagellin LPS

TLR2t1/TLR2t2
TLRILA/TLR1LB

Protease

C O LD
L]

AM. Keestra et al. /Developmental and Comparative Immunology 41 (2013) 316-323

(—ru&fm

&
PANCOSMmA

makes sense




TLRs ESTIMULADOS ACTIVAN UNA CASCADA ENZIMATICA
PRECISA QUE ACTIVA PRODUCCION LINFOCINAS

TLR2-TLR1 Influenza V
TLRS TLR2-TLR6 TLR4 PEDV
PLASMA MEMBRANE E coli
MyDas m TIRAP EMDOPLASMIC RETICULLIM
l My[D88
|RAKs +
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™K1 ()
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NFkB: ACTIVACION PARA INICIAR EL PROCESO DE SINTESIS LINFOCINAS

A) Activation of the Canonical NF-xB Pathway B) Activation of the Alternative NF-xkB Pathway
Stimuli Stimuli
| b,
- BAFF-R
TcriBer TLRs TNF-w  RANK cp30  opy LTBR CD40

el
V4

k)

Proteasomal
degradation

IL1-b
IL-6
IL-15
TNF
INTERFERON

Gene transcription



BLOQUEO DE LA PRODUCCION DE INTERFERON POR
LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES DE VIRUS

TNF
llb-1 llb-1
IL- 6 IL- 6
IL- 15 IL- 15
IL- 8 IL- 8

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus Induces
Interleukin-15 through the NF-xB Signaling Pathway

17 R Qun,** Hewos D * b o b Tang ™ s Wbl g™

Fang et al. Virology Journal 2012, 983

Pig immune response to general stimulus and to
porcine reproductive and respiratory syndrome
virus infection: a meta-analysis approach

Badaoui et al. BMC Genomics 2013, 14:220

MyD88-dependent
pathway

Proinflammatory
cytokines

03

Chen Lu, 2007



PED EFECTOS DEL CONTROL DE LA RESPUESTA CELULAR
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EFECTOS SECUNDARIOS DE
LA INFECCION POR PEDV

PEDV induce mortalidad de células
caliciformes.
Implica menor produccion de moco

Menor cantidad de moco causa reduccion
De productos bacterianos (AGV)

Se reduce a su vez la UNIONES FUERTES
Entre enterocitos

Permite infecciones secundarias

Please cite this article in press as: Kwonil Jung, Linda J. Saif, Porcine epidemic diarrhea virus infection: Etiology, epidemiology, pathogenesis and immunoprophylaxis, The Veter-
inary Journal (2015), doi: 10.1016/j.tvjl.2015.02.017



EFECTOS PROBADOS DE LOS BIOACTIVOS EN LAS RUTAS DE RESPUESTA A PRP

A) Activation of the Canonical NF-xkB Pathway B) Activation of the Alternative NF-xB Pathway

Stimuli

| @ Reduccion de v
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DIFERENTES MOLECULAS INHIBIDORAS DEL RECEPTOR TLR4

Sintéticas

OoH

(HO)OPO
Oy O

o {a}

HxCos  CyyH, :
8-(015‘!!

”‘CD\,TTWVV | Naturales

Figure 2.

Pictomnal representation of the TLR4 receptor complex (including MD2 and CD14 co-
receptors) and some natural (green background) and synthetic (blue background) TLR4
ligands.

Byron J, 2005. H5N1 Avian Flu Virus Therapy. Conventional and
Herbal Options. www.med-owl.com/herbal-antivirals/
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BIOACTIVOS: INHIBICION DE REPLICACION VIRAL

Constante de Inhibicion Viral
1600

1400
1200
1000
800
600

400

., 1R

Theaflavin Curcumina Eugenol Carvacol

Zhu HT, Bian C, Yuan JC, Chu WH, Xiang X, Chen F, Wang Cs, Feng H, Lin JK (2014) Curcumin
attenuates acute inflammatory injury by inhibiting the TLR4/MyD88/NFkB signaling pathway in
experimental traumatic brain injury. J. Neuroinflamation 11:59



BIOACTIVOS: CURCUMA DISMINUYE EL
DESARROLLO DEL VIRUS DE INFLUENZA

Table 1. Virus yields in embryonic eggs infected with influenza virus pre-treated with curcumin.

Curcumin (+) Curcumin (=)
Yield of virus progeny: HA titer (2") Yﬂddﬁummm
Virus used 18 hpi 24 hpi 18 hpi 24 hpi
50 pfu 0.00 0.00 0.00 825+1.1
5000 pfu 0.00 0.00 55£058 975126
 S—

*The values of HA titer represent the mean + S.EM. for four independent experiments,
dok:10.1371/journal pone 00624821001

Inhibition of Enveloped Viruses Infectivity by Curcumin

Tzu-Yen Chen'®, Da-Yuan Chen®™, Hsiao-Wei Wen’, Jun-Lin Ou’, Shyan-Song Chiou’, Jo-Mei Chen’,
Min-Liang Wong', Wei-Li Hsu®*

May 2013 | Volume 8 | Issue 5 | e62482



BIOACTIVOS EN LA EXPRESION DE TLR

Pat[m_gen_f o 2 S LPS from Gram - bacteria

=Y

TLR".

. 7 C'y‘fomasn-uc Tail [

E. coli J

TLR4 expression rel. control in ileal mucosa (fold change)

140% - *
120% -
100% -
80% -
60% -
40% -
20% -

0%

infected +
capsicum

uninfected + infected CT

Capsicum

uninfected CT

* P<0.05
Liu et al. 2014. Journal of Animal Science 92:2050
Liu et al. 2014. Journal of Animal Science 92:3426
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» TLR4: toll like receptor targeting
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XTRACT® Nature para influenza aviar

Experiencia America Latina

2015 PSA
Annual Meeting
Galt Howse Fatel
Lainitls, Kercnor

Tuly 27-30
Thasted by the Univessiny o Raanucky

Effect of dietary oleoresins on the performance of broilers experimentally

challenged with avian influenza virus

A. Casarin, Prashant K. Mishra*, R. Garcia-Ortega and P. A. Sdnchez, Grupo Nutec, México.
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BIOACTIVOS EN LA EXPRESION DE EFECTOS VIRALES

- weaned piglets (6.3 kg BW)
[ PRRSv — cha//enge mode/ } -0 vs 10 g/t capsicum oleor vs 10 g/t turmeric oleor.
G:FOto 14 DPI - sham group vs. challenge with PRRSV
Rectal temperature, °C 0.7 -
410 7 = control m— Caps
—— PRRSV === PRRSV+caps 0.6 -
405 — 0.5 B
* a
0.4 -
40.0 -
0.3 -
| 0.2
39.5 #: significant effect of infection (P < 0.05)
* . significant effect of Caps in infected groups (P < 0.05) 0.1 -
39.0 T T T T 1 0 |

T
0 4 7 9 Uaﬂ post mrect@p
Control Capsicum oleoresin Turmeric oleoresin

] N>
v » a,b, P<0.05 PANCOSIMmd

Liu et al. 2013. Journal of Animal Science makes sonse




BIOACTIVOS EN LA EXPRESION DE EFECTOS VIRALES %,!

*  Weaned piglets (7.8 kg BW at 21d) ﬁ X
* 0vs 10 g/t capsicum oleor vs 10 g/t turmeric oleor.
*  Control group vs. challenge with PRRSV

* CRP : Proteina C — reactiva, CRP es usada e Ct El valor de Ct es inverso a la cantidad de
principalmente como una marcador de la virus *
inflamacion.
CRP 14 DPI (ug/mL Viral load in serum 14 DPI, Ct
0 24.5 ~
] 24 - a
45 - a
40 4 i 23.5 .
35 - S 23 -
30 - b 22.5
25 22 b
20 - 21.5 -
15 4 21 -
10 20.5
5 _
o . 20 : \
Control Capsicum Turmeric Control Cap5|cu_m Turmer'lc
oleoresin oleoresin

i

a,b, P<0.05 PAONCOSMAd

Liu et al. 2013. Journal of Animal Science makes sonse




BIOACTIVOS EN LA EXPRESION DE EFECTOS VIRALES

PRRSV = Porcine Reproductive &

- Weaned piglets (initial BW = 7.8 kg) Respiratory Syndrome Virus (in Lungs)
- 0 vs 50 g/t XTRACT® Allium XL

- Intranasal Challenge with PRRSV after 7 days of trial (= 0 Day post infection, DPI)

ADG 0-7 DPI (g) G:F0-7 DPI (g/g)

350 - 0.6 -
300 05 -
250 1 0.4 -
200 -

0.3 A
150 -
100 4 0.2
50 - 0.1 A

0 . 0 .
Negative control XTRACT® Allium XL Negative control XTRACT® Allium XL
PRRSV challenge PRRSV challenge
&
© % P<005 PANCOSMAdA

makes sense

¢ Lliuetal., 2011



SUMARIO

* Receptores moleculares en el exterior e interior de las células son
necesarios para activar respuestas especificas cuando se les estimula

* Las células enteroendocrinas del intestino con receptores a los azucares y
AGV son indispensables para la multiplicacion de los enterocitos

* Los receptores TRP en las membranas producen respuestas celulares
diversas. En el intestino estan relacionados (TRPV1) con la produccion de
moco. El moco es indispensable para el control de la microbiota

* Los receptores de Patrones Moleculares de Patogenicidad (como los TLR)
estan relacionados con la respuesta del sistema inmune a los patoégenos
que presentan los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos

N2
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SUMARIO

* Los virus como PEDV, SIV, PRRS controlan la respuesta provocada al estimular
TLR de manera que se incremente la produccion de NFkB

* EI NFkB deberia aumentar la produccion de varias interleucina, sin embargo
estos virus bloquean la produccion de Interferon lo que aumenta su posibilidad
de atacar mas células

* El NFkB si aumenta la produccion de linfocinas que incrementan el proceso
inflamatorio (aumento de temperatura, disminuciéon de consumo de alimento),
producen la muerte celular por apoptosis (epitelios respiratorio e intestinal)
permitiendo infecciones secundarias

* Los BIOACTIVOS pueden interferir la capacidad de adhesion de los virus y
también disminuir la activacion de enzimas que llevan a la activacion de NFkB
Estos efectos reducen el daifio provocado por los virus como se ha demostrado
en numerosos trabajos. El efecto es DOSIS DEPENDIENTE.

N2
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makes sense




Integracion de los factores de la inflamacion para comprender su modulacién:
Mensajeros celulares, Necrosis-apoptosis, Proteinas de fase aguda,
Omegas 3y 6, Estrés oxidativo.

Raul Ricardo Aguila Reyes.
MVZ, EPAP, MC.
Para ECO ANIMAL HEALTH.

CONTEXTO.

Los vertiginosos avances tecnoldgicos han provocado la hiper especializacién de las ciencias, pero esto ha fragmentado
el conocimiento de tal forma que: a mayor conocimiento del detalle (>), menor conocimiento del todo (<); y
lamentablemente, esto lleva a la pérdida de practicidad. Por otro lado, los temas resultan ya muy complejos, pero los
cientificos investigadores casi no se esfuerzan en comunicar sus conocimientos, en forma didactica, al resto de
profesionistas que irremediablemente estan conectados con dichas materias, pero que por obvias razones no dominan.

La presente conferencia se ha preparado para afrontar dos enormes retos:

1) Integrar en muy poco tiempo de exposicién (50 minutos), los diferentes factores que intervienen en la
inflamacion, esto con el fin de comprender los alcances del término “modulacion de la inflamacién”. Este
término, que resulta ambiguo, es citado frecuentemente como beneficio de diversos aditivos alimenticios con
muy diversos mecanismos de accion; sin embargo, en mi opinién no se explica con la suficiente claridad al
gremio de veterinarios (lo he sufrido “en carne propia”). Por cierto, modular no significa atenuar, significa
modificar o variar (agregar o disminuir algo, todo depende de las condiciones y del objetivo).

2) Explicar con claridad. Esto requiere esforzarse al maximo, y es que, se necesitan conocimientos previos de
guimica, bioquimica, metabolismo, fisiologia, patologia, inmunologia, etcétera, que muchas veces ya han sido
olvidados, nunca fueron bien comprendidos 0, necesitan actualizacién por parte del veterinario. Una frase
atribuida a Albert Einstein ilustra muy bien el reto en cuestion: “No entiendes realmente algo... a menos que
seas capaz de explicarselo a tu abuela”.

Los temas son complejos y bastos, el enfoque que aqui se da es el de: comprender las bases.
INFLAMACION.
Es un tema bésico de patologia estudiado en la licenciatura de Medicina Veterinaria, entonces sélo bastard un pequefio

recordatorio; sin embargo, al igual que en todas las ciencias bioldgicas se han dado enormes avances en fisiologia
molecular.

Inflamacion y muerte celular. Este esquema relaciona la inflamacién con la
_ y _ Quimicos muerte celular porque se abordard mas
iLa inflamacién es un mecanismo de v : adelante. Confio en que cualquier veterinario
defensa, intrinsicamente no es mala, no enenos. — comprende este esquema de primera vista.
suprimirlal Toxinas. Fisicos
Frio. Y .
/ c:f;r_ 1) Hay factores biolégicos que directamente
Biolégicos Rayos UV. provocan inflamacion pues, por su sola
Virus. ) ) presencia son reconocidos como extrafios.
Hongos. | INFLAMACION* 4 Necrosis.
Bacterias. “-itis” Trauma. 2) Hay otros factores que provocan muerte de

Alteraciones ] ]
vasculares 3) Es importantisimo recordar que la

* Respuesta defensiva inespecifica/ para aislar y Alteraciones :jn f::am aCIOI’]b e_s u_n _m gcan ismo de
destruir al agente agresor y/ reparar el tejido dafiado. | ;nmunitarias efensa (sobrevivencia), |ntr|nS|Came_nt§‘ no
* Puede lesionar tejidos sanos. es mala, entonces no se debe suprimir.

Pardsitos. Cpos. extr. células (necrosis) y esto desencadena la
\ respuesta inflamatoria

* “Encender fuego”.




Ya los sabios griegos reconocian los 4 signos cardinales de la inflamacion: Calor, rubor, dolor, tumor (“hinchazén”); en
el siglo XIX se agreg6 el quinto factor: pérdida de la funcion.

Existe la inflamacion aguda (cambios hemodinamicos y de la permeabilidad vascular, leucocitos y ciertos mediadores
de la inflamacion); y la inflamacién crénica (macréfagos, linfocitos, células plasmaticas, etc. y también, ciertos
mediadores de la inflamacién). Es en el tema de los mediadores (mensajeros) de la inflamacién donde la ciencia sigue
avanzando y tratando de manipular la inflamacion, incluso a nivel de genes (para lo cual también ciertos aditivos
proclaman generar respuestas favorables).

Los procesos secuenciales de la inflamacion aguda se sintetizan asi:

—_—

1. Cambios de flujo y calibre vascular.

2. Aumento de permeabilidad vascular.

@ Mediante

3. Reclutamiento de leucocitos a los sitios de infeccion. =— mensajeros

quimicos*.

4. Reconocimiento de microbios y tejido muerto.

U

5. Eliminacién de agentes lesivos.
(Mediante fagocitosis y ERO). —

*Se han descrito muchos mediadores y todavia no se comprende por completo cémo funcionan de forma coordinada.
Cuando Lewis describio la importancia de la histamina en la inflamacién, se pensaba que un mediador era suficiente.
jAhora nos asfixia el nUmero de los mismos! Sin embargo, a pesar de este gran niumero, es posible que unos pocos
mediadores sean los més importantes para las reacciones de la inflamaciéon aguda in vivo. La redundancia de
mediadores y sus acciones garantiza que esta respuesta protectora sea robusta y no sea posible alterarla con facilidad.

En la préactica clinica, la causa de la inflamacion determina si el objetivo terapéutico debe ser reducir o inducir la
inflamacion. Todo depende, por ejemplo:

1. En las infecciones, el tratamiento se enfoca en aumentar la respuesta del hospedador y eliminar la infeccién, lo
gue justifica la costumbre de emplear compresas calientes y hacer gargaras en casos de faringitis (dolor de
garganta).

2. Enlos traumatismos y las enfermedades inflamatorias crénicas, la inflamacién no tiene un objetivo Gtil y se trata
de reducirlo mediante la aplicacion de frio (en los traumatismos) y farmacos antiinflamatorios.

3. En algunas localizaciones, como la cérnea, puede ser deseable suprimir incluso la inflamaciéon aguda para
garantizar que se mantenga la transparencia corneal.




MENSAJEROS DE LA INFLAMACON.

Son pequefias moléculas con funciones muy especificas, hay receptores para ellos en membranas de otras células.

Por su naturaleza quimica se clasifican asi:

1) Lipidos (Omega 6 > acido araquidénico - eicosanoides).
1. Prostaglandinas.
2. Leucotrienos.
3. Trombohexanos.

2) Aminoacidos modificados = aminas vasoactivas:
1. Histamina (del aminoéacido histidina).
2. Serotonina (“suero” del aminoacido triptéfano).

3) Pequefias proteinas.
1. Citocinas.
2. Factores de crecimiento.
3. Interleucinas.

4) Otros: Oxido nitrico, ROS, Lisozima, Neuropéptidos.

Efecto en inflamacion. Mediador.

1 | Vasodilatacion. Prostaglandinas.

Oxido nitrico.

Histamina.
2 [ Aumento de la Histamina y Serotonina.
permeabilidad vascular. | C3ay Cba.

Bradiquinina.

Leucotrienos C4, D4, E4.

Factor Activador de plaquetas (PAF).
Sustancia P.

3 | Reclutamiento y TNF, IL-1.

activacion de leucocitos | Quimioquinas.

(quimiotaxis). C3ay Cbha.

Leucotrieno B4.

Productos bacterianos (como péptidos N-

formilmetil.
4 | Fiebre. TNF, IL-1.
Prostaglandinas.
5 | Dolor. Prostaglandinas.

Bradiquinina.
Sustancia P.

Enzimas lisozomiales de los leucocitos.
Especies de Oxigeno Reactivas (SOR).

6 | Dafo tisular.

Ejemplo de participacion de mensajeros de la inflamacién.

En el cuadro de la izquierda se
anotan ejemplos de mensajeros
celulares clasificados por su efecto
en la inflamacion.

Queda claro entonces, que un mismo
efecto se consigue con diversos
mediadores; y por tanto, se deriva de
diversos procesos; por ejemplo, el
dafio a células se puede producir por
la lisozima vertida por los leucocitos
o bien, por los SOR (Especies de
Oxigeno Reactivas), tema que se
tratara mas adelante como Radicales
Libres y Estrés Oxidativo.

Las bacterias Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuroneumoniae provocan una neumonia auto perpetuante

y por tanto crénica:

Colonizan los pulmones de los cerdos - Liberan leucotoxinas > Lisis de neutréfilos y macréfagos - estos liberan
mediadores proinflamatorios: IL-1a, IL-18, IL-6, CXCL-8 (sinénimo de IL-8) y leucotrieno B4 - Llegan mas neutréfilos
y macréfagos que son muertos por las leucotoxinas > liberan mas mediadores proinflamatorios...se reinicia el ciclo.

Entonces, no cesa la inflamacién > no se puede reparar el tejido, se mantiene la pérdida de funciébn - retraso del
crecimiento del cerdo. En este caso especifico es deseable atenuar la inflamacion porque resulta perjudicial para el

cerdo.




NECROSIS, APOPTOSIS Y EFEROCITOSIS.

Hay dos términos relacionados con la muerte celular, las diferencias importantes se muestran a continuacion:

&l

MUERTE CELULAR.

enzimas = autolisis, A
escape de organelos | Nen (noruptura nosalidade o Dos razones de la apoptosis:

1. Necrosis. 2. Apoptosis. Sobre apoptosis se ha avanzado mucho:
« Patolégica. . Fisiolégico y patolégica. e lLa a}popt93|s es muerte celular programada y
delimitada:
Se hinch dest o Controlada genéticamente (“suicidio celular”).
* o€ hincha, se Gestruyen| . g pycleo se encoge i ~
las membranas (de célulay | ¢, o e 8 Ia: o Desencadenado“por c:rte:s sefiales celulares y
organelos) = salida de g y P que avanzan en “cascadas”.

membranas se mantie-

(proteinas) > Fagocitosis. elementos) = Eferocitosis. « Eliminacién de células en exceso (fisiolégica: ejemplo,
formaciéon de dedos en humanos al desparecer
* Atrae componentes de| |+ No inflamacién intensa, membranas interdigitales).
inflamacién intensa, mas| | o dafio de tejidos. « Eliminacién de células peligrosas (patolégica: células
dafio a tejidos. infectadas con virus, micoplasma, cancerosas, etc.).

Eferocitosis. Es un término relativamente nuevo y con caracteristicas de gran interés practico.

La eferocitosis es la “fagocitosis” de las células apoptéticas.
Se realiza antes de que se destruyan las membranas y se viertan los contenidos (necrosis).
Entonces, con la eferocitosis se atenla la inflamacidn y se hace posible la reparacion de los tejidos.
Por ejemplo, el antibiético Tylvalosina induce apoptosis de los neutréfilos y macréfagos porcinos y promueve la
eferocitosis...
Es decir, mediante esta ruta, la Tylvalosina evita la inflamacion intensa y permanente, y asi, la recuperacion del
pulmén es mas rapida en la infeccién por Mycoplasma hyopneumoniae (Neumonia Enzodtica Porcina).
La eferocitosis de los neutrofilos (promovida por la Tylvalosina), desencadena cierto tipo de macréfago
antiinflamatorio que:

a) Reduce los mediadores PRO-inflamatorios, como: IL-6, CXCL-8 (interleucina 8), IL1alfa y TNF-a.

b) Promueve mediadores ANTI-inflamatorios como: TGF-$, LXA4 e IL-10.
La Resolvina RvD: disminuye la acumulacion de neutréfilos en el pulmén, reduce el edema e inhibe la produccion
local de mediadores proinflamatorios (muy importante en la auto-resolucion de la neumonia bacteriana
gramnegativa).
Usando Tylvalosina y leucocitos porcinos como un sistema modelo, se demostré que se promueve la apoptosis
y eferocitosis de neutréfilos vy, se inhibe la produccion de LTB4 proinflamatoria mientras se induce la sintesis
de Lipoxina LXA4 y RvD: ; todo esto independientemente de las acciones antimicrobianas de la Tylvalosina.




PROTEINAS DE LA FASE AGUDA DE LA INFLAMACION.

Importancia practica.

Se ha propuesto que pueden usarse como marcadores tempranos de que existe inflamacion en el animal para; 1)
Detectar enfermedades subclinicas, 2) Evaluar la eficacia de antibidticos y vacunas (+/- inflamacion), 3) Evaluar el nivel
de bienestar animal (asociado a estrés), Etcétera. Su medicion supera a la tradicional medicién de niveles de leucocitos
como indicadores de infeccion; sin embargo, después del “bump” de su aparicién (mas de 15 afios), parece que ha no
prosperado su uso.

¢Cuando se producen?

Durante la fase temprana (aguda, inmediata) de la inflamacién hay aumentos muy marcados en la concentracion de
ciertas proteinas plasmaticas. Dicha fase aguda se caracteriza por: 1) Ser muy rapida (antes de que se presenten
signos clinicos en el animal), 2) Ser compleja, 3) Ser inespecifica (es una respuesta primaria general de la inflamacién
sin importar la causa); por tanto, no es Gtil para diagnosticar enfermedades concretas, 4) Depender de la especie,
por ejemplo: en el cerdo es muy importante la CRP, pero en el gato no se eleva en la inflamacion).

Las causas de inflamacion, y por tanto, de produccion de Proteinas de la Fase Aguda (PFA) pueden ser: Infecciosas,
inmunoldgicas, neoplasicas, traumaticas. Son Producidas en higado por estimulacién de citocinas proinflamatorias. En
cerdos las principales son: Haptoglobina, Proteina C Reactiva (CRP), Proteina de fase aguda principal del Cerdo (Pig-
MAP). Como se apuntaba, se pretende darles uso practico como biomarcadores tempranos, pero generales, de la
infeccion y la inflamacion, asi como del estrés por transporte y vigilancia de rendimiento productivo.

Clasificacién de las PFA.
Con base en el aumento o decremento de su concentracion en la respuesta inflamatoria se clasifican como “Positivas”
0 “Negativas” respectivamente; pero ademas las PFA positivas, de acuerdo a la magnitud de su respuesta, se clasifican
en “Moderadas” (2 a 10 veces mas) y en Mayores (10 a 100 veces mas). En el cuadro siguiente se anota esta la
clasificacién con ejemplos.

Por su respuesta en inflamacién. | Magnitud de la respuesta. Ejemplos de PFA
POSITIVAS. Haptoglobinas (HP).
Aumentan su concentracion. Pig-MAP.

Moderadas.

Glicoproteina Acida Soluble (AGS).

2 a 10 veces mas i
Ceruloplasmina.

Fibrinégeno
Mayores. Proteina C Reactiva (PCR).
10 a 100 veces mas Amiloide A Sérica (SAA).
NEGATIVAS Albumina.

Bajan su concentracion Apolipoproteina Al (Apo-Al).

Transferrina.

Cuadro construido a partir del texto en: Cerdn J. et al SUIS N° 127, mayo 2016 n 15

Ejemplo comparativo de la respuesta de las PFA.

80 — Mayores
70 —
60 —
* Las PFA mayores se elevan mucho, lo hacen
50 — rapidamente, pero casi no permanecen y bajan su
40 - concentracion muy rapido.
30 — » Las PFA moderadas se elevan poco, tardan mas
§ 90 en alcanzar su maximo, pero permanecen mas
8 tiempo altas y regresan en forma gradual.
B 10— Moderadas
3 e
S 0 Fuente: Cerén J. et al SUIS N°127, mayo 2016 n 15

Dias 5




Ejemplos de casos reales, de campo y experimentales, de medicién de PFA.

Casos de campo o experimentales
donde se han medido a la vez PFA.
ESTIMULO o PFA .
Clal  \NFLAMATORIO ANO | estudiada | PO |Aumento
Inyeccion de SAA Mayores 6
. CRP Mayores 18
1 Turi):;)tlna 2007 Pig-MAE Moderada 4
Haptoglobina|Moderada 2
CRP Mayores 71
Mycoplasma SAA Mayores 7
2 2006 -
hyopneum. (campo) Haptoglobina|Moderada 17
Pig-MAP | Moderada 3
CRP Mayores 7
. 1998 |Haptoglobina|Moderada 26
3 Actynobscnlus pl. Igig-gMAP Moderada 13
() 2003 SAA . Mayores 800
Haptoglobina|Moderada 8
CRP Mayores 3
4 P(Fés)s 2016 |Haptoglobina|Moderada 2
Pig-MAP Moderada| No dif.
. . SAA Mayores 40
Virus influenza porcma CRP Mayoies 8
5 + P. Multocida. 2013 -
(Ex) Hap.togloblna Moderada 4
Pig-MAP Moderada 4

Este resumen de varios trabajos de
medicion de las PFA sirve para ilustrar el
aumento de las PFA Mayores vy
Moderadas.

Vemos que para cada enfermedad o
desafio inflamatorio:

1) Se detectan incrementos
evidentes.

muy

2) Pero una misma PFA varia
considerablemente entre
enfermedades; por ejemplo: la
CRP, clasificada como PFA Mayor,
tuvo valores de 3, 7, 8, 18, 71.

También es un caso similar la
Haptoglobina (PFA Moderada): 2,
4,8, 17, 26.

Tal vez esta gran variacion ha creado
incertidumbre para las aplicaciones
practicas sugeridas para la PFA.

Adaptado de: Cerdn J. et al SUIS N°127, mayo 2016 n 15




ACIDOS GRASOS OMEGA 3Y 6.

Contexto.

Los “Omega 3 y 6” son muy populares porque constantemente se mencionan por television como atributo de ciertos
ingredientes que benefician la salud humana y canina. Pareciera que son “todo poderosos”, pues “todo lo resuelven”:
la “mayor” inteligencia de los bebes (y los cachorros), la fertilidad, el envejecimiento, los problemas cardiacos, problemas

de piel (y pelo en perros), etcétera. En todo esto hay “verdades a medias...

0 medias mentiras; es necesario

entenderlos y acotarlos; porque tienen que ver mucho con la modulacion de la inflamaciéon y de la respuesta

inmunoldgica.

Es una verdad total que la nutriciéon juega un papel importante en la modulacién del sistema inmunoldgico de los
animales. La inmunomodulacién se refiere, tanto a la supresién, como al aumento de la respuesta inmunoldgica. La
supresién de la funciéon del sistema inmunoldgico es importante en los casos de excesiva inflamacién o enfermedad
relacionada con inmunologia. El aumento de la respuesta inmunolégica es de ayuda cuando se necesita aumentar la

resistencia a una enfermedad.

¢ Qué son los Omega 3y 6?

1CH2—0H COOH - CH,- CH,- CH,- CH, - CH,- (CH,),- CH,- CH, - CH,

o B Y ) € ®»

2CH—O0H COOH - CH,- CH,- CH,- CH,- CH,- (CH,),- CH,- CH,- CH,

o B Y & € ®»

3CH OH COOH - CH,- CH,- CH,- CH, - CH,- (CH,),- CH,- CH, - CH,

2 o By & e ®
Glicerol Acido graso (cadena de carbonos con grupo carboxilo).

&Y qué son las “dobles ligaduras”?

Son parte de los aceites y grasas simples. Una
molécula de éstas esta constituida por un triacilglicérido
(mal llamado triglicérido); es decir, una molécula de
glicerol (alcohol glicerina, 3 carbonos) + 3 moléculas de
acidos grasos. Los acidos grasos varian segun su
numero de carbonos y segun el numero de “dobles
ligaduras” (insaturaciones que poseen).

daany presenta onire. dos. carbonos. adyacentes
o= e-z-?-?~. ?‘ﬁ"?‘?'t}'?-c—c“" Acido paimitico (C,sH,,COOH) + = H,0 p . ,y
MHAHAAARAAAG A A e cuando, a cada uno les falta un hidrégeno, es
HHHHHHEHBHHEH HHHH decir, cada uno tiene un electron
¢ ﬁ‘-."f"i":‘;‘,'-»??;‘?‘i'r'?-?‘?-9—9—9—?-‘.9'—‘?-H Acido estsdrico (C,HsCOOH) + {5 “desocupado” en la ultima “érbita”. Esto los
f 1 1 i wEn " 3 t .

H *H ARHRAARRA AR R (oo hace muy propensos para reaccionar con
i _g HH -n:g g.l‘ilf H . Dos carbonos insaturados ©OXigeno (oxidacion), pero tamblen hace que
T Azﬂ’r".ﬁ'f&‘:ci‘.i‘, 'V,e,‘-‘" % > (les falta un hidrégeno a cada  S€ curve la molécula de &cido graso, asi,
—— ’}Qw'{*.i,‘?',, uno = “doble ligadura”). cuando estos &c. grasos forman parte de la

Molécula de triglicérido (grasa) L S . o
Vh Gl P membrana celular, le confieren flexibilidad a

&2 . ’ .
~’¢& o dichas membranas y asi, pueden ejercer

{monoinsaturado)

.Q', "’ Acido oleico (C,,H,COOH) + | H,0

mejor sus funciones.

Las dobles ligaduras son necesarias para la fisiologia celular, (no son “accidentes”), de hecho, por medio de enzimas
desaturasas se insertan dobles ligaduras, ahora bien, la sintesis de dichas enzimas esta dictada por el cédigo genético
de microorganismos, plantas, animales. Las dobles ligaduras se “insertan” en determinados carbonos para dar origen
a los “famosos” omega 9, omega 6, omega 3, ac. araquidonico, EPA, DHA, etcétera.

En el cuadro de la derecha se muestra la
composicion de &cidos grasos de ciertos

ingredientes para alimentacion.  Los Grasa o aceite |Saturados Monc;icl;llzia:g;'ados Poolmesa;u(;adgs ;gl:: Total
aceites vegetales destacan por su alto Manteca. 22% 1% 1‘(‘12% Y 1% | 96%
contenido en acidos grasos Sebo. 52% 36% 4% % | 92%
polinsaturados (18 carbonos y 2 y 3 Aceite canola. 5% 56% 30% 4% | 96%
insaturaciones o “dobles ligaduras”). El Aceite soya. 14% 23% 58Y% 0% | 95%
aceite de pescado de arenque contiene Aceite maiz. 13% 24% 60% % | 97%
46% de acidos grasos insaturados de Aceite pescado 29% 12% 2% 46% | 89%
mas de 20 carbonos), los peces marinos arenque.

de agua fria consumen algas y éstas son
fuentes de dichos &cidos grasos.




Importancia de los acidos grasos esenciales.

1)

2)

3)

4)

5)

El organismo no los sintetiza (carece de la enzima para insaturacién necesaria y/ o elongacion de la cadena de
acido graso, es decir aumento del nimero de carbonos en la cadena). Entonces, se tienen que ingerir en la dieta;
pero hay que matizar: se necesitan en relativamente pocas cantidades y, una ingestion alta de estas moléculas no
produce mas ventajas; por ejemplo, los nifios o cachorros no son mas inteligentes, como proclaman ciertos
productos en la televisidn, el problema es que la deficiencia de dichos acidos grasos, si puede provocar problemas
de desarrollo neuronal (todo un tema).

Son precursores de moléculas funcionales de muy diversa indole.

Son parte importante de las membranas celulares y de organelos celulares (los acidos grasos insaturados se curvan
y esto da flexibilidad a las membranas lo cual optimiza sus funciones: transporte, regulacién metabdlica, etc.); por
cierto, el colesterol provoca rigidez de las membranas.

Como cualquier grasa, son fuente de energia, pero esto seria un desperdicio cuando hay otras prioridades.

Para el tema que se aborda en este documento hay que destacar que, son precursores de varios tipos de
mensajeros quimicos: 1) Trombohexanos, 2) Leucotrenios y 3) Prostaglandinas, 4) Prociclinas, y ya que
estamos integrando la “modulacion” de la inflamacién, es necesario revisarlos; comenzaremos por su estructura
guimica para comprender sus funciones. Nota: también intervienen como inmunomoduladores, pero esta fuera del
objetivo de este escrito.

Nomenclatura.

e Los acidos grasos quimicamente se nombran con base en:

1) Elndmero de carbonos (se cuentan todos los carbonos incluyendo el del grupo carboxilo COOH-, y el
del grupo metilo terminal (CH3).

2) Elcarbono alfa es el del grupo carboxilo y el carbono omega es el del grupo metilo terminal. Hay dos
nomenclaturas que difieren en el orden en que numeran a todos los carbonos del acido graso (ver
més adelante).

3) El nimero de dobles ligaduras (insaturacion = donde hace falta un hidrégeno = doblez que le da
flexibilidad a la molécula de acido graso).

e Haydos nomenclaturas para designar donde estan las dobles ligaduras (nomenclatura omega y nomenclatura
delta). Ambas nomenclaturas indican el nimero de carbonos y el nimero de dobles ligaduras, pero la diferencia
es en que numero de carbonos se ubican las dobles ligaduras (porque el orden de conteo de los carbonos es
diferente). Para los quimicos, ambas nomenclaturas tienen sus ventajas y se usan las dos para explicar accién
de enzimas y metabolismo.

1) Nomenclatura Omega. El carbono 1 es el carbén omega (el del grupo metilo terminal), se nombra la
posicion de la primera doble ligadura a partir del carbono omega. Tomaremos como ejemplo el &cido
graso de 18 carbonos (sin dobles ligaduras = saturado), llamado &cido estearico. A partir de este:

a) Acido oleico. La primera doble ligadura aparece en el carbono 9 y entonces, al 4cido oleico
también se le conoce como omega 9. No es esencial, asi que pocas veces se menciona. De
todos modos, se encuentra en la dieta (grasas y aceites).

b) Acido linoleico. Ademas de la ligadura en el carbono 9 aparece otra en el carbono 6, entonces
se nombra como omega 6. Si es esencial. Entonces, el omega 6 tiene doble ligadura en el
carbono 3y en el 6.

c) Acido linolénico. Ademas de las ligaduras en carbono 9y 6, aparece una tercer doble ligadura
en el carbono 3 y se conoce como omega 3. También es esencial. Entonces, el omega 3 tiene
triple ligadura en el carbono 9, 6 y en el 3.

Ver esquema siguiente sobre acidos grasos insaturados Omega 9, Omega 6 y Omega 3.
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Omega 6 = Acido Linoleico (dos dobles ligaduras) 18:2n:6
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H

Omega 9 = Acido Oléico (Una doble ligadura) C18:1n9

H

OH-C-C-C-C-C-C-C-C-C=C-C-C=C-C-C-C-C-C-H Carbbnomega

H

H

OH-C-C-C-C-C-C-C-C-C=C-C-C=C-C-C=C-C-C-H carb6nomega

H

Omega 3 = Acido Linolénico (3 dobles ligaduras) C18:3n3

2) Enlanomenclatura omega, primero se menciona el numero de carbonos (C), después el total de dobles
ligaduras y al final la_posicién de la doble ligadura mas cercana al carbén omega (contando desde el
carbono omega). Asi, el acido linoleico u omega 6 es: C18:2n:6 (s6lo se menciona la ligadura del
carbono 6 porque se sobreentiende que la primera doble ligadura esta en el carbono 9).

3) Nomenclatura Delta: Se cuentan los carbonos a partir del carbono del grupo COOH-. Primero se da
la posicion de las dobles ligaduras, después el nimero de carbonos y después el total de dobles
ligaduras (confuso). Asi, el acido linoleico u omega 6 es: A9,12.18:2 (recordar que el nimero de
carbonos (9 y 12) es diferente porque estan numerados en orden diferente).

Comparativo de numeracion de carbonos en nomenclatura Omega vs Delta.

Segun el total de carbonos del

Numeracion de carbonos seguin la nomenclatura

18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

O«

acido graso cambia el numero
de carbono de la nomenclatura
Delta con respecto a la
nomenclatura Alfa.

Omega

H

OH-C-C-C-C-C-C-C-C-C=C-C-C=C-C-C=C-C-C-H | Por ejemplo, para el acido

»H Linolénico la ligadura del

Afa 23 4 5 6 7

carbono 6 (Omega) equivale al
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 carbono 13 (Delta), pero para

una cadena de 20 carbonos,

Omega 3 = Acido Linolénico (3 dobles ligaduras) C18:3n3 ese mismo carbono 6

(Omega), ahora es carbono 15
en Delta.




Quimicay funcionalidad.

e Enlos mamiferos los acidos grasos esenciales son poliinsaturados, con la doble ligadura en configuracién
cis. La doble ligadura en configuracién trans no es compatible con la actividad de los acidos grasos esenciales
pues, cambia la configuracion espacial (ver esquema abajo).

e Estrictamente, la nomenclatura omega sélo aplica para las dobles ligaduras cis.

En el esquema de la izquierda, dos
moléculas de acido linolénico con 18

Isomeria Cis

17 15 13 12 10 9 7 5 3 .

OOH carbonos, 2 dobles ligaduras. En
H, QNM/‘\/.\/‘\A nomenclatura Delta, la posicion de la
18 16 14 1 B 8 4 2 segunda doble ligadura es diferente; En
ACIDO LINOLEICO (&cido 9,12-octa decadienoico) “Cis" esté en IOS Carbonoslz y 13 y en
“trans” esta en los carbonos 11y 12,; es
isomeria trans decir, en ésta Gltima, sélo hay un carbono
16 14 12 ' M 9 8 6 4 2 saturado entre ambas ligaduras; en
H.® ®O00H cambio en la “cis” son dos carbonos
18 17 15 13 10 7 p 3 3 saturados (Entre aeras doble§ ligaduras.
Cambia el “doblez” de la molécula; y por

ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (acido 10,12 octa dienoico) tanto, cambia la funcionalidad.

El papel de los acidos grasos polinsaturados (AGPI = PUFA) en la inflamacion.
La explicacién previa era importante para entender la constitucion de los AGPI (PUFA en inglés = Poly-Unsaturated
Fatty Acids).

¢Por qué son esenciales los AGPI?

Todos los mamiferos tienen las rutas para sintesis de novo de &cidos grasos hasta el acido palmitico (16 carbonos y
ninguna doble ligadura), éste podria ser elongado hasta acido estearico (18:0) y convertido a &cido oleico (18:1) (una
doble ligadura = monoinsaturado); pero ya no pueden ser insertadas mas dobles ligaduras al 4cido oleico.

Las plantas, a diferencia de los mamiferos, pueden insertar mas dobles ligaduras en el acido oleico (18:1) y producir el
acido Graso Poli-insaturado llamado: Acido Linoleico (LA, 18:2n-6) y el 4cido Alfa Linoleico (ALA, 18:3N-3). Tanto el
Ac Linoleico como el Ac. Alfa Linoleico se consideran acidos grasos esenciales porque los animales no pueden
sintetizarlos; por tanto, deben ser aportados en la dieta.

Ahora bien, los Acidos Grasos Poli-insaturados (AGPI), (2 0 mas dobles ligaduras), sirven como sustratos que pueden
ser metabolizados para formar importantes compuestos con actividad bioldgica. Para producir dichos metabolitos
ciertas células contienen un grupo de enzimas que desaturan, elongan (aumentan carbonos en la cadena) y oxigenan
a las cadenas de acidos grasos.

Ya hemos visto que, todos los AGPI se clasifican con base en la posicion de su primera doble ligadura en la cadena
contando a partir del carbono terminal (carbono omega). En el cuadro siguiente se presentan para entender cuales
producen los animales y cuales las plantas.

Acido Graso Carbonos IigDz(i)otl)llJerZs isneg;tr:rc;girég Claé':f:gggon Sintesis por

Palmitico 16 0 Saturado Plantas y mamiferos
Esteérico 18 0 Saturado Plantas y mamiferos
Oleico 18 1 Saturado Omega 9 Plantas y mamiferos
Linoleico 18 2 Monoinsaturado Omega 6 Sélo Plantas
Linolénico 18 3 Polinsaturado Omega 3 Soélo Plantas
Araquidonico 20 4 Polinsaturado Animales a partir de Omega 6y 3
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Serie Omega 6 y Serie Omega 3.

Las dos series mas importantes de AGPI son la serie n-6 (la ligadura mas cercana al carb6n omega esté localizada en
el sexto carbén = Omega 6) y la serie n-3 (la ligadura mas cercana al carbdn omega esta localizada en el tercer carbén
= Omega 3), ver nuevamente el esquema pagina 9.

En los animales, en la serie n-6 (Omega 6), el acido linoleico, que sélo se adquiere de la dieta, puede ser desaturado
para producir Acido Gama Linolénico (AGL = Gama Linolenic Acid = GLA, 18:3n-6, tiene 3 dobles ligaduras). A su
vez, este es elongado a 20 carbonos y resulta en dihomo-gama-Acido Linolénico (DGLA, 20:3n-6), a su vez éste es
desaturado para producir el muy importante Acido Araquidénico (AA,20;4n-6), ver esquema abajo.

En el esquema se ve que el Acido Araquiddnico todavia es elongado a 22;4n6 y luego desaturado nuevamente 22;5n6.
Y es que el Acido Araquidénico es precursor de Prostaglandinas, Prostaciclinas, Trombo Hexanos, y
Leucotrienos (depende de las enzimas presentes).

Por cierto, muchas plantas marinas, especialmente las algas, elongan cadenas y agregan dobles ligaduras (desaturar)
al Acido Alfa Linolénico (ALA) para producir AGPI Omega 3 con 20 y 22 atomos de carbonos y 5 o 6 dobles ligaduras.
La formacién de estas cadenas largas de AGPI omega 3 por las algas marinas y, su transferencia a través de la cadena
alimenticia a los peces, aportan a la abundancia de Acido Eicosapentaenoico (EPA,20:5n3) y Acido
DocosaHexaenoico (DHA, 22:6n-3) en ciertos aceites de pescado marino.

ACIDOS GRASOS ESCENCIALES.
(No son sintetizados, vienen de la dieta).

/\ Como se aprecia en el esquema, son

dos series de acidos grasos:

Ac. Linoleico Solo plantas y Ac. Alfa Linolénico . p . .
Omega 6 microorganismos: " Omega 3 1) Los derivados del Ac. Linoleico
C18:2n6  -—---—--------------- >  (C18:3n3 (Omega 6, 18 carbonos y 2 dobles

igacras). -
2) Los derivados del A. Linolénico
Ac. Gama Linolénico (Omega 3, 18 carbonos y 3 dobles

C18:3n6 C18:4n3 ligaduras).
ﬂ < Elongasa. N H

La serie del Omega 6 produce el Acido
Araquidénico (20 carbonos y 4 dobles

Ac. Di-homo-Gama-linolénico Ac. Eicosa-tetra-enoico ligad . ient | ie del
€20:3n6 020:4n3 igaduras); mientras que la serie de
Omega 3 produce el Ac.
ﬂ H Eicosapentaenoico (EPA, 20 carbonos y
. . . . 5 dobles ligaduras).
Ac. Eicosa-tetra-enoico Ac. Eicosa-penta-enoico

Ac. Araquidonico EPA . , .,

( C2qo:4n6 ) C20(:5n6) Pero en ambas series todavia continta

la elongacion hasta 22 carbonos y una

ﬂ, <  Flongasa. > H desaturacion mas (DPA y DHA).

C22:4n6 C22:5n3 Nota:

No confundir el Acido Alfa Linolénico con el

ﬂ H Acido Gama Linolénico. Ambos son de 18

carbonos y tienen 3 dobles ligaduras. Pero el

Ac. Docosa-penta-enoico Ac. Docosa-hexa-enoico primero es de la serie Omega 3 (ligaduras
(DPA) (DHA) dobles en carbonos 9,6,3) y el segundo es de
\(222:5n6 c22:s& la serie Omega 6 (ligaduras dobles en
~" carbonos 12,9,6).
Prostaglandinas Prostaciclinas Trombohexanos Leucotrenios.

Los &cidos grasos poliinsaturados luego de ser ingeridos, se incorporan rapidamente a los fosfolipidos de las
membranas celulares desde donde pueden ser liberados por fosfolipasa A2 y después metabolizados por enzimas
lipooxigenasas y ciclooxigenasas, originando productos con potentes propiedades citoprotectoras y especialmente
antiinflamatorias.
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El Acido Araquidonico (AA), el Acido Gama Linolénico y el Acido Eicosa Pentaenoico (EPA) son precursores de la
sintesis de Eicosanoides, un importante grupo de moléculas inmuno-reguladoras que funcionan como hormonas
locales y mediadores de la inflamacién.

Bioconversion y efectos metabolicos de eicosanoides derivados del acido araquidonico (AA)
¥ acido eicosapentaenoico (EPA).

Acido Linoleico == Acido Araquidénico Acido Eicosapentaenoico == Acido a-linolénico

AGPICL -6 \ / AGPICL -3

Fosfolipidos de membranas
I Fosfolipasa A2

Acido Araquidénico / Acido Eicosapentaenoico

Ciclooxigenasas Lipooxigenasas

ProsmgLndlnas Prostaciclinas Tromboxanos Leucotrienos

El Acido Araquidénico (AA) tiene dos vias distintas de accion:

1) La primera via involucra a las ciclooxigenasas, las que convierten al AA en el tromboxano A, (TXA2) y en
varias prostaglandinas. Entre las prostaglandinas derivadas del AA, la prostaglandina E2 (PGE2), es un
potente “mediador” de la inflamacion, el dolor, la fiebre y del aumento de la permeabilidad vascular.

2) La segunda via del AA involucra la enzima 5-lipoxigenasa y la formacién de distintos leucotrienos, entre los
gue destacan el leucotrieno B4 (LTBa), el leucotrieno Ca4 y el leucotrieno D4, los cuales son potentes agentes
pro-inflamatorios que aumentan la permeabilidad vascular, la actividad de las células inmunes, y
estimulan la liberacién de citoquinas inflamatorias.

Cambiando el tipo de acidos grasos disponibles a las células del sistema inmunoldgico (linfocitos y monocitos), se
modifica la composicion de acidos grasos de su membrana y, se observa un cambio en la funcién de la célula.

La sintesis de Eicosaenoides comienza con el metabolismo del Acido-Gama-Linolénico (GLA), EPA o Ac. Araquiddnico,
con uno de los dos sistemas enziméaticos:

1. Cixlo-oxigenasa la cual rinde Prostaglandinas y Tromboxanos.

2. Las5-, 12,0 15-Lipoxygenasas la cuales rinden Leucotrienos, Lipoxinas, HPETE y HETE).

Las cantidades y tipos de Eicosanoides sintetizados son determinados por la disponibilidad de acidos graso
precursores liberados desde la membrana, y por las actividades de las ciclo-oxigenasas y la lipo-oxigenasas.

En la mayoria de las condiciones, el principal precursor de estos compuestos es el Ac. Araquidonico; sin embargo, el
Acido Gama Linolénico (GLA) y EPA compiten con el Ac. Araquidonico por los mismos sistemas de enzimas.
Los Eicosanoides derivados del Ac. Araquidonico parecen ser mas comunes en circunstancias de fisiologia normal.
Estos hallazgos estan explicados por el mayor contenido de Ac. Araquidonico que GLA o EPA en la mayoria de
membranas de fosfolipidos, y una especificidad mas baja de ciclooxygenasa para GLA y EPA que para Ac. Araquiddnico.

Los eicosanoides producidos a partir de Ac. Araquiddnico son pro-inflamatorios si se comparan con los
eicosanoides formados de GLA o EPA y pueden derivar en condiciones patoldgicas cuando se producen en
cantidades excesivas.

Abreviatura de Nombre Notacién
acido graso Omega

1 AA Arachidonic acid 20:4n-6
2 EPA Eicosapentaenoic acid 20:5n-3
3 DPA Docosapentaenoic acid 22:5n-3
4 DHA Docosahexaenoic acid 22-6n-3
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En los humanos y en animales las dietas ricas en EPA y DHA aumentan la proporcion de estos acidos grasos en las
membranas celulares, particularmente en los linfocitos lo cual, ademas de reducir el contenido de AA en las membranas
de estas células, por un efecto de competencia, disminuye la generacion de los productos pro-inflamatorios
derivados del AGPICL w-6.

Efectos metabolicos de los tromboxanos, prostaciclinas ¥ leucotrienos derivados
del acido araquidonico (AA) ¥ acido eicosapentaenoico (EPA).

PLAQUETAS CELULAS ENDOTELIALES LEUCOCITOS

AA EPA AA EPA AA EPA

Vhddooxlgmasas| Via dcooxigenasas Vialipooxigenasas |
TromboxanoA,  TromboxanoA, | Postaciclinal, Prostaciclinal, | LeucotrienoB,  LeucotrienoB;
Agregacion Bioldgicamente | Vasodilatador Vasodilatador | Proinflamatorio  Antiinflamatorio
Plaguetaria inactivo Antiagregacion Antiagregacion | Quimiotaxico No quimiotaxico
Vasocontrictor Plaquetaria Plaquetaria Adhesidn Inhibe adhesion
celular

La suplementacion dietaria con EPA y DHA también es capaz de reducir la produccién de citoquinas pro-inflamatorias,
tales como la interleuquina-1, la interleuquina-6, la interleuquina-8 y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), que se
liberan cuando los macrdfagos y monocitos son activados. Si bien estas citoquinas son potentes activadores de la
funcién inmune, el exceso de actividad de estas sustancias contribuye a la inflamacién patoldgica, situacién observada
en la inflamacioén intestinal crénica, en la artritis reumatoidea, entre otras patologias inflamatorias.

Los Acidos grasos y la modulacion de la respuesta inmunolégica y de la inflamacion.

Los macréfagos son la fuente mas importante de eicosanoides (Prostaglandinas, Tromboxanos, Leucotrienos y
HETE), ya que ellos poseen tanto la enzima ciclooxigenasa como la lipooxigenasa, y son sujetos de la regulacion
de ambas enzimas. Entonces, los macréfagos modulan la intensidad y duracién de la respuesta inflamatoria e
inmunoldgica. La alteracion de la produccion de eicosanoides del macréfago modula la respuesta inmunolégica.

El Acido Araquiddnico es el principal Acido Graso Poli-insaturado en la membrana de fosfolipidos de los
macrofagos y linfocitos. La respuesta del tejido que es irritado o dafiado es la inflamacién, un mecanismo por el cual
el tejido se protege inmunol6gicamente a si mismo. En breve, las fosfolipasas actian en la membrana fosfolipidica de
la célula para liberar acidos grasos.

El &cido Araquiddnico, el &cido graso que se encuentra en mayor concentracion es liberado y convertido en ecosanoides,
los cuales regulan la inflamacién.

Cuatro leucotrienos derivados del Ac. Araquidénico y una prostaglandina juegan un papel central en el proceso de la
inflamacion. LTB4 estimula la quimiotaxis de neutréfilos y eosindéfilos e incrementan la permeabilidad muscular.

LaLTC4, LTD4 y LTE4 refuerzan la contraccion del misculo liso e incrementan la permeabilidad muscular.

La PGEZ2 inhibe la proliferacion de Linfocitos T y B, reduce la produccién de citocina y limita la actividad de células
Naturales Asesinas (NK). El aumento de la produccién de LT y PGE2 ha sido reportada en muchas enfermedades
inflamatorias crénicas.

El consumo de aceite de pescado con Acidos Grasos Polinsaturados omega 3 o aceites altos en acido graso omega 6
(GLA) por ejemplo aceite de primrose, aceite borage o aceite negro currant, resultan en el reemplazo de Ac.
Araquidénico en la membrana de los macrofagos con EPA o DGLA. El resultado es la produccion de menos
eicosanoides derivados de Ac. Araquidonico y mas eicosanoides derivados de EPA o GLA; por tanto, se reduce la
respuesta inmunoldgica a un episodio inflamatorio.
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Consecuentemente, cambiando el tipo de produccion de eicosanoides y la subsecuente alteracion en la produccién de
citocina puede reducir la inflamacion por efectos mediados por eicosanoides.

Esta premisa es la base para el uso de EPA o GLA para el tratamiento de condiciones de inflamacién cronica.

Rutas oxidativas del araquiddnico
Las dos principales rutas oxidativas enzimaticas del araquidénico son:
1. Viade la lipoxigenasa (LOX), cuyos productos principales son leucotrienos, HETE vy lipoxinas.
2. Viade la ciclooxigenasa (COX), cuyos productos principales son prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos.

Estas dos enzimas no actlan sobre los ésteres de araquiddnico, por lo que primero debe liberarse el acido graso libre
desde los fosfolipidos de membrana, lo cual tiene lugar gracias a fosfolipasas.

En el proceso inflamatorio las prostaglandinas vasodilatan y potencian el edema al incrementar la permeabilidad
vascular. El tromboxano y los leucotrienos C4, D4 y E4 favorecen la vasoconstriccion. Los leucotrienos C4, D4 y E4
incrementan la permeabilidad vascular.

Conclusiones Acidos Grasos Poliinsaturados.

Los AGPICL w-3 de origen marino, como el EPA y el DHA, han demostrado ser eficaces en el tratamiento y prevencion
de variadas enfermedades, tales como cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, enfermedad inflamatoria
intestinal, artritis reumatoidea e injuria por isquemia/reperfusion. Estos acidos grasos participarian directamente en la
modulacién de la respuesta inmune, disminuyendo la inflamacién y el dafio anatomo-funcional generado por esta,
demostrandose el efecto antiinflamatorio y citoprotector de los AGPICL w-3. En este sentido las investigaciones futuras
deberan centrar sus esfuerzos en establecer las dosis necesarias de estos &cidos grasos para lograr los efectos
saludables descritos en esta revision.

A nivel alimentario-nutricional las estrategias deberan orientarse a aumentar el consumo de los AG-PICL w-3 en la
poblacién, especialmente si se considera que la dieta occidental es pobre en ellos, para lo cual se debera fomentar el
consumo de alimentos ricos EPA y DHA, principalmente pescados grasos, o desarrollar alimentos funcionales que los
contengan en concentraciones terapéuticamente Utiles, ademas de considerar el consumo complementario de
suplementos nutricionales (nutracéuticos) con AGPICL w-3.
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ESTRES OXIDATIVO.

A) Qué no es.
No confundir con STRESS fisioldgico, mecanismo de defensa contra los factores estresantes. No confundir con
oxidacion de grasas del alimento, tienen elementos comunes pero, el Estrés Oxidativo es un proceso en el organismo.

B) Qué si es.
En el organismo hay sustancias oxidantes y antioxidantes que aparecen, tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas pero, bajo un equilibro oxidante-antioxidante. Pues bien, el “Estrés Oxidativo” (EQO), es el desequilibrio
entre moléculas oxidantes y moléculas antioxidantes en favor de los oxidantes.

Dicho desequilibrio sucede cuando:
a) Hay exceso de produccion de oxidantes y entonces, el sistema antioxidante es rebasado (no lo puede amortiguar).
b) Hay una reduccion en el aporte de oxidantes (tampoco pueden ser amortiguados éstos).

Es importante enfatizar que, hasta ciertos niveles, los oxidantes son benéficos para el organismo (se vera mas
adelante), pero en exceso, son gravemente dafinos, de ahi la gran importancia de mantener un equilibrio entre ambos.

Breve historia relevante.

ANO AVANCE.
1] 1954 | Se publica un articulo cientifico sobre el “envenenamiento por oxigeno” (Rebeca Gerschman et al).
3| 1956 | Se publica la teoria de los radicales libre y el envejecimiento (Harrman D.).

41 1969 | Se descubre la enzima Super Oxido Dismutasa (SOD) (McCord and Fridovich), que funciona como
antioxidante.

5| 1987- | La mayoria de la literatura cientifica se ha publicado en los Gltimos 30 afios.

2017
6 | 1997- | Una parte importante de la investigacién en “estrés oxidativo” se ha realizado en caballos, en particular
2007 | enfisiologia del ejercicio pues, ésta especie es sometida a ejercicio intenso y a veces extremo.

Tema complejo.

La comprension cabal del Estrés Oxidativo (EO) demanda entender muy bien el tema de las Especies de Oxigeno
Reactivas (ROS) y el de Radicales Libres (RL); sin embargo, esto a su vez hace necesario conocer ciertos temas de
guimica que también son complejos. A continuacion, un esquema que hace referencia a los temas para comprender el
origen e importancia de las ROS y de los RL. En esta conferencia se abordaran solamente los puntos criticos.

| Modelo atémico de Bohr. |

Esquema de los temas que se | Distribucion de electrones. | | Carga eléctrica del &tomo. |
deben comprender para entender ‘ v
el origen e importancia de los | o o valonci -
Radicales Libres (RL). ectrones e:‘enc'a v lon |
—| Diagramas de Lewis | | Enlace i6nico I—
Los RL participan en reacciones de ‘ ¥ &
Oxido-Reduccién, también conocidas
como REDOX vy, esta claro que el RADICALES
ESTRES OXIDATIVO involucra LIBRES
oxidacién asi que, recordemos los '
puntos importantes de este tema. t
—— | REDOX | 4+

15




OXIDACION.

Culturalmente sabemos que los metales a la intemperie, por ejemplo: clavos, una reja sin pintar, etc., se corroen y
decimos, “se oxidaron los clavos”, esto hace referencia al oxigeno del aire; pues bien, lo que sucede a nivel quimico
es que la molécula del oxigeno del aire (O2) es una molécula oxidante, es decir, que roba electrones a la molécula de
hierro (componente en los clavos). El oxigeno del aire necesita estabilizarse y por eso roba electrones; una molécula
se oxida (“roba” electrones) y la otra se reduce (le son “robados”).

RADICALES LIBRES. ACIDO GRASO.
En el cuadro de la derecha, un resumen de los 1|{Gana ("roba") electron. 11Pierde electrén.
términos usados en el contexto de los Radicales 2[se reduce. 2]se oxida.
Libres y las grasas, tema concreto del Estrés 3|Es agente oxidante porque |3|Es agente reductor porque

Oxidativo. provoca que otro compuesto | [provoca que otro compuesto

se oxide (pierda). se reduzca (gane).

Especies de Oxigeno Reactivas (ROS).
Entender que el Estrés Oxidativo involucra la oxidacion de ciertas moléculas (acidos grasos principalmente), es un
avance, pero todavia es un conocimiento muy superficial, hay que profundizar mas.

El oxigeno del aire es una molécula “perezosa” pues, le lleva semanas oxidar al hierro; sin embargo, existen variantes
del oxigeno (especies), que para estabilizarse, son hiper activas en el “robo” de electrones, se producen en el organismo
en forma normal, oxidan a las grasas en milisegundos y lo peor, lo hacen en reacciones en cadena que acaban
destruyendo a las moléculas; por ejemplo las grasas de la membrana celular... pero también destruyen a las membranas
de las bacterias invasoras; por eso pueden ser dafiinas o benéficas, todo depende del equilibrio, es decir que sean
contrarrestadas, cuando estan en exceso por moléculas antioxidantes.

Aclaracion sobre nomenclatura de los ROS. Viene del inglés “Reactive Oxigen Species”, la traduccién correcta al
espafiol es Especies de Oxigeno Reactivas (especies se refiere a familias del oxigeno). También es valido decir
“Especies Reactivas de(l) Oxigeno”; pero es un error decir “Especies-Reactivas-al-Oxigeno”, es frecuente y, lamentable
porque denota que no se entiende el tema; no se trata de moléculas que son reactivas al oxigeno, sino, de familias de
oxigeno que son reactivas (hiperreactivas para ser mas claros).

¢Por qué familias (especies) de oxigeno? El oxigeno tiene variantes en su configuracién de electrones de la dltima
orbita (electrones de valencia, o sea, los que se pueden combinar con otro elemento), y por eso se habla de la “familia”
del oxigeno (diferentes tipos o especies de oxigeno). Estas especies derivadas del oxigeno (O2) son digamos, “hiper-
reactivas” en el robo de electrones.

Los diagramas de la derecha, “Diagrama de puntos de Lewis”,

representan el nicleo del oxigeno (O) y sus electrones de la 12 1
Gltima érbita (los que intervienen en las reacciones quimicas. e o ()
En el estado fundamental, lo electrones estan en pares (3 e 3 e°?
pares), esto es muy importante como veremos. O O

°® 4 6. ® 3
En el estado excitado hay dos electrones que no forman un par,
entonces, aunque esta molécula es de oxigeno, resulta ser una e o ® 0
variante del mismo. Entonces, debido a diferentes 6 5
distribuciones de electrones de la Gltima orbita, hay diferentes Estado Es_tado
variantes o especies del oxigeno. Fundamental. Excitado.
Entre las variantes de oxigeno estan, por nombrar algunos, el
oxigeno singlete (2 atomos de oxigeno excitados), oxigeno oo oo
triplete (un atomo de oxigeno excitado y el otro en estado O-OO
excitado, este no es parte de nuestro tema de estudio).
Por cierto, el ozono es una molécula con 3 oxigenos; es “otra Oxigeno singlete.
cosa” y no tiene que ver con las especies de oxigeno (disposicion En rojo, dos electrones que no forman par, esto hace
de los electrones de la Gltima capa). que la molécula sea muy inestable e hiperreactiva.
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¢Y qué con los electrones desapareados?
Como ya se dijo, los electrones desapareados provocan que la molécula sea muy inestable y, para lograr estabilidad se “roba”
electrones de otra molécula (se reduce, es decir actia como agente oxidante).

Y por qué los electrones desapareados producen inestabilidad de la molécula a la que pertenecen?

Se sabe que los electrones tienen rotacion (spin) y esto genera un campo
magnético (como un pequefio iman). Ver esquema a la derecha. s N4 o s 4.

Pero, el emparejamiento de electrones con giros opuestos neutraliza la
formacién de campos magnéticos.

De hecho, la mayoria de sustancias no estan influenciadas por campos
magnéticos (porque sus electrones de la Ultima orbita estan en parejas de
giro opuesto y se neutraliza su campo magnético).

Pero, ciertas especies de oxigeno, y sus radicales, tienen electrones - e gy %
, Zar - r X * Magnetic Field Lines” ‘

desapareados y su espin genera un campo magnético que no es ¢

contrarrestado, esto hace inestable a la molécula vy, le resulta “facil” atraer m = +} ms = -%

y captar un electréon (“robo”), en ese momento se estabiliza, pero deja
desestabilizada a la molécula oxidada (la robada).

Entendiendo lo anterior ya podemos introducir otro concepto, los Radicales Libres (RL).

¢ Qué moléculas se incluyen en las ROS (Especies de Oxigeno Reactivas)?
Con relacion a la presencia o no de ROS se clasifican en Radicales Libres y No Radicales.

) o ., 1) Anién Stper Oxido. Los Radicales libres son moléculas, o fragmentos de
A) Radicales “libres”. — 2) Radical Hidroxilo. moléculas que contienen uno o mas electrones
3) Oxido Nitrico*. desapareados, lo cual incrementa mucho su reactividad.

_ 1) Peroxido de hidrégeno.  Los No Radicales son moléculas que no tienen
B) No Radicales. 2) Acido hipocloroso. electrones desapareados pero, son precursores de los
3) Peroxi nitrito. Radicales Libres.

Nota: El Oxido Nitrico pertenece a los RNS (Especies de Nitrégeno Reactivas), es otra familia o especie diferente a la del
oxigeno, pero algunos autores las clasifican dentro de los ROS, no desde el punto de vista quimico sino, como participantes
en el Estrés Oxidativo. Son moléculas con efecto oxidante (“roban electrones”), pero se derivan del Oxido Nitrico (NO-); y
por tanto, se usa el término “Estrés Nitrosativo” (Nitrosative Stress). Un ejemplo es el Peroxinitrito (ONOO") son de uso
reciente (2007).

Entonces ¢Qué son los Radicales Libres (RL)?

1. Contienen ROS (Especies de Oxigeno reactivas).

2. Son atomos, moléculas o fragmentos de moléculas,

3. Que tienen un electrén desapareado, pero que potencialmente se puede aparear (formar par).

4. Por tanto, son muy reactivos (“buscan” estabilizarse), la causa es el campo magnético generado por el spin no
neutralizado de esos electrones.

5. Para estabilizarse, la molécula roba un electrén de las moléculas estables (pero susceptibles), se da una
reaccion de 6xido-reduccion.

6. Al “robar”, el radical libre logra estabilizarse, pero deja desestabilizada a la molécula blanco (la que se oxida), y
se inicia una reaccion en cadena que fragmenta a las moléculas oxidadas, esto afecta a la fisiologia.

7. Los radicales libres se forman en el intermedio de reacciones quimicas, su vida es muy corta (milisegundos),
pero eso basta para “robar” electrones.

8. Se pueden formar en la atmosfera por radiacion, y también en los organismos.

Nomenclatura.
A la derecha del simbolo del &tomo (o molécula), se escribe un punto intermedio que indica un electron desapareado.

En cuanto a su carga, los radicales pueden ser: neutros,
H e Cle CHje NO;* e OH negativos (aniones), positivos (cationes). Por ejemplo, hay
Radical un radical que se llama: anion superdoxido. Es anion
Hidrégeno. ~ R. Cloro R. Metilo R. Nitrato R. Hidroxilo porque tiene un electrén masy, es radical libre porque tiene
un electrén desapareado.
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¢Coémo se forman los radicales libres?

1. Adicion o pérdida de un electrén de la Ultima capa de la molécula: A e = A
2. Ruptura de una molécula estable, formada por dos fragmentos en forma equilibrada: A-B = A- + B
3. En organismos aerdbicos la oxidacion de sustratos energéticos (carbohidratos, grasas), asi como diferentes

reacciones enzimaticas implican la formacién endégena y continua de RL.

Generacion de los ROS.

» El oxigeno puede sufrir cuatro sucesivas reducciones

con un electrén (gana 1 electrén).

* A este proceso en el que la molécula de
oxigeno puede ser reducida por cuatro
transferencias sucesivas de un electron
se le denomina: “Reduccion univalente

P H +H,0 +H' del oxigeno”.
+e +e + € +e . L .y

Zal * Dos de los intermediarios, el Anidn
o, — O, —>  H0, 4 ‘OH — H,0 Saper Oxido (02 ), y el Radical
.. PR R . Oxihidrilo (‘OH), son verdaderamente
O 0:0: H:0:0:H H:O H: O:H radicales libres (molécula con un
o 2o e revt o electron desapareado en el orbital
oxi Anién Stper Peroxido de Radical Agua externo = nimero impar de electrones >
xigeno Oxido Hidrogeno Oxihidrilo reactividad alta debido a la fuerte
12 13 No hay Se rompe > Estable tendencia a adquirir un segundo electron

electrones electrones electrén Radical en el orbital.

de valencia. || devalencia dispar. porque
(@nidn)y un | | No es radical. electron » Los radicales libres inician reacciones en
dispar”. libre dispar”. cadena

No hay que perder de vista que la formacion de un radical libre, por ejemplo, el Anion stper Oxido O, - puede ser

resultado de diversos fenbmenos (esquema siguiente).

NAD(P)H oxidasa
Lipooxigenasa
Ciclooxigenasa. ..

Mitocondrial

. | NAD(P)H oxidasa
T |
\_\k 4 _—
Y 02 —
Metabolica \ Xenobiética
Catecolaminas .. .
Lactato. .. Herbicidas y contaminantes

Ejercicio y ROS.

Farmacos
Qzono, irradiacion, alcohol...

El ejercicio es un factor general que promueve la formacion de ROS durante todos estos eventos quimico-fisiologicos: 1)
El metabolismo del oxigeno en mitocondria, 2) La isquemia-reperfusion, 3) La oxidacién de hemoglobina y mioglobina, 4)
El metabolismo del Lactato, 5) La inflamacion, 6) A partir de catecolaminas (adrenalina en estrés fisioldgico).

Otros factores asociados al ejercicio son: 1) Condiciones ambientales (frio, calor, contaminacién), 2) Hidratacion
temperatura central, 3) Situacion postprandial ¢ ingesta inmediata al ejercicio?, 4) Ingesta dietética pobre en antioxidantes.
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Todas las familias de Radicales Libres.

Clasificacion y abreviatura de los radicales libres

Clasificacién Radical libre Abreviatura
Especies reactivas del oxigeno Oxigeno singulete '0,

16n superdxido 0=

Radical hidroxilo OH’

Peréxido de hidrégeno H,0,
Radicales alcoxiy peroxi ROy ROO*

Radical hidroperoxilo ROOH
Especies reactivas del nitrégeno  Oxido nitrico NO

Di6xido nitrico NO,

Peroxinitrito ONOO~
Especies radicales del azufre Radical tiilo RS
Especies reactivas del cloro Acido hipocloroso HOCI

El oxigeno vital y lesivo.
e Para los organismos aerobios el oxigeno es vital, pero es inherentemente lesivo.
e Y es que el “estrés oxidativo” (desequilibrio oxidante) es inevitable en un medio rico en oxigeno.
e Existen oxidantes exdgenos (a los que estamos expuestos los organismos aerobios) y oxidantes endégenos
gque nosotros y los animales producimos en nuestro organismo.

Oxidantes exdgenos.
Radiacion Ultravioleta y Radiacion ionizante; contaminacién, tabaquismo (el cigarro contiene oxidantes), inhalacion de: 1)
Ozono (03z), 2) Particulas ultra finas, 3) Endotoxinas.

Oxidantes endégenos.
* Se producen normalmente y son Utiles (mientras sean amortiguados).
* Provienen de:
1. Respiracion celular en mitocondria.
2. Enzimas en el proceso de inflamacion.
3. Fagocitosis.

Veamos con mas detalle como y cuando se forman los oxidantes endégenos:
* Enlamitocondria en:
1) Lacadena de transferencia de electrones y...
2) En lafosforilacion oxidativa del ADP - ATP.
a. 1 a 3% del oxigeno que es reducido en agua (paso final de respiracion), puede formar Anidn
Superéxido (Oa.-).
b. Nota: durante el ejercicio, el consumo de oxigeno aumenta en el hombre hasta 24 veces, y en el caballo
hasta 40 - Mas Anién Superdéxido.

* Enlainflamacién.
a. Enzimas como: Xantina oxidasa, Oxidasas de membrana y Acido nitrico sintetasas; producen oxidantes
en forma fisiolégica.

+ Enlafagocitosis.
a. La enzima NADPH-oxidasa, durante la combustién respiratoria de las células inflamatorias, genera
Anidn Superoxido (O2.-).
b. Produccion y liberacion de oxidantes por los neutrofilos y macrofagos para inactivar y destruir
microorganismos a través de la peroxidacion y desestabilizacion de sus membranas lipidicas.
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Aclaracion entre dos moléculas
gue se parecen:

...generacion de ROS.

L]
« El Anién Super Oxido también se puede producir por: Radical (X %) .O_®H
1. Reacciéon del oxigeno con catecolaminas (estrés
agudo). "o Grupo funcional hidroxilo
2. F i i :
agocitos, por ejemplo P —
NADPH oxidasa Fd
20, +NADPH — > 20," + NADPH" + H* ¢xH .
(0 B . HO

* El perdoxido de hidrogeno también puede generar

Radical Oxihidrilo por la reaccion de Fenton (Hierro como Anién hidréxido
catalizador).

Fe? + H,0, = Fe3* + OH™ + OH" o e
El ion OH" es inofensivo pero el radical OH' Ataca (0] @H .
moléculas estables como fosfolipidos de membrana, o OH
colesterol y proteinas. oo
Radical hidroxilo

Moléculas pro-oxidantes.
Ademas, hay moléculas “pro-oxidantes” que transforman a los oxidantes en formas alun mas reactivas.
» Hierro, favorece la transformacién del peréxido de hidrégeno (H202) en radical hidroxilo (HO®).
» Mieloperoxidasa (MPO) enzima que transforma el peréxido de hidrogeno (H202) en acido hipocloroso (HCIO),
éste:
* Funciona como molécula antimicrobiana no antibiotica.
» Sintetizada por neutréfilos y macréfagos durante el "estallido respiratorio” en la fagocitosis.
+ También es una sustancia quimiotactica que permite un excelente control microbiano y activacion del
sistema de defensa lo cual facilita la rapida e inocua reparacion de tejidos.

Por otro lado, hay Oxidantes con funciéon de SENALIZACION REDOX.
* Implica la activacion de factores de transcripcion RNA-ADN en procesos de mitosis y apoptosis.
+ La expresion de genes de la inflamacion es dependiente de las reacciones de 6xido-reduccion, las cuales
confieren a los oxidantes el papel de estimulo pro-inflamatorio.

Efectos negativos de los oxidantes.
» Hay efectos negativos cuando se rompe el equilibrio (exceso de oxidantes y/ o falta de antioxidantes) = oxidacion
de moléculas:
1. ADN. Mutaciones o rompimiento de la cadena.
2. Proteinas. Malfuncionamiento de las enzimas.
3. Peroxidacion lipidica. Dafio en membrana celular - rompimiento - pérdida de funcién e integridad de la
célula.
+ EL ADN, proteinas y lipidos que han sufrido oxidacion pueden ser detectados y usadas como marcadores de
oxidacion.
» Entonces, a mayor cantidad de oxidantes, mayor inflamacién (retroalimentacién positiva) y por tanto, los
antioxidantes tienen funcién anti-inflamatoria (modulan).

Antioxidantes en el organismo (“los defensores”).

* No estamos hablando de antioxidantes en los ingredientes (sebo, aceite, harina de carne, h. pescado) ni de
alimentos balaceados; sin embargo, algunos antioxidantes funcionan como exogenos y endégenos, pero hay que
analizar su eficiencia, nivel de inclusion y la rentabilidad de su uso.

* Nos referimos a los que estan incluidos en los sistemas de defensa contra los oxidantes e implican sistemas que:

» Previenen la generacion de ROS.
* Inactivan a las ROS.
» Reparan el dafio oxidativo (limitan los efectos nocivos de los antioxidantes).
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Oxidacion, Desequilibrio y Equilibrio de Oxidantes.
Para integrar todo lo que se ha explicado sobre Estrés oxidativo se explicaran dos ejemplos: 1) Las reacciones de
peroxidacién de grasas y 2) El equilibrio oxidante-antioxidante.

SRR A
Ac. graso - C=C-C-C-C-C-C-C-C-COOH
Insaturado SO I e [ o W PR
HHHHHHHH

' o 1 . ;i
| |

_C:C—(I:— —_— —C':—C— ——} —C

Ac. graso T Radical

Insaturado orgdnico

Oxigeno

hidroxilo
molecular

1) Se muestra un &cido graso de 18 carbonos poli-insaturado (dos “dobles ligaduras”), acido linoleico. Entre el
carbono 6 y 7 (de izquierda a derecha) esta un doble enlace (dos guiones), esto representa que, cada uno de
estos dos carbonos tiene “desocupado el espacio para un hidrégeno” y en consecuencia, esta parte de la molécula
sera propensa a reaccionar facilmente. Nota: Los acidos grasos insaturados tienen su razén de ser en la fisiologia.

2) Se amplia la seccion del acido graso en cuestién, los carbonos 6 y 7. Los dos circulos grises representan el lugar
donde deberian estar dos hidrégenos para que los carbonos 6 y 7 tuvieran ocupados sus 4 electrones de valencia.
También se muestra con detalle como se une el hidrégeno al carbono mediante electrones (un punto es el electrén
del hidrégeno y el otro es uno de los electrones del carbono; nota: en un Diagrama de Puntos de Lewis, dos
puntos de enlace se transforman en un guion).

3) Pues bien, un Radical hidroxilo OH. que est& libre en el medio, muestra que su oxigeno tiene un electrén
despareado y, esto lo hace muy activo para robar un electrén al hidrégeno del carbono insaturado; lo consigue y
el radical OH se convierte en una molécula de agua (HOH = H20) que ya es estable, pero ahora queda inestable
el carbono 7 del 4cido graso, que se ha convertido a su vez en un Radical organico.

4) Se muestra el carbono 7 con 1 electrén desapareado.

5) En el medio hay oxigeno molecular “normal” (O2), con sus seis electrones de valencia, todos por pares
(apareados), pero el 4cido graso en su carbono 7 esta inestable y atrapa al oxigeno molecular,

6) Ahora el &cido graso es un radical peroxilo, pero el oxigeno tiene ahora un electrén desapareado, entonces la
molécula de &cido graso sigue inestable. Esto altera la funcionalidad del acido graso, por ejemplo, si forma parte
de la membrana celular ésta se ve afectada (las dobles ligaduras son necesarias porque curvan al acido graso
dandole flexibilidad a la membrana). El acido graso sigue reaccionando hasta que llega a fragmentarse. Es una
reaccion destructiva en cadena que sigue y sigue, aqui solo se mostraron los pasos iniciales.

En el siguiente esquema se mostrara toda la via oxidativa, sin y con antioxidantes.

21




Via oxidativa en organismo, con y sin antioxidantes.

Es el mismo esquema, pero se presenta en “dos momentos”: El primer momento tiene a su vez dos partes: 1) La ruta de
formacion de radicales libres a partir del Oxigeno en mitocondrias y 2) La oxidacién de un acido graso; todo esto en
ausencia de antioxidantes. El segundo esquema “(momento”) es igual al primero pero, se agregan los sistemas de

antioxidantes en los distintos niveles en los que actlan

ESQUEMA 1
VIA OXIDATIVA
(sin antioxidantes).

O,
NADH/ NADPH + H*
Oxidasas del estallido respiratorio en la
transferencia de electrones en mitocondria.
NAD*/ NADP*

1) FORMACION DE RADICAL LIBRE.

Se inicia con el oxigeno molecular (O2) que interviene en la
respiracion en la mitocondria pero, algunas reacciones de
transferencia de electrones son defectuosas y se forman ROS,
Anién Super Oxido (O2-).

El Anién Super Oxido tiene un electron desapareado y busca
estabilizare, reacciona con Hidrogenos del medio y se forma
Per6xido de Hidrogeno (H202).

En presencia de Hierro, este capta oxigeno y se forma el

peligroso Radical Hidroxilo (HO.) cuyo oxigeno tiene un
electron desapareado.

2) OXIDACION DE ACIDO GRASOS.

Como habiamos visto en el esquema de oxidacién de &cido
linoleico, el Radical Hidroxilo reacciona en una de las dos
dobles ligaduras del 4cido graso (LH), el Radical Hidroxilo se
estabiliza formando agua, pero el acido graso se convierte en
Radical Acido Graso (L), ahora él lleva la inestabilidad.

El Radical Acido Graso capta oxigeno del medio y se convierte

en Lipido Peroxido (LOO:), este reacciona con otro acido
graso (L’H) y se forma otro Radical Acido Graso (L”°)

Es una reaccién en cadena basada en la formacion de
compuestos inestables 2> “robo” de electrones > nueva
molécula inestable (electrones desapareados) 2 nuevo “robo”
de electrones y asi, hasta la fragmentacion de moléculas.
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ESQUEMA 2.
ViA OXIDATIVA Y NIVELES DE ACCION DE ANTIOXIDANTES.

O,
NADH/ NADPH + H*

Oxidasas del estallido respiratorio en la
transferencia de electrones en mitocondria.
NAD*/ NADP* v HOCI

2H— 3 e
I MPO*

SOD + Zn cr
v CAT
H,0O, >

4 Hzo

Fe?*
> GPx + Se
v

Fe3*

CSH GSSG
\_/V
—

NADPH + H* NADP*

Vit c'\
U

Vit C

U

OH"

Explicacion.
e Sobre la primera parte del esquema (via oxidativa), se han colocado los diferentes sistemas de antioxidantes que
se describen a continuacion.
e Cada antioxidante implica varias reacciones que no se describen aqui, se trata de tener un panorama integral.

1) SOD (Super Oxido Dismutasa) + Zinc (Zn) evita la conversion del Anion Stper Oxido (O2-) a Péroxido de
Hidrégeno.

2) Mielo Peroxidasa (MPO) transforma el peréxido de hidrogeno (H202) en acido hipocloroso (HCIO),
antimicrobiano.

3) CAT (Catalasa), convierte el Péroxido de Hidrégeno en Agua (H20)

4) Glutation Peroxidasa (GPx) + Selenio (Se), GSH = Glutation reducida, GSSG = Glutation Oxidada, NADPH =
Nicotinamida Adenina Fosfato.

5) GS-X = Glutatién unida a un oxidante.

6) Vitamina C (Vit C) y Acido Urico (U), transforman al Radical Hidroxilo (HO.) en anién Hidroxido que es estable
(HO).

7) Vitamina E (Vit E) y Ubiquinona (UQ).
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Comentarios acerca de las enzimas antioxidantes:
+ Las tres mas importantes son:
1. Super Oxido Dismutasa (SOD).
2. Catalasa (CAT).
3. Glutatién Peroxidasa (GPx).
+ Estas tres, trabajando en “equipo”, transforman al Anion Super Oxido (O~) en Peroxido de Hidrégeno (H202), y
a este en agua. O sea, impiden que el H20:2 se transforme en el peligroso Radical Hidroxilo (HO").
+ El Anion Super Oxido de todas formas se convierte en Peréxido de Hidrégeno, pero gracias a las enzimas
antioxidantes se reduce la cantidad a la mitad.
* El Selenio (Se) es catalizador de SOD mientras que el Zn, Cu y Mn son catalizadores de la GPx.

Clasificacion de las enzimas antioxidantes con relacién al medio acuoso.

1. Antioxidantes hidrofébicos. ]
1. Vitamina E (alfa-tocoferol).

2. Beta Caroteno (vitamina A) (7). Protegen lipidos de
3. Flavonoides. peroxidacién.

4. Ubiquinol (Coenzima Q10).

5. Bilirrubina.

6. Melatonina.

Acido lipoico es —
hidrofilico e hidréfobo.

2. Antioxida ntés hidrofilicos.

Proteoglicanos.
Acido hialurénico.

1. Glutation Reducida y oxidada (GSH y GSSG).

2. Acido drico. Protegen lipidos de
3. Acido ascérbico (vitamina C). peroxidacion, proteinas,
4. Tioles. carbohidratos y ADN.
5.

6.

Reparacién.

Si no funciond la antioxidacién de los componentes celulares, pueden activarse mecanismos que: 1) Provocan lisis o
reparacion de: proteinas, lipidos, material nuclear oxidados; asi se minimizan repercusiones funcionales del dafio
oxidativo.

Medicion y diagnéstico de estrés oxidativo.

Hay que considerar que la medicion de: 1) Oxidantes, 2) Marcadores de oxidacién, 3) Elementos pro-oxidantes y de 4)
Antioxidantes no define per se un estrés oxidativo; méas bien es una caracterizacion del Equilibrio Oxidantes/ antioxidantes
(Equilibrio O/A).

La medicion del Eq O/A debe ser global; y por tanto, debe incluir: 1) Moléculas blanco de diferentes tipos (lipidos,
proteinas, ADN), 2) Diferentes antioxidantes (enzimas, antioxidantes lipofilicos y antioxidantes hidrofilicos), 3) Oxidantes.
Pero la medicion de radicales libres requiere de equipo complejo y pocas veces disponible.

Lo mas utilizado es la medicién de: 1) Marcadores de oxidacién, 2) Elementos pro-oxidantes, 3) Antioxidantes.

Notas sobre suplementaciéon de Antioxidantes.

* Las vitaminas antioxidantes son susceptibles a la oxidacion y tienen una limitada vida media; por tanto, no
almacenarlas por tiempo prolongado).

* La biodisponibilidad de minerales traza puede variar en presencia de otros, esto provoca variaciéon de la
eficiencia de suplementos comerciales.

* Las concentraciones de vitaminas o elementos traza suplementados pueden ser rapidamente detectadas en
sangre, pero los efectos benéficos en el E O/A pueden tardar 4 a 8 semanas (si es que suceden y se pueden
medir).
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Para finalizar.
Cada uno de los subtemas aqui expuestos es complejo y requiere mucha profundizacion y actualizacién constante; pero
el objetivo de esta conferencia ha sido:
1. Integrarlos alrededor la “modulacién de la inflamacion”.
2. Comprender con toda claridad sus bases bioquimicas y/ o fisiolégicas.
3. Atender el ambiguo concepto de “modulacion de la inflamaciéon” que es proclama de muchos y muy diversos
productos comerciales, asi estaremos mejor informados.

Proteinas de
fase aguda.

Necrosis y

Apoptosis. \ /| Omega3y 6. |

Mensajeros | Estrés Oxidativo. |
celulares W

| INFLAMACION. |

| ) | DEFENSA.

| rR.INmuNOLGGICA. |

1

PRODUCTOS
“MODULADORES DE LA INFLAMACION”
E INMUNOMODULADORES.

Biologia molecular, Fisiologia, Inmunologia, Antibiéticos,
Biotecnologia, Nutricién, Salud intestinal.

FIN.
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Demanda Nutricional y Variacion del Proceso Inmunologico
en Cerdos Desafiados con Antigenos de Campo
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Luis-Miguel Gémez, MVZ, MSc, PhD.
Director de Investigacion y Desarrollo, Solla S.A. Colombia

Profesor Inmunologia y Nutricion, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad CES, Colombia.



Definicion de Sistema Inmune

“Accion conjunta y coordinada de células y moléculas que
nos defienden de agresiones externas e internas”

CONCIERTO
MEXICANO
ORO\L:JESTA

Rojas et al. Inmunologia de Rojas Ed CIB, 2017.



;Gomo funciona el Sistema Inmune (SI):

Estimulo

]

Inmunidad Innata

Sistema Inmune

. |

—

Inmunidad Adquirida

Activa o Pasiva

7

Yor )

4 . @,
Factores Constitutivos ‘Hl(@? @
N A
i i B
i i

Barreras Naturales
Moléculas de Reconoc
Células

Sistemas Enzimaticos

Fagocitosis
Inflamacion

eeeeeeeeeee
nnnnnnnnnnnnnn

~ Moléculas que activan Ls
LT derivados de MO
3 LB, NKT

Anticuerpos

Gomez LM, 2017 (Unpub)




Caracteristicas unicas del cerdo (Sistema Inmune)

Internal lymphoid organs

v’ Organos linfoides primarios y F e
secundarios ok M
v' MOy Timo -
v NL, MALT, Tonsilas, GALT, BALT. =Y I )
Salivary / = " ? e Urotgenital
. ., ., glands , ‘ system
v’ Clasificacion por la generacion y Sl :
., REpIrag Intestine
regulacion de Ls M omary -
L glands J

V"

Surface lymphoid organs

Tizard, Veterinary Immunology, 2012



Definicion OL

v Predominan los linfocitos

v Ambiente eficiente para promover
encuentros

v' Regulacion de la respuesta de Ls

v’ Clasificacion por la generacion y
regulacion de Ls

Tizard, Veterinary Immunology, 2012
http://nhssc.info/3f3a73/pig-lymph-node-anatomy



Inmunologia de Rojas, 2017

lemperatura, fiebre, implici i1
uivalente al de una persona g«
4 x 106 julios).
ntes llegan por el intestino. Las cé
io intestinal expresan los sigu"™
ira nutrientes: TIRI/T1RS y GPA”
aminodcidos; GPR40, (?E"R‘-‘-;
R120 para dcidos grasos: TIK!



..Definiciones
Nutrientes

v" Alimento o Sustancia Bioquimica Usada por el Cuerpo

v’ Debe Ser Suministrada en Cantidades Adecuadas en los Alimentos Consumidos.

Agua Carbohidratos Lipidos Vitaminas

Proteinas Minerales

Sistema Inmune

v" Accion Conjuntay Coordinada de Células y Moléculas

Defendernos de las Agresiones Externas e Internas

Medical Dictionary, 2017
Rojas et al, Inmunologia de Rojas, 2017.




Introduccion (relacion Inmunidad-Nutricion)

v’ Optimo estado
v’ Proteccion frente a enfermedades

v’ Proceso se genera inflamacion para
combatir infeccion

v’ Inflamacion = inhibe desempefio ({, consumo de alimento)

v Restriccion de a.a. limitantes

v' J inflamacion 4 desempefio cerdos



Edad

voie, 2006)

(Carbajal et al, 2010)

Dieta: composicion

| Estrés

" | (Shini et al, 2010)

|Otros | —

N

‘Sistema Inmune‘ —

[/ N\

Consumo de
alimento y
energia e m

& |Ambiente

al, 2009)

(Redmond et al, 2010)

Potencial genético
para crecimiento ‘

{w/;\x




Factores que influyen en [a inmunidad innata neonatal

https://www.pig333.com/articles/the-immune-system-and-immunity-in-swine-maternal-
and-neonatal-immunit_13708/



Impacto de los cambios de la dieta en la inmunidad

v’ Requerimientos de NRC 2012 (Preinicio, Inicio, Levante,
Engorde, Finalizacion)

v" Requerimientos comerciales # NRC (Lys, Thr, Met, Try)
v’ Dietas cambiantes (impactos en microbiota)

v 1 requerimientos rendimiento en canal vs. crecimiento

v" Nutrientes diferentes para Sl vs crecimiento y rendimiento
en canal

v" Papel de la Inmuno-modulacion: Nutricional y farmacoldgica

Nutrient requirements of swine, 2012



Tres Aspectos Claves

Alimentando el

Alimentando el
Re-balanceando el

N

e Suministro de
Nutrientes que el
Sl Necesita para

e Proveer “caldo” -

gg?;tirzl;irro Nutrientes e [nmunomodulacion
Moléculas
;Cuales Nutrientes son Importantes y en qué ;Cual es |a Prioridad?
Cantidad son Necesarios? \_

Klasing, 2016.



El Sistema Inmune es Costoso

Normal LPS challenged

Production Cost Production Cost
(mg/kg/d) (pmol lysine/kg/d ) (mg/kg/d) (pmol lysine/kg/d)?

Leukopoiesis in all tissues 650 45.5 1 300 %90.9
Immunoglobulin synthesis 114 65.6 121 69.6
Acute-phase protein synthesis ~0? ~0 710 386
Total for immunocompetence 2 131 546.5
Body weight gain® 72 446

Lysine intake -

% of intake used for immune processes

% of intake used for growth

Klasing and Calvert, 2000.



;Gual es el costo nutricional y metabolico
de la activacion del sistema inmune en cerdos?

v Respuesta de fase aguda (IL-1, TNF, IL-6)

Somnogénico, falta de exploracion social, | apetito, letargia
Depresion, anorexia, pirexia (1 1°C 4 TMB 10-15%)

v’ Citoquinas

Deaminacion como fuente de energia
v’ Recuperacion

24 kcal para depositar 1 g de proteina

Gruys et al, 2005
Klasing, 2007
Dantzer et al, 1993
Roura et al, 1992
Scrimshaw, 1991



Influencia de los Nutrientes como
Inmunomoduladores

* * v Tipo de Desafio
* * v/ Tipo de Respuesta
* * || v’ Intensidad de Respuesta
v"Duracion de la Respuesta

Klasing, 2016.




;Gomo se estudia el efecto de los nutrientes
sobre el sistema inmune?

Experimental

—

— Mejor salud y pocos retos inmunoldgicos

Menor densidad
Mejor bioseguridad (AIAQ)

— Reto “artificial”

Comercial

—

— Factores de confusion
Menor control de variables

Altos retos inmunoldgicos

— Retos “naturales”



;Gomo los nutrientes afectan el desarrollo del
sistema inmune?

60 -
ENOCLA HBCLA Diet= P<0.05
50 1
+ : vaccinated
— :unvaccinated
40
@0
o
5 Diet = P<0.05
s 30 1
S
P,

20 4

10 -

0

CD4-CD8-

Bassanganya-Riera et al, ] Nutr 2001



Lipidos-Tejido Adiposo

v’ Depdsito de Nutrientes

v’ Sensor Falta de Nutrientes: Hormonas Alteran
Metabolismo A

v Gluconeogénesis \ﬁ 4,
\“‘ /

v’ Apetito: Grelina-leptina

v Adipoquininas
v IMC > 25 kg/m2 = 1 Ls y Macrofagos

v Obesidad = Inflamacién Crénica




Omega 3 y Sistema Inmune

/ B 1. GPR120

2. Desarme Balsas Lipidicas
3. PPARg

| Inflamacion sistémica

| Th1: inmunidad celular

1 Th2: anticuerpos

Calder, 2013.



Efectos de los lipidos

Eicosanoids
Omega-3 family PO = prostagiandin  x = Bwombaxane Omega-6 family
POl = prostacyciin It = leuikotriene (e s
= = = o ntammaicry e Inhibicidon del NFkB
18:3 w3 S R Doy 18:2 w6 !
‘4. e el e AR TS & b e — ‘_"ﬂ 3 J Adhesividad plaquetas
ey o e | A funcién LsTy Neu
# ------------ i 4 N Estabilidad de M. celular
noic dihor : y perfusion microvascular

Adaptado de: Calder PC,2013



Acidos grasos esenciales

EPA
Fosfolipidos de membrana ‘
¢ Acido araquidénico ¢
Ciclooxigenasa 5-lipooxigenasa 15-lipooxigenasa

Lipoxinas Protectinas

\4

Resolvinas

PG-G2 5-HPETE
I 7i |
PGD2 PGE2 PGF2 PGH2 — LTA4
| gl

Tromboxano A2 Prostaciclina LTB4 L. G. B E

Cano et al. Inmunologia de Rojas Ed CIB, 2017.



Efecto del n-3 sobre indice de respuesta inflamatoria

3 Serum |L-1 activity

d

d

Stimulation Index

0.07 0.33 0.66 1.00
P<.003 Dietary n-3:n-6 PUFA ratio

Korver et al Poult Sci, 1997.



El Sl esta hecho de
proteinas: receptores,
citoquinas, Igs, etc

Gomez et al, 2015.

Proteinas..

Dietas 1 en proteinas
= proteinas séricas y

Los aminoacidos son
fundamentales para
la activacion de LsT,

LsB, NK'y Macréfagos,
expresion de genes,
proliferacion de Ls

1 transferrina

...y Aminoacidos

| No se necesitan todos
los componentes de
las proteinas.

Se  prioriza  sobre
algunos aminoacidos



Impacto de la proteina total sobre sistema inmune

18 lechones
(DurocxLandracexYorkshire)
destetados 28 d

Stomach Duodenum Jejunum
20% 17% 14% 20% 17% 14% 20% 17% 14%

p-AKT [
sLesa1 [ ————

EAAT3 [

20% PC &
\
& 7 7
v v i
17% PC >, AT
2 2 \;; 72 o
Yy Y4 /9
Y » Y 2L .
14% PC
45 dias
Tissue Ttem identified Up-regulated Down regulated
protein protein protein
Gastric antrum | 17% CP VS 20%CP | 5203 23 14
14% CP VS 20%CP 69 96
mid-duodenum | 17% CP VS 20%CP | 5361 40 57
14% CP VS 20%CP 38 37
mid- jejunum 17% CPVS 20%CP | 3671 114 50
14% CP VS 20%CP 85 45

Analisis de Protedmica




Efectos en desempefo

Item 14% CP 17%CP 20%CP
Initial weight 9.58 9.57 9.57
ADG (g) 370.2° 446.6° 505.4°
ADFI 691.5° 766.8% 837.6°
F:G 1.86° 1.71° 1.65°
Final weight (kg) 26.21° 29.64° 32.23°

Note: Within a row. means with a common superscript differ (P<0.05).

Ma et al, J Agricult Anim Chem, 2018



Impactos de la Proteina dietaria sobre S

17% CP vs 20%CP: Stomach Duodenum - Jejunum
Vitamin, lipid digestion Carbon metabolism Protein digestion and absorption
Up-regulated  —> 54 absorption —> Glycolysis/ Gluconeogenesis — Complementand coagulation.
Immune system Immune system Cascades
Down-regulated —> Aminoacid metabolism —> Pancreatic secretion —> Steroid hormone biosynthesis
14% CP vs 20% CP-
Up-regulated = —> Lipid metabolism —> Lipid metabolism —> Protein digestion and absorption.
Protein export
Regulation of actin Carbon, lipid digestion and
Down-regulated > Cytoskeleton —> absorption Lipid digestion and absorption
Tight junction Starch and sucrose metabolism Insulin signal

Ma et al, J Agricult Anim Chem, 2018



Mecanismo de Accion de Glutamina

Attenuation of oxidant stress

Increased ATP and tissue Injury
Energy available
to cells of the IS I
\ Glutathione
Preservation of Synthesis Enterocyte Maintenance of
metabolic function [ fuel gut barrier

Enhanced heat GLN Therapy Nucleotide synthesis
L 1Ierapy

C = |

Inhibition Lymphocyte Maintenance of

NF-kB Inflammatory
cytokine attenuation Hexosamine

Synthesis

b

Attenuation of NO formation
(anti-inflammatory action)

fuel immune function

Reduced and Translocation
bacteria enteric or endotoxins

Elimination of bacteria
and/or fungal pathogens

Gomez et al, 2015.



Salud intestinal

v’ La masa mas grande de tejido linfoide (GALT)
v’ Millones de microbios residentes (microbiota)

v’ 150 veces mas genes que el hospedero

v’ Digestion y absorcion de nutrientes eficientemente

v’ Proveer un hogar para la microbiota residente:
estomago 108/g digesta (pH 3-4.5) = Colon 10!! pH /g digesta (pH 6-6.5) i 4ad s

v" Disponibilidad de nutrientes y Peristalsis

v’ Barrera: Pasaje de nutrientes, exclusion de patégenos, antigenos y toxinas

Lauridsen, Pig Progress 2017



Mejorando la salud intestinal a través de la nutricion

v Nutricién luminal

v" Glutamina, acido propiénico y ac butirico

Brush border of an Brush border of an enterocyte

. . . enterocyte loaded with blod(ec'l off by plasma, no
\/ Vlta m I n a E, A, ZI n C - . : E wllbnhe
i~ TR Ay
BINE

Y

3 i i
NG,
A

:" At &

\- PN
—.\‘" CRAR Y
3

. ?

L

v’ Bloqueo de patégenos en el intestino
(MOS-Anticuerpos)

Normal E. coli cells E. coli cells treated with essential
\ with Flagella oils: flagella not formed




Inflamacion intestinal

Homeostasis Inflammation
healthy gut lining compromised gut lining
Nutrients Water Pathogens  Toxins
- Loose
Intestinal Lumen junctions

Epithelial cells

-

Blanch et al. Pig progress, 2016.

i

Inapetencia, catabolismo muscular, activacion de sistema inmune
1 permeabilidad intestinal 1 diarrea

Lamina propria

—



Carbohidratos fermentables (prebioticos)

v’ Moduladores: fisiologia intestinal, microbiologia e inmunidad

v" Oligosacaridos no digestibles

v" Resistencia frente a colonizacion de patégenos
v" Absorcién de minerales
v' J lipidos séricos

v' I sustancias putrefactas

v" Influencia poderosa en composicion y actividad de microbiota GIT

Bauer et al, Fermentable carbohydrates: potential dietary modulators of intestinal physiology,
microbiology and immunity in pigs. In: Biology of growing animals, 2006.



Probiotics Licht et al. Trends food science technol, 2012.

Stimulaton of thhe immune cells duecltly by prebaotics
mritation of the epithweiial cells directly by the prebioltics
Stimuiation of the iImmune cells by the Indigenous micraobaota
Stimulation of mocin production by the indigenous meacrobiola
Stimulaltion of Light jJunNncton genes/protemns DYy the Mmaigenous Mmicrobaota
Stimulation of SCFA producton leading 1o:

P Regulation of tight junction formatbton and stimulation of growth

and differentiation of epithelial caelis
B. Regulaton of pro-inflammatory cells



Alimentos como Antigenos e

PAMP-PRR
— Control B. mannanasa ‘

MBL o DC-SIGN

\ 4

Activacion respuesta Inmune
(AGP)

— y=108.4x + 1334 $

100, 0. 02 03 04 05 06 Gasto de energia

Mannose content in fead (%) ‘
Manncsa content in fasd was ussd s an indicstor of the incressing comtent of P-manners

y=261.Ix+ 1209

Pérdida desempefio

Martinez et al. International Poultry Production.



Changes in immune and metabolic gut response in broilers fed g-mannanase
in f-mannan-containing diets

R. J. Arsenaunlt.*s! J. T. Lee.” R. Latham,” B. Carter.* and M. H. Kogut®

* Department of Animal and Food Sciences, University of Delaware, Newark, DE; T Poultry Science Department,
Texas ABM University, College Station. TX; ? Elanco Animal Health, Greenfield, IN; and ® Southern Plains

Agricultural Research Center, Agricultural Research Service, United States Department of Agriculture, College
Station, TX



Peptidos Unicamente alterados por [a b-mananasa
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LN\ @ This studv has shown biologicallv relevant protein vz~ & ©
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emz;" @ @~ @[phosphorylation signal data confirming that SGAL in- Y- &
' | duced a FIIR and that [-mannanase can eliminate| © e « ©
L CCR2 . <& ChnaSHSEL @' o s
® that response, as has been postulated previously but| e % ¢ ©
not shown experimentally to date. In addition, /-

sides the reduction in FIIR. #-mannanase may have
positive effects in a diet formulation containing FGAL,
Dia 14 as the kinotype of birds fed control diets containing
[A-mannanase is similar to those also fed FGAL and [3-
mannanase. Peptides are differentially phosphorylated

42

Arsenaul et al. Poultry Sci, 2017.



Vitamina A: esencial Inmunidad
innata y adquirida estimula IL-2.
Inhibe proliferaciéon de LsB.
Potencia la presentacion del Ag

Vitamina B12:
Reproducciéony
maduracion de las células

Vitamina D: VDR. Inhibe
proliferacién de LsT e T

del S| R LsTreg

Vitamina B6: Fundamental

en la produccion de Vitamina E: 4, IL-1, IL-6,
anticuerpos TNF, IFNs.

Vitamina C: Activadora del
SI, TMFNs. Induce

e ®
V l ta m I n a S degradacion de la
histamina

Veldohen et al 2015



Minerales

Cromo: Regulador de la glucosa. Importante en respuesta inmune contra

infecciones

e Manganeso: T funcién NKs y Macréfagos

Selenio: Fundamental en la respuesta contra HIV

e Adherencia, migracion, fagocitosis, secrecidn de citoquinas, potenciacion de sinapsis inmunoldgica

Zinc: Linfopoyesis, desarrollo del timo, protector de epitelio

e Hierro: Division celular de Ls, reacciones de dxido-reduccion. Su deficiencia estd asociado con M susceptibilidad a
infeccidn

Shronts, 1993



Efectos del Zn en la adherencia intestinal de E.coli K88
en lechones destetos

1.8 -
1.6 - Basic diet vs Zinc
pplementation,
1.4 4 P—0.00
1.2 4
E 1
=
@ 08 - [ P<0.01
0.6 - [
Jonsas
0.4 - 1111t
4414
0.2 A HHt
o
D Ll : : :
Basic diet Basic + 200 Basic + 2500 neg pos
mag'kg Zn mg/kg Zn

Susceptibility to intestinal
adherence of E. coli kB8

Zinc supplementation

Bosi et al, Italian J Anim Sci, 2003



Suplementacion de Zn durante 14 dias en lechones destetos

10000+ * - 70

1
Lad
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Kloubert et al, J Trace Elements Med Biol, 2018



Suplementacion de Zn durante 14 dias en lechones destetos

&
2

g
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=i
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phagocytosis [mean fluorescence]
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!
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1
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E ! T 1] T T
0 ppm 100 ppm 2500 ppm control PHA

Kloubert et al, J Trace Elements Med Biol, 2018



Suplementacion con anticuerpos

v 20-40% sufren de FPT (bovinos, porcinos, equinos)
v" Susceptibilidad primeras semanas de vida

v’ Uso de antibidticos

v' ™ de diarreas por cepas resistentes

v" Alternativa: Administracion oral de Ig (primeros dias de vida y post-destete)

v’ Profilacticos y terapéuticos

Stefaniak. Control of intestinal diseases by dietary
supplementation with antibodies. In: Biology of Nutrition
in Growing Animals, 2006



Suplementacion con anticuerpos profilactico

16 1,2
14
12
.y
10 o
=
-
o
5
6 N
Or Adm
4
2
- FJ‘L
04 i I I I I 0
0 1 Fi 14 21 28 35 42 49
Days of life Stefaniak. Control of Intestinal diseases by

dietary supplementation with antibodies
. In: Biology of Nutrition
in Growing Animals, 2006



Otros componentes del calostro

v’ Lactoferrina v Lactoperoxidasa v' Células epiteliales

v Lisozima

v" Citoquinas

v’ Fagocitos (macréfagos y neutréfilos) v’ Linfocitos By T

Solomon Eur J Clin Nutr 2002
Wagstrom et al.,Viral Immunol, 2000
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Suplementacion con anticuerpos para FPT s
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Stefaniak. Control of |

Davs of life ntestinal diseases by dietary
supplementation with antibodies

. In: Biology of Nutrition

in Growing Animals, 2006



El papel mias impo
opnos del'ambjente natu

diarrhea

Inflammation,
mucosal damage,
hypersecretion,

P

ral del neonato.

Unprotected gut mucosal membrane

o| calost 4 protecc{on por anticuerpos especificos

Pisarska et al. Pol J Vet Sci, 2002

Stefaniak. Control of Intestinal diseases by dietary
supplemmentation with antibodies

. In: Biology of Nutrition
in Growing Animals, 2006



Archives of Virology
https:/fdoi.org/10.1007/s00705-018-3855-1

ORIGINAL ARTICLE

Passive immunity to porcine epidemic diarrhea virus
following immunization of pregnant gilts with a recombinant orf virus
vector expressing the spike protein

@ Crosshark

Lok R. Joshi'? - Faten A. Okda’' - Aaron Singrey'? - Mayara F. Maggioli'? - Tatiane C. Faccin®" -
Maureen H. V. Fernandes? . Kyle S. Hain' - Scott Dee? - Fernando V. Bauermann'2 - Eric A. Nelson'2 -

Diego G. Diel'?

Group (n) Treatment Day of immuniza-  Dose TCIDg; No of piglets
tion (route )
Group 1 (G1) (n=2) Control (MEM} 0, 21, 42 (IM) 7 5 10738 24
Group 2 (G2) (n=2) ORFV-PEDV-5 0, 21, 42 (IM) 7 3¢ 1()7-38 24
Group 3 (G3) (n=2) ORFV-PEDV-S 0,21, 42 (IM) 2% 107 24
Live PEDV 31 (oral) 13107
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Virus Neutralizing Titer (Log;)
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B Group 1
1 ™ Group 2
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0
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A S-specific IgG - sow serum B S-specific IgA - sow serum
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S/P Ratio

Deteccion especifica de Ig en calostro contra Ag del PEDv

S-specific IgG - sow colostrum/milk
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Protected gut mucosal membrane

Neutralization,
immobilization,

athogenic facto
clearance from the
gut (with passage
f dietary content

Stefaniak. Control of Intestinal
diseases by dietary
supplemmentation with antibodies
. In: Biology of Nutrition

in Growing Animals, 2006



Efecto del Selenio Sobre la Sinapsis
Inmunolégica

Immunological synapse

APC Naive CD4'TCell

ez et al, 2015.



Ventana critica del Desarrollo Inmunologico

Factors in colostrum are

_ _ _ immunomodulary ) _
Passive Antibodies Adaptive Immunity

Protect 1 Develops

A

Conception Birth Weaning Puberty

Gut ‘ Immune Homeostasis
Colonization I Develops

Oral Tolerance Butler et al. Immunol Res, 2014




Resumen de algunos nutrientes sobre el
sistema inmune

Nutriente Alimenta Sistema Inmune Efecto en el patéogeno Inmunomodulacion

Lisina v

Folato v

Hierro v v

Vitamina E v’ v v
AGP v

Klasing, 2016.
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Lpoales

Fecal Microbiota Transplantation Is
Associated With Reduced Morbidity
and Mortality in Porcine Circovirus
Associated Disease

Megan C. Niederwerder'*, Laura A. Constance’, Raymond R. R. Rowland’,
Waseem Abbas?, Samodha C. Fernando?, Megan L. Potter?, Maureen A. Sheahan’,
Thomas E. Burkey?, Richard A. Hesse'* and Ada G. Cino-Ozuna'*



TABLE 1 | Microorganisies detectad In the tecal microbiota trensplant matenal by the pen-micriblal oetection amay®

Phylum' Familly Ganus spacies
sctinobactena Bogovialscoss Ganmena =p.
Mocsroiaceas Ahodococcus rhodnd
Amoeboroa Enfsmoahidss Entamoaha nuftal
Bactenidedes Bsrlemidscass Dacfarmides gramisohans, Dactaroiosies becienum
Cyoibactanacess Alporphagus manncos
Pravolalscass Prevodaia sp.
Rivenaiscessa AkEnela microiusus
Basidomycola Casiobasiaceds Ahizocionis solny
Eurgrchaacta Maihanobscioriaceas Adethanobvesiharior orake, Methannbreubactar smithi!
Armicutes Camobacteriacsas Alzibacierum sp.
Ciostricdacess Canaidsdus Closinolum anorevicasmassiianse, Chsiridlancge bectantm, Clastndum sp.
Cinstridalas Cinstridiales hactsium
Lachniospiacaas Lachnospiracess benterlam
Lsrtobariliaceesa Laciobachlus STriovons
Feplosirepiococcacess Cinsindum bifsrnenians, Closinidium mangancil
Fusobactera Fuspbacterscase Psyoiviyobactar ablanticus
Protecbactera Anaplasmatacoss Candidsius Xenolssocinum peciicknsi
Eragyrheotiaceae Boses 50, Eragrheodium 5.
Campyohericacces Campyintiactor 50, SUISoIIWT Sreechaonanse
Dasufrvbrinscass Desuitovihnio aksfnisns
Halizobactascass Helcobacter pamatansis
Leglonsiscaas Lgpionala Ensngens's
Pischickeitsisrans Thimicrospia kuansnd, ThismICrspis 5p.
Peayidomonacaccas Praucmanas 5p., Rhirnbecier sp.
Sphingomonaoacess Sphingomanas sp.
VBbrionscass Canaidstus Protodasmus ketopiron
Manthomaonatsoass lpnstzzchingns lenvas, Xamthomonsdsceas basterum
Spichastes Sprochasiscaas Borela parken, Spiochesia sp., Teponema pedls, Theponems 50.
Symerpisietas Smemtiacess AminphiE croumscnpius
Tenerioutes Achokpiasmaiacess Acholeplsama equiisiale, Acholeplasme granuisum
Mycopssmatacase AMyocopissma conuncivas, Mycopiaama femnentans, Mycomssma wae
Spopissmatorass Epopiasma gl

Virus

Circoviigae

[Fur seal feces-a=spdaiad cincular DA VIS

Oy thosa microbes idendified af the phyim, family; and panus level are included. T Omanized aiphabatically by phym; ondsr isted when family unicentiaia



TABLE 2 | Efect of FMT on waight gain prior to co-irection.*

Welght on arrival (—8 dpl) Welght after 7 days of FMT {0 dpl)
Control FMT Control FMT
473 £ 41 5.00 532
505 £ 58 5.2 577
£ 82 £ a7 5.88 BLS
ETT £, 31 7.50 B2a
72T E.14 7.01 BE4
736 B.23 a.2a B2T
784 B.23 a4 BAS
B2T B2 .59 BAS
E73 B.AS .53 B.ES
B0 B34 9.64 BOS
Mean: 7.05 Maan: 7.07 Mean: 7.60 Mear: 7.28
S0 1.48 S0: 1.39 S0 167 SD: 1.4D
p =089 p =085

"Dgdn are shown i kiograms. Stafistics pertymed by unpaied f-lests using

repeatod MeSsUTSE anaves.
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virus infection in vitro
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Impacto de la Respuesta Inflamatoria
en el Proceso de Produccion

LAY
2 ae
AMVEC
LA PIEDAD, A.C

Luis-Miguel Gomez, MVZ, MSc, PhD.
Director de Investigacion y Desarrollo, Solla S.A. Colombia

Profesor Inmunologia y Nutricion, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad CES, Colombia.



— Flow of intestinal chyme ——ip

Unstirred

Sistemas Digestivos

Mueus - —-- 3

Glycocalyx — - — — |

Microvilli - = = =

Lumen protein digestion} Lumen protein digestion
Mucin - :
unstirred water layer
(1/2 life-45 min) ¥ ~~~_ Y v
.....-..,.__.“ W Glycocalyx
Mucin release (1/2 life 3.5 d)
Absorbed 4 Absorbed
Peptide Amino acid
Mucin
formation
Enterocyte Goblet cell Enterocyte

Absorbed
Amino acid

Mutrients f \ Mutrients

\ Villus vascular system /

Kidd, 2018



Componentes principales - Intestino

e Capa de mucina — moco

* Tight junctions

* Enterocitos — células caliciformes
* Microbiota intestinal

* Sistema inmune — GALT

* Integridad — Digestibilidad - Inflamacion



Estructura Mucosa Intestinal
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Nature Reviews | Immunology



¢ Cual seria el costo del equilibrio intestinal?

v'"Manutencidn y reparacion de la mucosa — extrusion
celular — recambio celular

v'Sistema inmune en Alerta
v'Regulaciéon del Moco
v'Tight-juctions

* 15 a 30% del O, y proteinas esenciales
* 20% de la energia —
equilibrio en condiciones normales



650

625

600

575

550

Arg:Lys vs g/b en

1-21d
a
ab —
b |
090 1.10 1.30
Arg/Lys

2000

1963

1925

1888

1850

machos

1-42d

0.90 1.10 1.30
Arg/Lys

(adapted from Kidd et al. 2002)



Supervivencia al dia 42

90.0
87.5
85.0
82.5 . a
b
80.0
0.9 1.1 1.3
Arg/Lys

(adapted from Kidd et al. 2002)



Efecto de la activacion del sistema inmune en la
GDP en cerdos

ADG. g ® Control m Pair m LPS control ad libitum
405 LPS (ad libitum),
CV o4 No desafiados e igual consumo que LPS

375

325 - T1: Complex: dieta " cantidades plasma,
pescado, sangre , suero seco

275 - T2: Intermediate: cantidades intermedias de T1
T3: Simple: cantidades minimas de T1

225 -
No hubo interaccion entre status immune y

175 - complejidad de dieta

125 - TP haptoglobina

Complex Meadium Simple
T1 T2 T3

Goodband et al. J Anim Sci Biotechnol 2014
Dritz et al, J Anim Sci, 1996



Efecto de la Fibra dietaria en ambientes sucios o limpios
en lechones

ltems Clean * Dirty
Control Fiber Control Fiber

glto 14

ADG, g 28 | 27 132 91

ADH, g 22 218 275 241

G 524 543 453 424

121 (control) vs 169 g/kg (fibra)
de fibra dietaria

*Limpiadas y desinfectadas

Efecto de la fibra dietaria p <0.1

Efecto de la condicidn sanitaria p <0.01

Montagne et al. ] Anim Sci 2012



Consecuencias metabodlicas de un sistema inmune activado

Drigestive
bactenal Poor housing LPS Parasibic  Respiratory
infections  conditions  challenge Mycotoxicoses infections diseases

L =

- g
th o

5 8 B B

=

H Fraction dua to changes in feed efhciancy
H Fraction due to a reduction in feed intake

Mean growth response (%= control) corrected

£ b
n

Goodband et al. J Anim Sci Biotechnol 2014
Pastorelli et al, Anim 2012



tems Standardized ileal digestible lysine, %

dow 7 Arreglo

d7 w2 1.15 115 1.35 1.35 1.15 115 135 135 Prabability, £ < factorial

d 21 to 35 1.05 1.25 1.05 1.25 1.05 135 .05 125 SEM Phase 1 Phase2  Phase 3 2% 2 x2

dOw 7 8 réplicas

ADG, g 161 151 152 162 155 163 159 161 199 0.68 0.89 0.72 por tratamiento
A0F, g 171 164 157 164 145 150 149 162 150 037 {0.94 0.55

f 0562 0926 0965 05997 11054 1.0849 1.074 [.984 0.059 0.01 093 0.63

d7 w2l ) .,
ADG, g 363 365 365 A 346 333 E L] 75 158 041 0.18 0.98 No hUbO Interaccion
A0, g 541 530 512 521 S0& S04 495 517 184 016 0.49 0.78

GF 0674 0687 0716 0711 0680 0660 0742 0723 006 0.75 0.03 0.43

d 21 to 35

ADG, g 561 616 579 614 555 573 540 593 35.1 0.20 0.78 0.001

A0F, g 034 g15 043 956 g ir) 233 283 925 A 037 0.53 0.85

s g QLG0T 0674 0a14 0643 0613 0540 0612 0640 0031 0.60 0.29 < 0001

d 0w 35

ADG, g 402 422 406 425 339 395 395 419 113 015 0.320 0.03

AD0F, g 745 126 730 a7 711 Fik) (3] 732 205 0.38 0.74 0.65

GF 0645 0692 0666 0683  0ASB 0676 0681 0688 0011 0.52 0.07 0.001

BW, kg

do 571 570 573 568 571 5.75 571 571 005 0.5 0.24 0.43

a7 6.84 .76 679 GE1 GE0 G G833 G633 s 0.67 .91 0.85

d 21 1123 1184 11.95 12,00 11467 11.55 121 12.09 03z 0.54 0.14 0.94 Nemerick et al. J Anim Sci 2010

d 35 1978 2064 2005 2059 1044 19.57 19.57 20.38 036 0.14 0.37 0.04




Your gut contains
a “second brain.”

XiVEeTV







Microbiota intestinal actua en diversas

funciones de los cerdos
Excluir patogenos

DISBIOSIS

Integridad intestinal

Regulacién del Moco e N\ e

T ;
Sistema Inmune — sistémico e local LI\
Metabolismo nutrientes pLQ

—

Produccion de vitaminas Bt waa

Bamier fortification
Incuction of IgA
Apical tightening of tight junctions

Sistema nervioso {Tenune Sysien develcomen



Sistema inmune - GALT

GALT- Gut associated lymphoid issue

Sampling
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Nature Reviews | Microbiology



La inflamacién afecta el desempeno

Procesos inflamatorios - 30% de |la energia y nutrientes

33% aminoacidos

SALUD

Respuesta
inflamatoria y re-
epitelizacion.

PERFORMANCE

Ruth and Fielf, J Anim Sci Biotech 2013



Metabolismo de aminoacidos durante la inflamacior

Inflamacion

TMB 1

l

Soporte de metabolitos
Proliferacion de células del SI P

Plasma

[ ’ [

[aminoacidos]

™ Ala para gluconeogénesis

T Glyy

Plasma |, AA: —

Cys para sintesis de Glutation

"~ Energia para proliferacion celular

Sustratos para moléculas de inflamacion
(RFA-ricos en AA aromaticos)

Trp = Kineurina/serotonina/melatonina

Arg -

Phe > Tyr > Thyroxina/Norepi/epi

~—

NO - citoquinas pro-inf

Adaptado de Applegate, Arkansas Nutrition Conference, 2018



GIT & Maintenance

* GIT consumes approximately 20% of dietary energy

* Protein turn-over rate of 50 to 75% per day
(Cant et al., 1996)

¢ “25% of daily protein synthesis can be
secreted into the gut (Simeon et al., 1983)

Adaptado de Applegate, Arkansas Nutrition Conference, 2018



Cocci challenge & intestinal turnover

Control mE. acervulina

35
300% 1 a
X
20
3
w20
0
Q
15
>
]
€10
P
o]
0
Duodenum jejunum
250,000 sporulated E. acervulina oocysts; Fernando & Mcraw, 1973
tumover determined 3 and 4 days post-challenge

Adaptado de Applegate, Arkansas Nutrition Conference, 2018



Emeria & additional "maintenance”
+69 kcal
[ +43Akca| A |

[ +35 ikc::al |

f +20 keal \

Maintenance Lnergy (Keal/Dav)
- .
[

20 27 34 4] 45 20 27 34 41 48 20 27 34 41 48 Agc

I 0 I I 1 i I g i T.esion

Not Infected Sub-clinical Clinical lesions
lesions

Teeter et al., 2008

Adaptado de Applegate, Arkansas Nutrition Conference, 2018



Can diet densit}r partia]l}r recover this loss?
AMEn (kcal/kg)
3500

3000 If only consider
2500 additional energy

2000
3,271 kcal/kg

1500 1.785 kcal/k

1000 1,486 kcal/kg
500

+ 18.5% fat to diet

(not practical)

+ /- coccidial vaccine challenge (12X)

Adedokun et al., 2015




Impact of Cocci on Standardized lleal Digestibility
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0.17

Thr

0.06

Trp

0.18

Val

Adedokun et al., 2015



Adaptado de Applegate, Arkansas Nutrition Conference, 2018

Threonine Use by the GIT

» Renewal of intestinal mucosa

First-pass retention:
Thr: > 60%
other essential amino acids: 14-33%
(Stoll, 2006)

Severe Thr deficiency:

Intestine was more sensitive than the liver
(Law et al.. 2007)

Marginal Thr deficiency:
Thr content 1n plasma, liver & carcass
Intestines No mfluence on the intestine

(Hamard et al., 2009)

Intestine may have the priority over other tissues
for threonine utilization

- — woeym W WM T s



Cost of coccidiosis infection

* Economic costs
* (Cost of prophylaxis
* (Cost of treatment
* (Cost of lost performance

* Nutritional and energetic costs
* (Cost of iInnate Immune response
* Cost of adaptive (antibody) response
* Tissue damage, repair and recovery
*+ Reduced nutrient absorption



Reducing the cost of infection or vaccination

Shift systemic response of inflammation to local

More rapid shift from innate to adaptive immune response

COST OF IMMUNITY

Antigen

Adaptive
Response

ST
1~ 1 7 10 20 25

Days after challenge

Challenge

Courtesy K. Klasing

Adaptado de Korver, Poultry Universe Congress, 2018



Mil gracias






Non-mofile
MHC low MHC high

Highly phagocyfic Poorly phagocytic
B7 low (poory co-stimulatory) B7 high (co-sfimulatory)




Dendrific cel




Major cytokines:
Other cytokines:

Mature DC

T-cell

Naive CD4*

Thi

IFNy, IL-2,TNF
LT, GM-CSF, IL-3

IL-4, IL-5, IL-6, IL-13]
IL-10, IL-3, GM-CSF

Th17

IL-17A, IL-21, IL-22
IL-17F, TNF

Treg
IL-10, TGFp, IL-35




Th1-promoting i
e ¥ T

CO&0
CDB6 CO28

immune
cell







Introduccion

1955 Lawrence

Describio otros medios por los cuales la memoria inmunitaria
activa especifica podia ser transferida y la llamo:

FACTOR DE TRANSFERENCIA

Este factor se puede obtener a partir de un extracto de
leucocitos.



Potencia

HUMANO

BAZO BAZO BAZO DE
CALOSTRO 1U
Ig‘(fgr%@ ( BOVINO ( ¢X10 LEUCOS) ) CMORELES ) C.ACUTUS ) TIBURON
450 mL Sangre
100 100 100 100 100

)
1:10000



Potencia

HUMANO

YEMA DE CALOSTRO , U BAZO BAZO BAZO DE
HUEVO BOVINO (6X10 LEUCOS) C.MORELETII C.ACUTUS TIBURON
450 mL Sangre

100 100 100 100 100

— )
1:10000

BAZO 1
cymoreLerny OU 41U 2U Inf

BAZO .
C ACUTUS oU 4U

BAZO DE
nsurciam oY 4V 2V daf



Evolution of Adaptive Immune System

millions of years ago

65

142

206
248

290

354

417
443

495
545

MHC

Speciation



200

Senales

LLYAQDLEDN
LLYAQDLEDN
LLYAQDLEDN
LLYAQDLEDN
LLYAQDLEDN
LLYAQDLEDN
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAALLYAQDLEDN
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAALLYAQDLEDN
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAALLYAQDLEDN
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAALLYAQDLEDN

BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN
BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBLLYAQDVEDN



100 sMAP microsphare sats

Separacion de suero sanguineo

Estudios

L 0.005 U FT
|:> -Humano
——— -Cocodrilo
Ratones BALB/c Tiempos de mcubacion
Grupos de 8 0,2 6,24, 48, 72, 96 y
120 h.
Estudio tipo

cinético.

(50ul) <:|

e

Extraccion de 50 ul de

sangre

@ s
@ Fr-g

'. THF-a



Citocinas Encontradas

CITOCINA CITOCINA
EOTAXIN IL-15
G-CSF IL-17
GM-CSF IP-10
INF-y MIP-2
IL-1a KC
M-CSF LIF
-1 LIX
IL-2 MCP-1
IL-3 MIP-1a
L4 MIP-1p3
IL-5 MIG
IL6 RANTES
117 TNFa
IL-10 IL-12 (P70)
IL-12 (p40) VEGF
1113 1.9
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Wik MASCOT Search Results
Protein View: gi|489539677

MULTISPECIES: 50S ribosomal protein L7/L12 [Pseudomonas]

Database: NCBInr
Score: 110
Nominal mass (M.): 12341
Calculated pI: 4.66
Taxonomy: Pseudomonas

This protein sequence matches the following other entries:

« gil459961721@ from Pseudomonas sp. Lz4W
+ 011515447809 from Pseudomonas sp. CF149

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of gi|489539&677 against nr.

Search parameters

M5 data file: KW_892814_82.pkl
Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Propionamide (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Protein sequence coverage: 21%

Matched peptides shown in bold red.

1 MS5LTTQEIID AIGSKSVLEI VELIKAMEEA FGVS5AAAASA GPAAAAAVVE
51 EQTEFNVMLL EAGEKKVNVI KAVRELTGLG LKEAKAVVDS APSVVLEAVA
101 KDAADKAKAA LEEAGAKVEL K

Unformatted sequence string: 121 residues (for pasting into other applications).



S« 04 2014081 AGONGHAOHAI 0:KS MS Raw
£ 104
2
=

0.8

1305.945
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1580.080
1259.823
0.4 1336831
1728.144
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02 2320478
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1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
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L4

IFN-Gamma Con A estimulacion
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IL-4 Con A estimulacion
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L4

IFN-Gamma PHA estimulacion
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IL-4 PHA estimulacion
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TCM induce produccion de IL-12 en DC Via TLR4
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TCM induce produccion de IL-10 en DC Via TLR4
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TCM induce produccion de CD80 en DC Via TLR4
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TCM induce produccion de CD86 en DC Via TLR4
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Exp 2015-08-21

e Donor 1 (Marina Chulkina), 10ml EDTA blood, Ficoll-Histopaque-1077 (Sigma #10771)
e Obtained 14 min PMINC, resuspended in 16 ml RPMI with 10% FBS (HyClone RYD35910)
* Placed in 2ml x 8wells (12-well plate Nunclon #150628)
e 2h adhesion, nonadhesive cells were gently discarded and culture medium was replaced)
* Added 100 ng/ml GM-CSF (R&D systems Lot 215-GM-050) and
20 ng/ml IL-4 (R&D systems Lot 204-IL-050)
* On day 2 and 4 culture medium was replaced and GM-CSF /IL-4 added
* On day 5 add LPS 100 ng/ml (LPS Sigma L-4524 E.c.055:B5 Lot #093M4002V) was added in 4 wells
e Imm Lot 291009 1,4 ug/ml added into 2 wells
* On day 6 TCM 1 ul/3 ml added into 2 well with LPS
e On day 7 — labeling with fluo-MoAb followed with cytometry (percent of labeled cells and MFI)
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Exp 2015-08-26

e Donor 2 (R), 50m| EDTA blood, Ficoll-1077 (Paneco #P052)
* 65miIn PMNC in 16 ml RPMI with 10% FBS (HyClone RYD35910)
e 2ml x 8well (12 well plate Nunclon #150628)
e 2h adhesion, non-adhesive cells were gently discarded
* 100 ng/ml GM-CSF (R&D systems Lot 215-GM-050) and 20 ng/ml IL-4 (R&D
systems Lot 204-IL-050) were added
e On day 2 and 4 culture medium was replaced, add GM-CSF/IL-4 were added
* On day 5 add LPS 100 ng/ml (LPS Sigma L-4524 E.c.055:B5 Lot #093M4002V) Imm
Lot 291009 1,4 ug/ml

* Onday 6 TCM 1 ul/3 ml
e On day 7 test cytometry
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Enfermedades emergentes y re-emergentes
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Virus de influenza
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Triple rearreglo en cerdos
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Figure 48.8 Recent reassortment events among Morth American swine viruses. In 1998, triple reassortant viruges
emerged in Morth Armerican pig populations that contained PB2 and PA genes of avian origing PB1, HA, and NA genes of
human arigin; and MNP, M, and M5 genes that ariginated from classical H1N1 swine viruses. Subsegquent reassortment
events resulted in triple reassartant H1M2 and H1M1 viruses. In addition, human/swine reassortants of different genotypes
have been isalated from Morth American pigs since 1998 The eight viral RNA segments are arranged fram eft to right
according to their lengths, starting with the longest segment (FBZ2).

Copyright @ 2007 by Lippincott Williams & Wilking, a Walters Klower business.
Field= Wmilogy, Fifth Edition, by David E. Knipe, Peter b, Howley, Diane E. Griffin, Malcom A hartin, ete.
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Virus de la influenza: Mecanismos del
shift antigenico
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Distribucion de los subtipos del virus de influenza A en algunas
especies
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Subtipos de la hemaglutinina del virus
de la influenza A
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SECRETARIA DEL MEDIO AMBIENTE

Y RECURSOS NATURALES

SUBSECRETARIA DE GESTION PARA LA PROTECCION
AMBIENTAL :

DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

"~ AV.REVOLUCION 1425 NIVEL 1

COL. TLACOPAC, SAN ANGEL

DELEG. ALVARO OBREGON

C. P. 01040 MEXICO, D. F.

sepa/Devs V1278

México, D.F.,a (6 MAR. 2007 107.

DR. ANGEL DEL VALLE MOLINA
DIRECTOR GENERAL DE SANIDAD ANIMAL
SENASICA-SAGARPA

PRESENTE

Con base en las

P

reuniones celebradas con usted, en donde se notificd el interés de esta

Direccién General de conocer la condicién sanitaria de las aves migratorias acuaticas que
arriban a nuestro pais cada invierno, en lo referente a Influenza Aviar Altamente Patégena y
con ello poder tener los elementos para establecer su papel real y potencial en este
padecimiento para la fauna silvestre, animales domesticos y el ser humano, le informamos lo

siguiente:

a) Se disefio

l

un monitorec de especies de aves acuaticas migratorias, consideradas de

ia epidemiologica seguin informacién técnica de la Organizacién Nacional de Sanidad

Animal (OIE), derivada de reportes en Canadd, Estados Unidos de América y ofros paises
asiaticos colindantes con ellos en la parte septentrional del Continente Americano,

b) Este muestreo se realizé acorde a los naturaleza y ciclos de migracién, asi como densidades
poblacionales de este fipo de aves y caracteristicas ecoldgicas en’ humedales eslralégicos
para la conservacion y aprovechamiento sustentable en todo el territoric nacional

c) Otro considerando para la clasificacién de humedales a ‘monitorear fue el de presencia de
zonas avicolas , porcicolas y centros de poblacién, en sitios cercanos a los mismos

d) Se tomaron muestras por medio de hisopos en cloaca y traguea, acorde a la técnica

establecida

en el Capituio 2.7.12 Influenza Aviar en vigor. Asi como lo establecido en el

protocolo de colecta, almacenamiento y envio del Nacional Wildlife Health Center del Servicio
Geolégico de los Estados Unidos (USGS) para muestras provenientes del aprovechamiento

cinegético,

Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-044-ZO0O-1995 Campaiia nacional

contra la Influenza Aviar publicada en el Diario Oficial de la Federacién del 30 de enero de

2006.

€) Se han concentrado las muestras en el Laboratorio de Medicina de la Conservacion ubicado
en la Escuela Superior de Medicina del IPN Yy en el de Produccién Animal Aves de ia Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia Campus Ciudad Universitaria de la UNAM, donde se

cumplen los
Lépez y Dr.

requisitos de bioseguridad requeridos, bajo responsabilidad del Dr. Héctor Zepeda
Gary Garcia Espinoza, respectivamente. En el marco de los Convenios de Bases

de Colaboracién celebrados entre estas instituciones y esta Unidad Administrativa.

f) Asimismo se estn realizando estudios complementarios a la ecologia de esta enfermedad,
fundamentalmente en lo referente a la caracterizacién inmunogenética de las especies de
aves, su taxonomia molecular y su posible papel en la diseminacién y amplificacion de estos
agentes entre la fauna silvestre.

g) Este monitoreo se repetirad en el siguiente ciclo migratorio esperando cubrir el 100% de los
humedales prioritarios, wE

%
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h) Debido a que no se muestreo ningin reporte de mortalidad o comportamiento anormal en los
humedales muestreados, no se considera probable ningan aislamiento de un virus altamente
patogeno, pero en su caso se procedera a enviarlo a la Comisién México- Americana para la
Prevencién de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades Exélicas (CPA) para su caraclerizacion
y la respuesta sanitaria que se juzgue correspondiente. -

A efecto de realizar las pruebas diagnésticas correspondientes, a las muestras descritas en e!
inciso “d” del presente, requerimos la disponibilidad de los controles positivos y negativos
para esta enfermedad, que ponen a nuestra disposicién el Dr. Tom Deliberto National
Wildlife Research Center USDA-APHIS Wildlife Services, a través del Dr. Kelly Preston
previo visto bueno de usted, en el marco de los Acuerdos Binacionales derivados del
Memorando de Entendimiento celebrado entre esta entidad federal del gobierno de Estados
Unidos y la SEMARNAT. Por lo que le solicitamos de la manera més atenta su visto bueno,
para ello y que nos informe si se requiere obtener una Hoja de requisitos Zoosanitarios
SENASICA-01-011-para estos efectos. i

Para lo anterior, es fundamental contar con la autorizacion y aprobacién de los laboratorios
que prestan servicio a esta Direccion General (los cuales se mencionan en el inciso “e"), por
parte de esa Direccion General, con la finalidad de poder realizar la fotalidad de los procesos
de diagnéstico, en el entendido de que los resultados serén enviados al SIVE en los formatos
oficiales, de conformidad con la NOM en vigor. Por lo que le solicitamos de la misma manera
nos indique si se requiere que estos Laboratorios realicen el tramite de SENASICA-01-030
Aprobacién de laberatorios de pruebas en materia zoosanitaria.

Es importante mencionar que ete proceso de notificacion ya se realizé, para la enfermedad®
que nos ocupa, en el caso positivo detectado en las Ciénegas del Lerma, Estado de México
colectado durante la temporada migratoria del 2005-20086, el cual fue publicado a través del
Reporte Semanal del Sistema de Vigilancia Epidemiologica a su cargo, de la semana
epidemiolégica 24, correspondiente al periodo del 11 de junio al 17 de junio del 2006.

Por lo que en el caso de un probable aislamiento de alguna cepa de virus, que no tenga
impacto epidemiolégico, pero que sea de interés cientiiico es primordial para esta Direccion
General, en condiciones apropiadas de manejo de este tipo de material, el continuar Ia
investigacion de la misma mediante estudios de gendémica, proteémica y de epidemiologia
molecular. 3

En este sentido, me permito solicitarie de la manera mas atenta, proporcionamos una copia
del dictamen oficial de la caracterizacién molecular realizada por la CPA-INDRE de dicho
aislamiento, con el propésito de integrarlo a nuestro expediente oficial.

Sin otro particular por el momento, agradezco de antemano la atencién al presente, estamos
a sus apreciables érdenes para cualquier instruccién o aclaracion al presente.

ATENTAMENTE

SUFRAGIO EFECTIVO. NO REELECEION

EL DIRECTOR GENERAL DE VIDA'SILVESTRE
4; 8

@

y h x
Lic. Mauricio Limén Aguime.- Subsecretario de Gestisn para la Proteccién Ambiental.- Para su conocimiento.Crespaldo-
e s doc dox VAVIAN INFLUENZA\SAGARPA COMUNICADOS\OFICIO_SOLICITA_CARACTERIZACION
_1_1.03.07.
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Deteccion de orthomyxovirus H7N3 en anatidos del
Estado de México (Detection of orthomyxovirus H7N3 in
waterfowl from the State of Mexico)

Cuevas-Dominguez, Edgar A: Departamento de Produccion
Animal: Aves, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Auténoma de México, 04510, México, D.F.,
Tel./Fax 5616692 (nick de redvet: edgarcuevas) Email:
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Departamento de Produccion Animal: Aves, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia | Quintana-Lopez, José A:
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Veterinaria y Zootecnia | Loza-Rubio, Elizabeth: Instituto
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Veterinaria y Zootecnia | Garcia-Espinosa, Gary: Departamento
de Produccion Animal: Aves, Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia.

Resumen

Durante octubre 2005 a marzo 2006 se muestrearon 231 individuos de
7 especies diferentes, mediante hisopos cloacales y faringeos. El
objetivo fue la deteccion en condiciones naturales de orthomyxovirus en
las ciénegas de Lerma y durante la estancia de los patos silvestres en el
Estado de México. Durante el mes de Febrero se logro la deteccién de un
orthomyxovirus H7N3 de baja patogenicidad. Siendo para México el
primer reporte oficial de aislamiento viral de forma natural en un Anas
Cyanoptera en los humedales de México.

Palabras Clave: influenza aviar | orthomyxovirus | aislamiento viral | |
anatidos | Anas cyanoptera| H7N3|

Deteccion de orthomyxovirus H7N3 en anatidos del Estado de México
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n040409/040909.pdf
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IgM Antibodies against Influenza p/AH1N1 detected
in serum by ELISA
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The CIATEJ/IOPKONaccine was developed in Vero cells, TF = Transfer Factor
Immunization was carried out in 7 to 8 weeks old BALB/c female mice.

The immunization was intramuscular. B ‘
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IgG Antibodies against Influenza p/AH1N1 detected

in serum by ELISA
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The CIATEJ/IOPKONaccine was developed in Vero cells, TF = Transfer Factor
Immunization was carried out in 7 to 8 weeks old BALB/c female mice
The immunization was intramuscular.
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1. (WO2016195469) POTENTIATED T-CELL MODULATOR ABLE TO MODULATE IMMUNE RESPONSE, SPECIFICALLY DESIGNED FOR THERAPEUTIC USE AS

A POTENTIATING ADJUVANT IN VIRUS VACCINES
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Priority Data:

Title (EN) POTENTIATED T-CELL MODULATOR ABLE TO MODULATE IMMUNE RESPONSE, SPECIFICALLY DESIGNED FOR

THERAPEUTIC USE AS A POTENTIATING ADJUVANT IN VIRUS VACCINES

(ES) MODULADOR DE CELULAS T POTENCIALIZADO CAPAZ DE MODULAR LA RESPUESTA INMUNE, ESPECIFICAMENTE
DISENADO PARA SU USO TERAPEUTICO COMO AYUDANTE POTENCIALIZADOR DE VACUNAS VIRALES

(FR) MODULATEUR DE LYMPHOCYTES T POTENTIALISE POUVANT MODULER LA REPONSE IMMUNITAIRE,
SPECIFIQUEMENT CONGU POUR SON USAGE THERAPEUTIQUE EN TANT QU'ADJUVANT POTENTIALISATEUR DE VACCINS
VIRAUX

Abstract: (EN)Disclosed is a potentiated T-cell modulator (TCM) designed for treating the
symptomology of the disease known as vitiligo. The TCM is obtained by means of a
dialysable leucocyte extract from leucocyte cells that contain polypeptides equal to or less s
than 10,000 daltons, which extract comes specifically from Selachimorpha or shark spleen. ¥
The TCM can also reactivate the cells of an individual's immune system, enabling the
organism to reactivate the cells responsible for skin pigmentation, i.e. melanocytes, and
balance the production of melanin in the skin by means of this cell activation. The TCM has ket et meeser e
a potency of 1012 leucocytes x mm3 (potency being understood as the quantity of A FIG. 1
leucocytes and quality of the flat, round and innocuous cells), which potency is the quantity
necessary to excite the leucocytes and optimise the chemical signals for producing white
blood cells, which in turn produce melanocytes, which produce melanin. When coupled to the chemical signals of neurotransmitters to
potentiate the signal, the TCM helps the neurotransmitters to re-establish the chemical signals that travel from the brain to the bone
marrow, establishing the correct chemical signals to the melanocytes and thereby "ordering” them to begin producing melanin.
(ES)Un extracto leucocitario que contiene polipéptidos iguales o menores a 10,000 daltones de origen bazo de tiburén y su utilizacién
como adyuvante en preparaciones virales utilizadas como vacunas se comprende ademas un método de extraccion y procesamiento
de extracto leucocitario dializable a partir de sel aci morios para la obtencién de modulador de células T potencializado. La presente
invencion ademas se relaciona con composiciones que comprenden modulador de células T y sus combinaciones con antigenos
virales asi como, proporcionar los métodos para realizar las composiciones y formulaciones del modulador de células T como
adyuvante.

(FR)L'invention concerne un modulateur de lymphocytes T (TCM) potentialisé congu pour le traitement de la symptomatologie de la
maladie connue sous le nom de vitiligo, ledit TCM étant obtenu au moyen d'un extrait dialysable de leucocytes issu de cellules
leucocytaires qui contiennent des polypeptides inférieurs ou égaux a 10000 daltons, dont la source spécifique est la rate de
célacimorphes ou de squales, laguelle a la capacité de réactiver les cellules du systéme immunologique de l'individu, fournissant a
'organisme la capacité a réactiver les cellules responsables de la pigmentation de la peau, c'est-a-dire les mélanocytes, et d'équilibrer
la production de mélanine dans la peau a travers ladite activation cellulaire, ledit TCM présente une puissance de 1012 leucocytes par
m3 (la puissance étant définie comme la quantité de leucocytes et la qualité des cellules lisses, arrondies et inoffensives), la puissance
représentant la quantité nécessaire pour I'excitation des leucocytes et I'optimisation des signaux chimiques pour la production de
globules blancs, qui, a leur tour, produisent des mélanocytes, et ces derniers, de la mélanine. Ledit TCM aide les neurotransmetteurs
a rétablir les signalisations chimiques qui sont transmises du cerveau a la moelle osseuse lors du couplage aux signaux chimiques
des neurotransmetteurs pour ainsi potentialiser le signal, ce qui permet d'établir les signalisations chimiques correctes dans les
mélanocytes et ainsi de “leur donner 'ordre” de commencer a produire de la mélanine.
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Inmunofactor

HI/IA H/NS con y sin TCM
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Ldad de muestreo

Se tomaron 30 muestras por grupo de broilers de una granja comercial, vacunados al dia de edad



Titulo HI Log 2

Inmunofactor

Lab A FT' 0.5 LabA FT 0.5 Lab B 0.5 Lab B 1.0 Lab B 2.0

Vacuna y dosis aplicada

20 muestras de cada gpo, gallina comercial vacunada a las 6 sem de edad,toma de muestra a las 9 sem de

edad



Resultados de tratamiento con TCM
Cerdos



Inmunofactor

o Se seleccionaron K6 cerdos de 20 kg aproximadamente.

o Se utilizaron 28 cerdos para grupo control v grupo de prueba
respectivamente, colocados en corrales de 14 cerdos cada uno.

o A/l mnicio de la evaluacion, se tomaron muestras sanguineas para
diagnostico de PCR en Tiempo Real y corroborar presencia y
cuantificacion del virus de PRRS.



Inmunofactor

o Al grupo de Prueba se le aplico 9 ml de TCM y al srupo control
se le aplico & ml de solucion salina como placebo.

o A los 10 dias se repitio el muestreo sanguineo para anélisis de
PCR TR con la finalidad de observar la dinamica de infeccion

del virus.

o Se registro la mortalidad de ambos grupos.



Inmunofactor

Resultados PCR

Muestreo antes de la aplicacion de TCM y SSI:
25 de noviembre 2012

Identificacion: Grupo: Resultado: Cuantificacion: | Carga viral
172, 5 FT Positivo *7.99 X 103 7990

23, 24, 25 Controles Positivo *1.63 X 104 16400




Inmunofactor

Resultados PCR

Muestreo posterior a la aplicacion de TCM y SSF:

J diciembre 2012
Identificacion: Grupo: Resultado: Cuantificacion: Carga Viral
1,2,5 TCM Positivo % J1.45. X303 1450

23, 24 Controles Positivo * 3.45 X 104 34500




Inmunofactor

Resultados PCR en TR

particulas virales

100000

10000

1000

100

PCR tiempo Real PRRS Prueba de FT vs. Control

B--6406 -3 34500
W e=lll==control
~@ 1450 ——=FT
ler. Muestreo 2do. Muestreo

ler muestreo 27 de noviembre, 20 muestreo 5 de diciembre 2012




Inmunofactor

Conclusiones

o Ll grupo tratado con TCM muestra una reduccion considerable
de la carga viral, en comparacion con el grupo control, no
obstante, es necesario correr evaluaciones en las cuales podamos

determinar con un modelo estadistico la confiabilidad de los
resultados.



Inmunofactor

e Se seleccionaron 60 cerdos de 20 kg proximadamente y
49 dias de edad.

e Se utilizaron 50 cerdos para grupo control y 50 grupo
tratado con TCM, colocados en corrales de 15 cerdos
cada uno.

e A/ nicio de la evaluacion, se tomaron muestras

sanguineas para diagnostico de PCR en 1iempo Real y
corroborar presencia v cuantificacion del virus de

PRRS.



Inmunofactor

e A/ grupo de Prueba se le aplico 9 ml de TCM y al

grupo control se le aplico b ml de solucion salina como
placebo.

e A Jos 10 dias se repitio el muestreo sanguineo para
analisis de PCR TR con la finalidad de observar la

dindmica de infeccion del virus.

o Se registro la mortalidad de ambos grupos.



Inmunofactor

Resultados PCR en 2da prueba
60 cerdos de 20kg / 30 por gpo

Muestreo antes de la aplicacion de TCM y SSI:
20 Febrero 2015

Identificacion: Grupo: Resultado: Cuantificacion: | Carga viral

6,8,10 TCM Positivo *6.99 X 103 6990

16,17,18 Controles Positivo *6.30 X 104 6300




Inmunofactor

Resultados PCR

Muestreo posterior a la aplicacion de TCM y SSF 8 de Marzo 2013

Identificacion: Grupo: Resultado: Cuantificacion: Carga Viral

6,8,10 TCM Positivo *5.20X 103 5200

16,17,18 Controles Positivo *8.10 X 103 8100







Resumen: Rosa Elena Sarmiento Silva

Hepatitis Porcina Viral: Identificacion, Diagnéstico y Hallazgos de Interés en la Produccion

Porcina.

La hepatitis E es un problema de salud emergente, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) reporta en su portal de internet que cada afio se estiman 20 millones de
infecciones por en virus de la hepatitis E (VHE), de las cuales 3 millones tienen una
presentacion aguda y ocasiona 56,600 muertes (1).

El VHE puede diseminarse por transmision zoongtica de animales infectados a humanos
y a través del contacto de persona a persona. Por otra parte, ahora se reconoce que la
transmisién del VHE es posible por transfusiones. En México, los casos de hepatitis E
aguda quedan a menudo bajo sospechas diagnosticas, el reporte de casos de Hepatitis
Virales se centra en los virus de la Hepatitis A, B 'y C, pero no hay reportes especificos de
la hepatitis E, sin embargo anualmente se reporta un gran nimero de casos de hepatitis
virica sin especificar, solo de enero 2016 a enero 2017 se han reportado 8982 casos, en
los cuales no esta definido el agente etioldgico (2, 3).

En México, nuestro grupo de trabajo ha reportado una alta seroprevalencia del VHE en
poblaciones porcinas (59.4% en total en las tres areas geogréficas [Norte, Centro y Sur])
(4), nuestros resultados coinciden con lo publicado en 2016 por Merino y Cols (5), quienes
reportan una alta incidencia en cerdos (30.75%), siendo Querétaro y el Estado de México,
los sitios donde se encuentra el mayor nimero de casos.

Sotomayor y col, 2018 (6), reporta el primer genoma del VHE, en México, en cerdos en
una granja del Estado de México. Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros
autores donde es posible encontrar la presencia del virus en los cerdos de engorda de 12
semanas, edad en la que se presenta el pico de eliminacién del virus durante la
produccion. En este mismo estudio se analizaron muestras de otras etapas como
maternidad, destete y gestacion, en donde también se encontraron muestras positivas; lo
cual implicaria una circulacion constante de virus en la granja por todas las etapas. Es
importante conocer mas acerca de la dinAmica de transmision del virus dentro del ciclo

productivo y realizar la vigilancia epidemioldgica tanto en cerdos como en humanos.

Efectos de la Inmunosupresion Viral.



Los virus han desarrollado numerosas estrategias para enfrentar y evadir la respuesta
inmune antiviral del hospedador. Dentro de los principales mecanismos de evasion se
encuentran. 1. Restriccion del efecto viral citolitico y establecimiento de infecciones
persistentes. 2. Generacion de variantes virales. La evolucién de los virus de RNA esta
determinada por su alta variabilidad. La alta tasa de mutacion y la recombinacion tanto
entre homélogos como no homdlogos permiten la generacién elevada de secuencias
nuevas. Muchas mutaciones pueden ser deletéreas y eliminadas por seleccion natural,
pero otras se seleccionan con base en al ambiente particular en el que el virus se esté
replicando (respuesta inmune del hospedero y el efecto de agentes antivirales), de esta
forma las mutaciones pueden llegar a ser dominantes en la poblacion. 3.
Inmunosupresion, los virus que causan enfermedades inmunodepresoras lesionan los
tejidos y drganos del sistema inmune, disminuyendo asi los mecanismos de defensa
frente a otros patdégenos. Dentro de los efectos principales de la inmunosupresion se
encuentran, el aumento en la susceptibilidad a otras enfermedades infecciosas, reflejado
en el aumento de los problemas de tipo respiratorio, reduccion de la respuesta a las
vacunas aplicadas, y reduccion de los parametros de rendimiento, observandose un

aumento en la mortalidad (7).

Del conocimiento que se tenga sobre la respuesta inmune antiviral y de los mecanismos
de escape utilizados por los virus, dependera la identificacion de nuevos blancos
moleculares para el desarrollo oportuno de agentes antivirales, asi como también para el

disefio de vacunas antivirales.
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PRRSV

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino es una enfermedad que causa fallas reproductivas en las cerdas 'y

enfermedades respiratorias en cerdos jovenes.

Prevencion del PRRS en cerdas es fundamental para evitar el paso del virus a los cerdos susceptibles a través de la

transmision vertical y horizontal.

El PRRSV es un Arterivirus que se descubri6 casi simultdneamente en 1991 en el continente europeo y norteamericano, lo

gue condujo a la clasificacion de PRRSV de tipo 1y 2, respectivamente.

Estudios genéticos han revelado que este virus tiene una de las tasas de mutacién mas altas conocidas para un virus RNA

(SS+): tasa evolutiva informada de 4.7-9.8 x 10 “2/sitio /afo.

» Este cambio constante es un obstaculo importante para desarrollar una vacuna protectora contra cepas de campo

genéticamente diversas.

PRRSV = Tipo 1 —_ 3 subtipos

9 subtipos




INMUNOSUPRESION
PRRSV

* Regulacion negativa de la inmunidad adaptativa.

* Lainmunosupresion es el resultado de varios factores:
* Perturbacion del desarrollo de cé€lulas monocito/macréfago.
» Reduccion de las citocinas antivirales e inflamatorias
* Aumento de la secrecion de citoquinas inmunosupresoras.

e Regulacién negativa de la expresion de MHC y co-estimulacion en células dendriticas
derivadas de monocitos (MoDC), suprimiendo de ese modo la proliferacion y
diferenciacion de células B, Ty NK.

« INCREMENTO EN LA EXPRESION Y LIBERACION DE CD83
Xi Chen, et al. J Virol. 2018 Jul 17;92(15).




Inhibitory effects of PRRSV infection on MoDC activity are mediated by soluble CD83.

2 T *®
4 Block of . ~

= Trntllpmlifcmﬁm; ””
Dendritic cell ‘ZS_S\-

/ i MHC-peptide

o2
el — complex proteins
T e TAP1 and ERp57 L a A

445 & W g o mRNA
Tanat =~ ﬂ ﬂ? . @ Taply2

(nsple mutant) . ‘_~=}: ' PP g ‘e ‘ ERp57 Normal
A ek W . s Proteina
=

This content may be subject to copyright and license restrictions. Journal of

‘JOU rna|8 ASM ’ Drg Learn more at journals.asm.org/content/permissions Virology




Cell surface (4) ﬁ@




INTERFERONES
/(e

IFNa/B go

:l:l:l:l:l:|:|:l:l:.:.:l:l"l'l'.'l"l'i'u'l'|'l'l'l'l'l"l'.'l'l'a'l'|'l'l'l't'l"i"l'l"o:l:l:l:ll:l:|:|:|:|:l:i:.:c.:.:,:-:l:i:l:.:.'"6'
55RNA CpG-DNA Long dsRNA Short dsRNA

AV X0000000C 0000

oIS OO0
el L )
@ Socccccreeccccccccccveone

Jakl

. . 2'5"-0AS
7 j Qsome Mitochondrion RNasel
TLR7!8 TLRO ) RNA degradation
/ RIG-I
PRRS
MyD88 TRIF E

v -
— p .
E - 2 |isgr3 Inhibition of viral

%{Ts trafficking
RF9
~— 1SG15
Protein
modification
Cytoplasm (

15Gs. B
Inhibition of
IFNa/B T translation
L)
- 4

t —_—
A\VAVAVS
wv v
=/ =
Nucleus SN vwv
oy P AVAVAV,
PIAS
ISGs transcripts
ISRE
L J L J
1 I

First wave Second wave



INMUNOSUPRESION
s PRRSV

Piasma membrane

Antagonista Efecto IRF3

IFN

1. Degradacion

2. Inhibir fosforilacion

3. Bloquear la translocaciéon nuclear
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INTERFERONES

La translocacion del IRF3 promueve la formacion del enhanceosoma

Composition and Organization of the
[FN-3 Enhanceosome
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INTERFERON

La proteina no estructural (nsp) 1 de PRRSV se ha identificado como un
antagonista de IFN viral.

PRRSV LDV EAV SHFV
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JAK1 (Chimpanzee): 5'-ACUCUAUAUGCACUUUGUUUACU -3'

JAK1 (Homo) @ 5-ACUCUAUAUGCACUUUGUUUACU -3'
JAK1 (Rhesus)  : 5-ACUCUAUAUGCACUUUGUUUACU -3'
JAK1 (Mouse) @ 5-ACUCUAUAUGCACUUUGUUUACU -3'
JAK1 (Canisj  : 5-ACUCUAUAUGCACUUUGUUUACU -3'
JAKA (sus) : 5-ACUCUAUAUGCACUUUGUUUACU -3'

¢ miR-30c could target JAK1 through a site in the
3'UTR region conserved in mammals
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INMUNOSUPRESION
PRRSV

* Nsplalfay beta de PRRSV FL12 suprime TNF alfa cvia NFkB

* La proteina N de la cepa BBO907 de PRRSV participa en la induccion de IL-10, que estimula
el desarrollo de Tregs y debilita la proliferacion de células T en el huésped .




INMUNOSUPRESION  ,.0n
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INMUNOSUPRESION
PEDV

VIRION

Murine Hepatitis Virus (MHY)
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CIRCOVIRUS

El circovirus porcino (PCV) es miembro de la familia Circoviridae, DNAss, sin envoltura,
con simetria icosaédrica.
PCV tiene dos marcos principales de lectura abierta (ORF), ORF1 que codifica la
replicasa del virus (Rep) y ORF2 que codifica la Unica capside (Cap).
PCV no patogénico tipo 1 (PCV1) y el PCV tipo 2 patogeno (PCV2).
PCV2 se aisl6 de cerdos con sindrome de desgaste multisistémico
posdestete (PMWS), una enfermedad que se caracteriza por pérdida de peso
progresiva, emaciacion, dificultad para respirar e ictericia.

Este virus también esta asociado con otras enfermedades como dermatitis porcina y
sindrome de nefropatia (PDNS), temblores congénitos tipo A2 (CT), trastornos
reproductivos, miocarditis prenatal y neumonia proliferativa y necrosante,
denominadas colectivamente "enfermedad asociada al circovirus porcino" (PCVAD).

PCV2 es el principal patégeno causante de la enfermedad asociada a PCV (PCVAD),

P




INMUNOSUPRESION
CIRCOVIRUS

IL-12, desempena un papel fundamental en la generacion de la respuesta inmune Thl
para combatir la infeccion por patégenos.

ILl-12 es heterodimérica de 70 kDa compuesta de subunidades p35 y p40 y producida
por APC, que incluye monocitos/macrofagos, células dendriticas y células B.

La regulacion de IL-12p40 se considera mas critica para la produccion de IL.-12, en

comparacion con IL-12p35 que no puede secretarse sin unirse a IL-12p40.
IL-12p40 desempena un papel mas dominante en la promocion del desarrollo de
células Th1.

Estudios han demostrado que la infeccion por PCV2 inhibe la expresion de 1L-:12p40
tanto in vivo como in vitro.




Model of PCV2 infection inhibits IL-12p40 expression in PAMs to further suppress host Thl

Immune response.

pathugens

pathogens === fcationy. pathogens

the 12 miRNAs that were predicted to
regulate porcine IL-:12p40 were analyzed
in PCV2-infected PAMs by qPCR. the
expression levels of miR-23a, miR-23b,
miR-29a, and miR-29b were significantly
upregulated in PCV2-infected

Macrophage
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Fecal Microbiota Transplantation Is
Associated With Reduced Morbidity
and Mortality in Porcine Circovirus
Associated Disease

Megan C. Niederwerder™, Laura A. Conslance’, Raymond R. R. Rowland’,

Waseem Abbas?, Samodha C. Fermando?, Megan L. Potters, Maureen A. Sheahan’,
Thomas E. Burkey?, Richard A. Hesse'* and Ada G. Cino-Ozuna™

FMT de hembras
multiparas con
antecedentes

Table 1

Microarganisms detected in the fecal microbiota transplant material by the pan-microbial detection array.®

Piylum®  Family Genus species
g0 i 5.
Necardiaceae Rhodococeus rhixdrii
i hid E b nuttalli
Coclob o 3
Prevotellaceae Prevotelia sp.
Rikenellaceae Rikemeila microfiesus
Ceratobasidi R ia selani
& Meth h Mtk b it aralis, amithii
Firmicutes  Carnob kalibacterim <p.
Clastridiaceas Candidats Clostridi C r @
Clastridiales Clostridiales bacterium
Lachuos t ;
L L
Cl i
Fusobacteria  Fusobacteriaceae Pryehrifpobacter alanticus
Proteobacteria  Anaplasmatacene Candidates Xenolissoclinum pacificiensis
Bradyrhizobiaceae Bavea sp., Bradyrkizobium sp,
G C sp., Sulfiruspiril
Headi s et
Legionellaceae Legionella lansingensis
Piscirickeltsi Thiomicrospira kuenenii, Thiomicrospira sp.
P sp.. Rhizobacter sp.
sp.
Vibrionacene Candidate Photodesms katoptron
Ji ineria larvae,
Spirochactes  Spirachaeraceae Barrelia parkeri, Spirochaeta sp., Treponema pedis, Treponema sp.
—— - S i
i i Iowae
Spiroplasmutaceae  Spiroplasma api

“Only thase microbes ideniified ot the phybum, family; and gems level are included. ¢ Organized alphabetically by phylum; order listed when family unidentifiable.
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DETECCION MOLECULAR Y CARACTERIZACION

GENETICA DEL VIRUS DE HEPATITIS E EN
MEXICO




ANTECEDENTES

Epidemia en Cachemira en 1978

52,000 casos de hepatitis ictérica
1.700 muertes

Caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas Unicas

Transmisiéon por agua
No casos clinicos secundarios

Adultos j6venes

Aumento de la incidencia y gravedad en mujeres
embarazadas

Enfermedad autolimitada

Aggarwal, et al. 2013.

Poblado de Cachemiraq, India.
Dr. Balayan en la fotografia.

Dr. Balayan. Ingestion del brote e
identificacion del agente causal.

VHE en humanos
Hepatitis virales=causas principales de dano
hepdtico alrededor del mundo y en México

Problema de salud publica emergente en los
paises en desarrollo=epidemias




ANTECEDENTES (MEXICO)

1986 =
L] L] o
Hepatitis aguda 2 @
Huitzililla (Morelos) -g
94 pacientes ictéricos %'m
dos mujeres no embarazadas murieron 8 w
asociaron la enfermedad con el agua "
Telixtac (Morelos) "
129 casos, de los cuales Z
una mujer fallecié 0

una mujer embarazada tuvo un parto prematuro

Inmunoelectromicroscopia- particulas tipo
virales de 32 a 34 nm
HT-NANB reportados en Asia

79%

Total n= 192 588

(México, del 2000 al 2007)

3.3%

VHA

VHB

% - 22 533 casos

M1.7%

VHC Orras
Panduro et al. 2011

Velazquez, et al., 1990.
Control, 1987.
Aggarwal, et al., 2013.
Panduro, et al. 2011.



\ ETIOLOGIA

M—I

‘2 Genus: Orthohepevirus

W

.7 Species: Orthohepevirus A
Species: Orthohepevirus B !

Species: Orthohepevirus C g
Species: Qrthohepevirus D “

B Genus: Piscihepevirus .« |

ssRNA +

27-34 nm de didmetro
Sin envoltura

Simetria icosaédrica T=1

Diferentes distribuciones a nivel
mundial
Diferente presentacién Clinica

* Humanos- hepatitis aguda a

cronica
e Cerdos- asintomdtica
Yamashita, et al., 2009.

Behrendt, et al. 2014.
Perez-Gracia, et al., 2015.



HEPATITIS E EN EL CERDO Zvowmises ™ oemae ™ ergote ™ it

D-23Kg./0-2@ 23-58Kg. /2-5@ 58104 Kg. /5-9@ 104-161 Kg. / 9-14 @

Prevalencia predictiva en heces de

. . r e acverdo a la edad del animal.
" Ausencia de signos clinicos (Salines, ef al,, 2017)

!

10

No asociado a pérdidas g s

QL

econdmicas s

ao
3

f-

2 o
=

Qo

T ©

"Mayor eliminacién de la 109 a la . o
o

129 semana



‘OBJETIVOS

“GENERAL:

*Demostrar la presencia del virus de hepatitis E y llevar a cabo la caracterizacion molecular
completa del virus obtenido a partir de érganos de cerdos provenientes de diferentes etapas
productivas en granjas, de rastros y puntos de venta para consumo en humanos.

“Especificos:
"|dentificar el genoma del VHE en muestras de higado, bilis y heces de cerdos.
*QObtencién del genoma completo de las muestras positivas por PCR.

"Establecer la relacion genética entre virus reportados en México y secuencias reportadas en
diversas regiones del mundo.



METODOLOGIA
MUESTREO EN GRANJA Y NECROPSIA

4 rastros
3 Veracruz
1 Estado de
México
Granja de
ciclo completo
Estado de
México
Bilis
Higado
Heces

ID del Pool Tipo de muestra Numero de Procedencia
muestras

G1 (gestacion) Hisopo rectal 10 Granja

G2 (gestacion) Hisopo rectal 10 Granja

G3 (gestacion) Hisopo rectal 10 Granja

D1 (destete) Hisopo rectal 10 Granja

D2 (destete) Hisopo rectal 10 Granja

D3 (destete) Hisopo rectal 10 Granja

E1 (engorda) Hisopo rectal 10 Granja

E2 (engorda) Hisopo rectal 10 Granja

E12 (engorda Hisopo rectal 10 Granja

semanas de edad)

M1 (maternidad) Hisopo rectal 10 Granja

M2 (maternidad) Hisopo rectal 10 Granja

M3 (maternidad) Hisopo rectal 10 Granja

R (reemplazos) Hisopo rectal 10 Granja

S (sementales) Hisopo rectal 10 Granja

H1 Higado 3 Necropsia

H2 Higado 4 Necropsia

H3 Higado 1 Necropsia

B1 Bilis 4 Necropsia

B2 Bilis 4 Necropsia

c1 Heces 4 Necropsia

C2 Heces 4 Necropsia



METODOLOGIA
DETECCION DEL GENOMA VIRAL POR RT-PCR

{2

Instituto de Biotecnologia

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

T -..-..
* Regién conservada de ORF2 (212

Extraccion de RNA pb, de Deus, 2007; 348 pb,
Huang, 2002)

Purificacion

E-Gel

Electroforesis
horizontal en

Fenol-cloroformo (Gibco

Life Technologies 1996) ° Qiagen OneStep RT-PCR

SizeSelect
* Superscript Il + Taq Platinum gel

2%

i
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RESULTADOS
RT-PCR

Muestras positivas por la técnica

de RT-PCR.
Rastro: 1/64 (1.56%)
Granja: 14/21 (66.66%)

H= Higado
B= Bilis
C=Heces

No. De Etapa de Resultados de RT-
ID muestras Tipo de muestra Origen produccion PCR
1 16 Higado, bilis y heces  Rastro Engorda N
2 16 Higado, bilis y heces Rastro Engorda N
3 16 Higado, bilis y heces  Rastro Engorda p*
4 16 Higado, bilis y heces  Rastro Engorda N
Gl 10 Heces Granja Gestacién P
G2 10 Heces Granja Gestacién N
G3 10 Heces Granja Gestacién P
D1 10 Heces Granja Destete P
D2 10 Heces Granja Destete P
D3 10 Heces Granja Destete P
El 10 Heces Granja Engorda N
E2 10 Heces Granja Engorda P
E12 10 Heces Granja Engorda P
M1 10 Heces Granja Maternidad N
M2 10 Heces Granja Maternidad P
M3 10 Heces Granja Maternidad N
R 10 Heces Granja Reemplazos N
S 10 Heces Granja Sementales N
H1 3 Higado Granja Engorda P
H2 4 Higado Granja Engorda P
H3 1 Higado Granja Engorda P
B1 4 Bilis Granja Engorda P
B2 4 Bilis Granja Engorda P
C1 4 Heces Granja Engorda P
C2 4 Heces Granja Engorda N

*Solo una bilis positiva



SECUENCIACION MASIVA DE MUESTRAS DE CERDO

5 muestras fueron enviadas a la Unidad de Secuenciacién Masiva para ser procesadas con el
objetivo de obtener la secuencia completa del genoma del virus de hepatitis E
Mayor cantidad de RNA (Nanodrop)

Nextseq 500
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SECUENCIA COMPLETA DEL VIRUS DE HEPATITIS E

MXCD_g3a_B1|_2016

27 ORF1 5157
672 1322 2427 2900 3691 5151 7251
M HR X H RDRP ORF3 ORF2 —A
189 737 2040 2400 2950 3686 5185 7164
5147 5512

Figura 3. Representacién grdafica de la secuencia completa MXCDg3_Blc | _2016. A. secuencia completa de 7,241
nucleétidos que consiste en 5'UTR de 27 nt (1-27), ORF 1 de 5,120 nt (27 a 5147), ORF 2 de 1,979 nt (5185 a
7164) ORF 3 de 365 nt (5147 a 5512) y un 3'UTR de 77 nt (7164-7251). B.



RESULTADOS

Arbol filogenético de secuencias
completas del virus de hepatitis E.
102 secuencias (a enero 2018)
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DISCUSION

Aunque se ha confirmado que el VHE es una enfermedad zoonédtica, se le ha dado poca
importancia a la enfermedad en México.

No hay diagnéstico disponibles para cerdos y humanos, y los casos clinicos pueden ser subestimados.

Este es el primer reporte de un genoma completo del VHE del genotipo 3 en México.

Se encontré solo una muestra positiva de bilis en rastro en rastro (1.56%).
Nuevo Ledn, México: 22.5% de resultados positivos en carnicerias.

Brasil:1 18 muestras, dos muestras de higado (1,7%) y una muestra de bilis (0,84%) positivas.
El factor de riesgo ocupacional para los trabajadores de rastro debe ser considerado bajo.

Pico de eliminacién en semana 12 de edad.
Muestras positivas en las diferentes etapas indican circulacion constante en granja.

Mutaciones en cdpside en sitios antigénicos.
No es posible concluir si podria afectar la estructura 3-D

Cantu-Martinez, et al., 2013.
Gardinali, et al. 2012.



Rastro: 1 bilis

Granja: 2 pools (semana

-

12)
c 0 N c LU S I 0 N E s Necropsia: 6 pools 1 secuencia completa

2 secuancias
parciales (>1 kb)

Genotipo 3a- cerdos
Riesgo para las personas que tienen contacto con cerdos

Se deben implementar medidas de seguridad bdsicas para evitar la transmision zoonética

Semana 12- pico de eliminacién

Presente en otras e’rqpqs
Incrementar la atencion que se da a la enfermedad como un problema de salud pUblica

Los andlisis moleculares permiten el monitoreo de poblaciones de cerdos, cuerpos de agua y humanos
Implementar estrategias de control

Prevenir brotes



PROYECTO DE INVESTIGACION

Proyecto CONACYT: CB-221186

Diseio, implementacién y optimizacién de una plataforma para la
deteccidén y caracterizacion molecular del genoma completo del

virus de hepatitis E.
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Uso Responsable de Antibidticos en Animales para la Produccion de Alimenticios

Jesus Lépez
Elanco Animal Health

El uso de antimicrobianos en la medicina animal de alimentos se ha convertido en un
importante tema politico y cientifico, especialmente en relacién con la contribucion de la
resistencia a los antimicrobianos de origen animal a la medicina humana, lo que lleva a
llamados a nivel politico para desarrollar planes de accién nacionales. A nivel mundial, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE)
han creado una lista de antibioticos criticamente importante para la medicina humanay la
medicina veterinaria, respectivamente. El uso responsable de antibiéticos en animales y
humanos es esencial para preservar la viabilidad de los antibiéticos para su uso en medicina.
Para los animales, mantener su salud es importante para la produccion de alimentos seguros
para el consumo humano, para satisfacer las demandas de una poblacién mundial en aumento
gue esta buscando mas proteina asequible de origen animal en sus dietas.

Se puede desarrollar una politica sélida basada en las mejores ciencias y practicas teniendo en
cuenta las experiencias globales y las lecciones aprendidas. Las extensas experiencias y
aprendizajes a nivel mundial, incluidos los de la Union Europea (UE) y los Estados Unidos (EE.
UU.), pueden contribuir al desarrollo de politicas y reglamentos basados en la ciencia. Los
principios y la aplicacion del andlisis de riesgos, que incluye la evaluacion de riesgos, la gestion
de riesgos y la comunicacién de riesgos, pueden servir para garantizar que los paises
incorporen las mejores practicas en sus procesos regulatorios de animales en constante
evolucion. Los aprendizajes y las mejores practicas a nivel mundial han demostrado que un
enfoque estratégico para abordar la resistencia a los antimicrobianos es fundamental. El
reconocimiento del estado actual y los objetivos deseados en un pais y luego construir un
proceso a través de leyes, regulaciones y practicas, que es un puente del estado actual al
estado deseado, es lo mas importante para garantizar que las politicas y la ciencia puedan
implementarse para un resultado exitoso. La accion politica sin una ciencia razonada y
practicas realistas dara lugar a consecuencias no deseadas y un desperdicio de recursos
limitados.

Los antibidticos normalmente estan regulados como parte de un proceso de aprobacion de
medicamentos para animales de consumo. El proceso de aprobacién regulatorio incluye la
evaluacion de la seguridad (humana, animal y ambiental), la calidad y la eficacia (el reclamo de
la etiqueta con usos aprobados). La evaluacion reguladora de seguridad humana para
antibiéticos histéricamente consideré la seguridad toxicologica y microbioldgica. Esta
evaluacion proporcioné el establecimiento de una ingesta diaria admisible (IDA) y limites
maximos de residuos (LMR) para garantizar el uso seguro del producto. Mas recientemente, la
evaluacion de seguridad esta incorporando un analisis de riesgo especifico para la resistencia a
los antimicrobianos. Este proceso incluye evaluar el riesgo considerando la exposicion,
gestionar el riesgo a través de las instrucciones de uso de la etiqueta y comunicar el riesgo



para garantizar el uso responsable. El objetivo principal es reducir los patdgenos transmitidos
por los alimentos y la resistencia asociada con las bacterias, que pueden contribuir a la
enfermedad humana no tratable. Es importante destacar que los residuos y la resistencia
deben abordarse a través de leyes y reglamentos, sin embargo, cada uno requiere politicas y
practicas Unicas para alcanzar los resultados deseados. Proporcionar los usos regulados de los
productos antibiéticos reduce los usos de productos antibiéticos no regulados. La regulacién
con la debida aplicacion contribuye a un suministro de alimentos inocuo a la vez que preserva
la efectividad de los antibidticos para su uso en medicina humana y de animales de alimento.

Las reglamentaciones sobre antibiéticos y el analisis de riesgo asociado deben considerar la
indicacion de uso y las categorias para el uso del compuesto. Los antibiéticos se utilizan en
animales para la produccion de alimento ya sea para una indicacion terapéutica que incluye el
tratamiento de la enfermedad, el control y la prevencién o para la promocion del crecimiento.

Las experiencias y lecciones globales pueden proporcionar ideas para las mejores practicas en
el desarrollo de politicas sélidas y regulaciones basadas en la ciencia. La Unidn Europea y los
Estados Unidos han buscado en las ultimas dos décadas abordar la resistencia a los
antimicrobianos mediante la evolucion de sus leyes, reglamentos y practicas de uso
responsable. Cada uno avanzo diferentes enfoques a lo largo del tiempo y por lo tanto con
diferentes experiencias y lecciones aprendidas. A nivel mundial, los antibidticos contindan
siendo utilizados en todos los paises en la produccién de alimentos para animales; ningun pais
ha eliminado el uso de antibitticos.

La Unidn Europea ha evolucionado sus regulaciones de antibiéticos para proporcionar usos
como inyectables, agua medicada y alimento medicado. El andlisis de riesgo de resistencia a
los antimicrobianos es una parte critica del proceso de aprobacion regulatorio. Los antibidticos
pueden aprobarse para usos terapéuticos de tratamiento, control y prevencion de
enfermedades. El veterinario juega un papel importante como prescriptor de antibiéticos.

En la UE, ha habido mucho debate sobre el uso de antibiéticos en la medicina veterinaria para
la promocién del crecimiento (PC). La UE prohibio6 el uso de PC desde el 1 de enero de 2006.
Es importante destacar que la prohibicién de la UE no fue una prohibicién de moléculas sino
una indicacion de que, si una molécula tenia una indicacion terapéutica y una indicacién de PC,
la indicacion de PC estaba prohibida; sin embargo, la molécula permaneci6 en el mercado para
indicaciones terapéuticas. El enfoque de la UE para prohibir el uso de PC ha tenido un impacto
negativo denominado "consecuencias involuntarias" que ha resultado en una mayor incidencia
de enteritis necrotica en aves de corral y disenteria en cerdos, lo que ha resultado en el uso de
mayores cantidades de antibiéticos como indicaciones terapéuticas. Lo que genero el aumento
en el uso terapéutico de antibiéticos en Dinamarca después de que se aplicara la prohibicion de
PC en 2000. El aumento se debio principalmente al uso extensivo de tetraciclinas y penicilinas.

Este aumento en el uso de tetraciclinas y penicilina dio como resultado un aumento en los
niveles de resistencia a estas clases de antibidticos en patégenos transmitidos por los
alimentos, especialmente especies de Salmonella. Los datos de DanMap 2013 muestran
claramente que después de la prohibicion de PC, el nivel de resistencia a las tetraciclinas y la
ampicilina aumento y esto se reflejo en el uso de estas moléculas con fines terapéuticos.

Esta decision en la UE se baso en el principio de precaucién mas que en datos cientificos.



Los Estados Unidos han evolucionado sus reglamentaciones sobre antibioticos con analisis de
riesgo de resistencia a los antimicrobianos como una parte fundamental del proceso de
aprobacién regulatorio. Los antibiéticos pueden aprobarse para usos terapéuticos de
tratamiento, control y prevencion de enfermedades. El veterinario desempefia un papel
importante como prescriptor de antibiéticos, incluso para su uso en los piensos segun una
"directiva de alimentacién veterinaria".

La FDA de EE. UU., En su guia 213 para la industria, dividié los antibioticos en tres clases. (1)
uso humano solamente, es decir, clases de antibiéticos solo usados en medicina humana, (2)
solo uso de animales, es decir, clases de antibiéticos solo usados en medicina animal y (3) uso
de clase compartida, es decir, clases de antibiéticos usados en medicina humana y animal. Se
solicita a esta guia que las compafias farmacéuticas veterinarias eliminen voluntariamente las
afirmaciones de la etiqueta PC de todos los antibiéticos de clase compartida al tiempo que
permiten que la indicacion de PC permanezca para las clases de antibiéticos que solo son de
uso animal.

Desde el 1 de enero de 2017, los antimicrobianos veterinarios que son de clase compartida
solo estan permitidos para uso terapéutico (tratamiento, control y prevencion) bajo prescripcion
veterinaria. Los antimicrobianos que solo son de origen animal en EE. UU., se pueden usar
como productos terapéuticos bajo prescripciones veterinarias o se pueden seguir utilizando
como PC y se pueden obtener sin receta médica.

Un pais necesita determinar qué leyes, regulaciones y politicas de uso responsable son las
mejores para ellos, considerando los aprendizajes de las experiencias globales. El enfoque
debe comenzar por comprender completamente las politicas y practicas actuales, los objetivos
deseados y luego un enfoque practico que relacione el estado actual con el estado deseado a
lo largo del tiempo.

A medida que analicemos los problemas de la resistencia a los antibiéticos, bajo el paraguas
del uso responsable se podrian implementar varias acciones que incluyen pero no se limitan a
(1) Monitoreo de la resistencia a antibioticos, (2) Monitoreo de uso de antibidticos, (3)
Disponibilidad de antibiéticos solo por prescripcion, (4) Formularios y pautas para prescriptores
(5) Consideracion del canal de distribucion y promocién de antibiéticos recetados solamente.

El monitoreo de la resistencia a los antibiéticos es la piedra angular de la evaluacién de riesgos
y una medida para medir las politicas de gestion de riesgos. Incrustados en una evaluacion de
riesgos microbiolégicos para evaluar el potencial de bacterias resistentes a los antibidticos que
contribuyen a las infecciones en humanos que no pueden ser tratadas con la misma clase de
antibiéticos que se usaron en los alimentos, los animales son los pardmetros de liberacion,
exposicion y consecuencia. Una vez que la evaluacion de riesgos identifica un riesgo potencial
como una mayor prevalencia de resistencia a los antibiéticos y se implementa una gestion de
riesgos adecuada, el monitoreo de la resistencia antimicrobiana debe continuar para determinar
si la resistencia ha disminuido después de la intervencion de gestion de riesgos indicando una
accion apropiada, vs. niveles de resistencia que aumentan o permanecen estables, indicarian
politicas de gestion de riesgos inapropiadas.

Las bacterias zoondticas como Salmonella y Campylobacter pueden desarrollar resistencia a
los antibiéticos en el reservorio animal. Estas bacterias resistentes pueden transferirse a los



seres humanos a través de los alimentos y, posteriormente, pueden causar infecciones que
pueden no responder adecuadamente al tratamiento con antibiéticos. Las poblaciones
bacterianas comensales del tracto intestinal de los animales pueden reflejar la presion de
seleccidén de antibioticos como resultado del uso de antibiéticos a lo largo del tiempo. Los
comensales de origen animal también pueden actuar como un depdésito de genes de resistencia
gue pueden transferirse a patdégenos u otros comensales en el intestino humano. Por esta
razén, Escherichia coli y enterococos de origen animal se incluyen en muchos programas de
control de resistencia como bacterias indicadoras representativas de la flora Gram-negativa y
Gram-positiva, respectivamente, con el fin de proporcionar informacion sobre la prevalencia
general de resistencia en animales sanos. Estas bacterias indicadoras zoonéticas y
comensales se denominan bacterias transmitidas por los alimentos en el contexto de la
discusion a continuacion.

Los programas de monitoreo de la resistencia de las bacterias transmitidas por los alimentos
normalmente recolectan cepas bacterianas de animales productores de alimentos,
generalmente en el sacrificio, pero también en la granja y en las carnes al por menor, y luego
determinan su susceptibilidad frente a un panel de antibiéticos relevantes para la medicina
humana. El monitoreo de la susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias transmitidas por los
alimentos se realiza tanto a nivel nacional como internacional. Ejemplos de sistemas de
monitoreo a nivel nacional son CIPARS (Canada), DANMAP (Dinamarca), JVARM (Japén),
MARAN (Paises Bajos), NARMS (EE. UU.), NORM-VET (Noruega) y SVARM (Suecia). Hay
algunos programas internacionales armonizados. A finales de los afios noventa, el programa
europeo de vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana en animales (EASSA) se inicié como
una iniciativa compartida de la industria farmacéutica veterinaria, mientras que hace mas de
una década la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié un programa de
control de la resistencia antimicrobiana a patégenos transmitidos por animales productores de
alimentos y sus alimentos. Este ultimo control integrado de la UE ahora ha reemplazado a parte
de los programas nacionales en Europa. Por lo tanto, actualmente existen dos programas de
vigilancia internacionales europeos de la resistencia a los antimicrobianos de las bacterias
transmitidas por los alimentos en los animales. Ademas, varios estudios de monitoreo Unicos
contintan publicandose periédicamente.

El monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos tiene actualmente un alto perfil y esta en
muchas agendas politicas internacionales. De mayor preocupacién es la aparicion y
propagacion de la resistencia a los antimicrobianos en las bacterias, lo que impide el
tratamiento adecuado de las infecciones bacterianas en los seres humanos. El potencial de
transmision de bacterias resistentes a los antimicrobianos o sus determinantes de resistencia
de los animales productores de alimentos a los seres humanos ha sido un problema de salud
publica durante varias décadas. Cabe sefialar que la mayor parte de la resistencia que se
desarrolla en los agentes patégenos que representan un riesgo grave para la salud humana es
el resultado del uso en humano, en lugar del uso veterinario de antimicrobianos. Las bacterias
transmitidas por los alimentos no causan las infecciones mas graves o mas frecuentes como
las bacterias resistentes en humanos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera la
resistencia a los antimicrobianos como una amenaza urgente para la salud mundial y ha
identificado varias estrategias para disminuir la amenaza. El Plan de accion mundial de la OMS
incluye mejoras en la calidad del control de la resistencia y exige sistemas de vigilancia
armonizados y estandarizados. Los programas de vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos, tanto en medicina humana como veterinaria, por lo tanto, siguen siendo



esenciales para seguir la evolucion de la resistencia a los antibiéticos. Muchas organizaciones,
incluidas la OMS y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), hacen hincapié en la
importancia de sistemas fiables y armonizados de recopilacion y control de datos. De hecho,
una metodologia apropiada y armonizada de susceptibilidad a los antibiéticos y la interpretacién
de los datos son cruciales para permitir comparaciones objetivas y evaluaciones de riesgos
dentro de los paises y entre ellos. Existen varios sistemas nacionales de vigilancia de
susceptibilidad a antibiéticos veterinarios que se estan llevando a cabo actualmente y es
importante recalcar desde el principio que todos los sistemas de vigilancia revisados tienen un
gran mérito, especialmente cuando se consideran tendencias de resistencia dentro de los
paises en los que se ha iniciado la vigilancia. Sin embargo, a nivel internacional ha habido poco
éxito en el intento de armonizar los enfoques respectivos, o que hace que las comparaciones
horizontales entre paises sean dificiles, sino imposibles.



LA IMPORTANCIA DE LO IMPORTANTE
(Coaching Didactico)

Por: MVZ Jorge Perea Coach

Tema Charla AMVEC La Piedad:

1. ¢Quién soy yo? (Breve resefia de mi trayectoria)

2. ¢Qué es Coaching Didactico? Mostrar caminos y rutas diferentes, al realizar
diagndsticos de dreas de oportunidad, crear soluciones desde otro punto de vista, y
generar un modelo de pensamiento diferente, basado en anticipacién.

3. ¢Para qué sirve el Coaching Didactico? Para poner metas en el horizonte.
4. DINAMICA DE GRUPO

5. Charla

6. Reflexion.

4. DINAMICA DE GRUPO

Preparacion (Papel y lapiz.)
Esto va a ser un examen, preguntas rapidas por tiempo. Sean breves.
Cuando Terminen, por favor levanten la mano para que yo sepa que ya terminaron,

PREGUNTAS:
1. Escribe tu nombre completo. (Tienes 10 Segundos)
Con tu otra mano, vuelve a escribir tu nombre. (Tienes 8 segundos)
(5 segundos) Escribe 5 animales
(5 segundos) Escribe 5 colores
Dibuja una casa (5 segundos)
Haz un avién (5 segundos)
Ahora un caballo

NouswN

REFLEXION DE CADA UNA DE LAS PREGUNTAS.

1. ¢Para qué sirve el nombre en un examen? Para hacerlo tuyo, son tus aciertos y tus
errores. Es Personal.

2. Usar tu otra mano te saca de tu zona de confort. NO eres bueno en el primer
intento. ¢Por qué les pides a tus trabajadores ser bueno en el primer intento? No te
sientes comodo fuera de tu zona de confort, pero puedes hacer las cosas, atrévete,
y trata de sentirte comodo fuera de tu zona de confort.

3. ¢Quien escribid cerdo? ¢Perro? ¢Gato? évaca? ¢Caballo? éPor qué lo hicieron? Lo
tienen programado, es su memoria. Es su escritorio, su Mapa mental favorito.



4. Colores, Rojo, Azul, Verde, ¢Cudl es tu color favorito?, ¢{Quien escribio Beige?
¢Menta? ¢Fucsia? No estan cominmente en los mapas mentales. En Mujeres es
diferente.

5. éQuién hizo una casa de kinder? ¢Viven en una casa asi? Mapas
mentales...nuevamente Paradigmas.

6. ¢Cudl fue lainstruccion? Haz un avién. Te saca de los limites.

7. AHORA un Caballo. Te abre las posibilidades

¢Alguien sabe que es un paradigma?

Del griego Para-digma es un Patron o Modelo

Un PARADIGMA, es Un Mapa mental sobre algo, conocido, bueno o malo.

El Paradigma es algo bueno cuando te conduce automaticamente hacia una
respuesta rapida, que te permite crecer, y malo cuando no te lleva a ningun lado
y te ata.

Ejemplo de Paradigma Malo: Los Changos y las bananas.

Ejemplo de un paradigma bueno: El Chango y el hueso de aguacate.

La Importancia de esta dindmica, es Primero: ensefiarnos que es un paradigma,
Segundo: atrevernos a salir de nuestra area de confort, y Tercero: no hay
paradigmas solamente malos, también hay buenos.

Ahora cual es tu Paradigma sobre: ¢ QUE ES LO MAS IMPORTANTE?

5. Charla:
éPregunta, para que trabajamos?
Debemos trabajar para algo importante. ¢{Qué es lo mas importante para ti el
dia de hoy?
No me digan ahora, solo piensen, que no es lo mismo para el contador, que para
el de mantenimiento, que para el de la planta de alimentos o para el de ventas.
Lo Importante aqui, es que cada quien en su area de competencia debe hacer
las cosas bien, trabajar al maximo, y dar su mejor resultado.

éPara Dios? ¢Para La Familia (sustento, calidad de vida)? ¢Para La empresa? ¢Para El
cliente final? Historia de los tres albaiiiles... hacen lo mismo, con una vision diferente...

Todo el mundo cree que su trabajo es el mds importante, si no preguntenle al de Ventas,
al de contabilidad, al de mantenimiento, o al de la planta de alimentos, al de compras,
o al de sistemas. Todos pelean entre si, cada quien, en su trinchera, somos enemigos
internos, disparamos fuego amigo.

Nos ponemos piedras, y hablamos mal unos de otros, pero no es raro, porque hasta en
las familias se da. Chiste de los érganos, équién es mds importante?

Necesitamos que nos caiga el veinte, y que aceptemos que no somos los principales
protagonistas de la pelicula. Somos parte del elenco, nuestro papel es importante, pero
el mundo gira y seguira girando aun sin nosotros.



Ustedes son los encargados, o responsables. Encargado es igual a Responsable. Es
responsable de todo, pero no tiene autoridad para hacer o cambiar nada. Debemos
cambiar su Nombramiento a Gerentes. Gerente de Produccidon o Gerente de Granja.
Gerenciar es hacer labor administrativa. Administrar los recursos que se nos confieren
para que las cosas se den. Eso es algo importante: Trabajar para que las cosas se den.

PERSONAS. Si trabajas con las personas, ellas haran el trabajo por ti. Las cuatro patas
de la mesa NECESITAN UN PISO DONDE SUSTENTARSE. Las personas son la base donde
se soportan las patas, y estas a su vez sustentan a la produccidén porcina.

GENETICA, NUTRICION, MANEJO, SANIDAD...

ESTAS DEBEN SER LAS COSAS IMPORTANTES.

a.) RECURSO HUMANO es el piso sobre el que se sustentan las 4 patas.

Sin la gente, podras tener las mejores instalaciones, el mejor alimento, la mejor
genética, el mejor equipo, pero sin ellos no eres nada.

Como dice Maqueda, las 4 patas son importantes. RH es la plataforma, no es una pata,
es donde se soportan las otras patas, es el suelo para que todo eso no caiga.

Los clientes son la mesa, no los cerdos, ni la produccion.

En mi experiencia he visto como TODO depende del personal. “TODO”

¢Quién es responsable de hacer que las cosas pasen? ¢Quién es responsable de hacer
gue se hagan bien, y que sean efectivas, eficaces y eficientes?

Tu eres el LIDER de esa gente, y es tu responsabilidad ver que se hagan.

Tener a la mejor gente, y crear al mejor equipo, te asequra los resultados.
Capacitalos para que tengan herramientas para poder irse, y MOTIVALOS,
PARA QUE NO QUIERAN HACERLO.

b.) TIEMPO: La gestién del tiempo es quizd el recurso que mas importa desde
siempre, y el que menos dedicamos tiempo. Ahorrar tiempo no significa usarlo
eficientemente. El tiempo no se ahorra, se usa, si no lo usas, se pasa, y no hay
manera de detenerlo. Un suefio no es nada sin una meta, una meta no es nada sin
un plan, un plan no es nada sin la accidn, la accion te llevara al Logro, y el logro es la
sucesion de momentos que te haran sentirte exitoso.

c.) METAS Las metas son lo que nos mueve a trabajar. Debe ser la motivacion diaria.
Las metas deben ser diarias’ semanales, mensuales y anuales. Deben ser SMART.
éCuales metas debes lograr? ¢Tus Metas o las de tu jefe? O ¢las de la empresa?
Puedes talar en el bosque equivocado. Asegurate de que se logren primero las metas
del lider, las de la empresa, y luego las tuyas y las de tu equipo. Deben ser metas
encadenadas. La gente debe tener metas para avanzar hacia el horizonte.



Debemos aceptar que no tenemos la visién del empresario, no tenemos la vision del
Director General, ellos necesitan nuestra ayuda, nuestra vision, pero debemos
seguir su intuicion. Las metas se hicieron para cumplirse, para lograrse,
CONSISTENTEMENTE.

d.) CRECIMIENTO PERSONAL, Debemos ser un poco egoistas en este sentido,
puesto que, si no vemos por nosotros, si no nos preparamos a diario, si no
agregamos valor en nosotros mismos, no podremos hacerlo con nadie mds, y vamos
a frenar nuestro entorno, comenzando por nuestra familia, y nuestros trabajadores.
Para generar valor, debemos agregarnos valor a nosotros mismos. Capacitarnos,
aprender, crecer profesionalmente y como personas.

e.) GENERAR VALOR. Debe ser una preocupacion diaria, sobre lo que estamos
haciendo para agregar valor a nuestro entorno, a nuestro proceso, a nuestro
producto, a nuestra gente, a nuestra familia, a nuestros clientes, a nuestra ciudad,
a nuestro pais, a este mundo. Que estamos aportando para hacer de este mundo
un mundo mejor para nuestros hijos. El generar valor debe ser una consecuencia
de mejorarnos a nosotros mismos, de mejorar nuestra calidad de vida, nuestro
entorno,

No se requiere hacer algo extraordinario......

..... Se requiere hacer EXTRAORDINARIAMENTE BIEN LAS COSAS QUE HACEMOS.

REFLEXIONES.

Lo importante es diferente para cada quien. Y cambia constantemente, puesto que
debemos reajustar y redefinir nuestras prioridades con frecuencia.

Es IMPORTANTE comenzar siempre por lo mas importante, y no olvidar establecer
nuestras prioridades con frecuencia.

La labor del coach de produccién es ayudar a las personas, a ver las cosas de una
manera diferente, a resaltar las cosas importantes, a tener ese crecimiento, en lo
profesional, y los resultados, productivos y econémicos, en desarrollar al personal,
en hacer mas lideres, y en dejar huella.

HACER CRECER TU NEGOCIO ES MI NEGOCIO.

Gracias.
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Objetivo

Evaluar (con enfoque cientifico y practico) el efecto de la
metionina en el metabolismo, el estrés oxidativo,
desarrollo de la inmunidad y la incidencia de patologias

en los cerdos.



Crecimiento animal

El crecimiento animal esta mediado por una competicion
compleja entre los procesos metabdlicos y catabdlicos,
donde interviene diversas reacciones fisioloégicas vy
bioguimicas como la utilizacion de la glucosa vy
aminoacidos, proteina intracelular y deposicion de lipidos,
asi como las regulaciones hormonales y otros factores
Intrinsecos y extrinsecos (Jobgen et al., 2006; Kong et
al., 2007a,b).



Alimentacion variable . : Seleccion Genética
en componentes : minuciosa

Antibioticos
a9 Produccion animal actual
" ( Intensiva y actualmente
- especializada
(desequilibrio animal)

q PERTURBAN |

Equilibrio de la flora intestinal

[ |
q Eficienciade alimentaria l ' Trastornos digestivos

Fig 1. Produccion Animal Intensiva




Stomach Duodenum Jejunum

<10* CFU/ml, 10°-10¢ CFU/ml, 10%-10° CFU/ml,
Lactobacillus, Similar as stomach | Similar as duodenum
Streptococcus, +Veilonella,
Staphylococcus +Yeasts

Ileum Colon

10%-10% CFU/ml 10%.10! CFU/ml
Lactobacilli, Bifidobacterium, || Lactobacilli, Bifidobacterium,
Streptococcus, Clostridinm, Bacteroids, Clostridium,
Enterobacteriacea Enterobacteriacea

Fig. 6.1 Bacterial cells density and major bacterial species for digesta in the different site along
the digestive tract of pig

Wanget al. (2015)



Digestion de las proteinas

Se inicia en el estdbmago por accion de la pepsina y el jugo
gastrico que atacan las largas cadenas.

El contenido estomacal pasa al ID, donde se mezcla con los
jugos intestinales que continlan con la degradacion de las
proteinas y los pépticos, liberando aminoacidos, los que son
absorbidos posteriormente.

En el ID se realiza la mayor absorcion, entre el 70 y el 78 %
del total del nitrogeno digerido.

En el IG, la absorcion proteica se realiza hasta la mitad
proximal del colon.



Factores que afectan la digestion
de las proteinas

g
La formulacion adecuada de los aminoacidos, sobre todo

los esenciales.
.

r

La hidrdlisis del alimento proteico utilizado.
\

r

Cantidad y naturaleza de la proteina aportada.
\

-

Salud Intestinal.
.

J

-
Edad y Raza o estirpe.

\

J




Biodisponibilidad de las proteinas

Desnaturalizacion de las proteinas.

Glucosilacion o glicacion no enzimatica
de proteinas.




Proteina ideal

La proteina ideal se define como el equilibrio exacto
de AAs esenciales y no esenciales, capaces de
proveer, sin deficiencia o0 excesos, las necesidades
absolutas de todos Ilos AAs exigidos para

mantenimiento y para la proteina corporal.

Emmert & Baker (1997)



Metabolomica

Es un estudio cientifico
completo que combina los
perfiles metabdlicos y los
analisis de datos
multivariados para facilitar
el estudio sistematico de
metabolitos en las muestra

biologicas.

He et al. (2011)

Biclogical experiment
{nutritional regulation)

il

Samples and metabolite extraction
(blood, unne, ussue, cell et al.)

I |

Detection and characterization

{NMR, MS, iufrﬂmd. and Raman)

a4

Pattern recognition and data mining
(PCA, PLS-DA)

a

Interpretation of metabolites
(KEGG, HMDB, PathCase et al.)

Figure 1. Common workflow of metabonomics analysis in
amino acid nutrittion. Abbreviations used: HMDB, The
Human Metabolome Database: KEGG, Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes; MS. mass
spectrometry; PCA, principle component analysis; PLS-
DA, partial least square discnminant analvsis.



Table 7.2 The 20 standard amino acids of proteins

Nonpolar amino acids Polar-uncharged amino acids
Gly Ser

Ala Cys

Pro Thr

Val Asn

Leu Gln

lle Tyr

Mect

Phe

Tp

Positively charged amino acids Negatively charged amino acids
Lys Asp

Arg Glu

His

Ren et al. 2015



Table 11.1 Indispensable, dispensable, and conditionally indispensable amino acids in the human
diet (Laidlaw and Kopple 1987)

Conditionally Precursors of conditionally
Indispensable Dispensable indispensable® indispensable
Histidine” Alanine Arginine Glutamine/glutamate,

aspartate

Isoleucine Aspartic acid Cysteine Methionine, serine
Leucine Asparagine Glutamine Glutamic acid/ammonia
Lysine Glutamic acid Glycine Serine, choline
Methionine Serine Proline Glutamate
Phenylalanine Tyrosine Phenylalanine
Threonine
Tryptophan
Valine

*Conditionally indispensable is defined as requiring a dietary source when endogenous synthesis
cannot meet metabolic need

®Although histidine is considered indispensable, unlike the other eight indispensable amino acids,
it does not fulfill the criteria used in this report of reducing protein deposition and inducing
negative nitrogen balance promptly upon removal from the diet



¢Qué influye en los requerimientos?

Calidad y
cantidad
de los
alimentos

Forma de
presentacion y
frecuencia

Tipo de
raza o
estirpe

. Pproductivo

Etapa

productiva Estado de
y fin salud

Caracteristicas
medio-
ambientales




Dieta y Requerimientos nutricionales

Table 1. Compositions and nutrient levels in basal diets (as-fed basis)

Ingredients Content (%0) Total composition

Yellow corn 74.87 DM, % 89.70
Soybean meal 21.0 ME, Mcal’kg 3.38
1-Lys HCL 0.23 CP, % 19.40
pL-Met 0.07 SID Lys, 2% 0.90
1- Thr 0.10 SID Met & Cys, % 0.56
L-Trp 0.04 SID Trp, % 0.20
1-Alal 0.51 SID Thr, % 0.61
Poultry fat 1.00 SID Val, % 0.67
Vitamin premix? 0.03 SID Ile, % 0.59
Mineral premix? 0.15 SID Phe, % 0.71
Monocalcium 0.70 Ca, % 0.68
phosphate

Ground limestone 1.00 Total P, % 0.49
Salt 0.30 Available P, % 0.21

I;-Ala was provided as an isonitrogenous control for 1-Tryptophan. 2 Standardized ileal
digestible.
Liu y Martinez (2016). Journal of Animal Science. 94:75-78|



Aminoacidos proteicos

Un aminoacido es una molécula organica con un grupo amino (-NH,) y
un grupo carboxilo (-COOH), unidos mediante un enlace peptidico. Los
aminoacidos mas frecuentes y de mayor interés son aquellos que forman

parte de las proteinas.

g H O
\N C C//
‘ V4 | \o __H

amino acido carboxilico



Efecto de la metionina en el
metabolismo de los cerdos

>/_\\ El 20% de la Met dietética es usado en el TGl y el requerimiento parenteral es
' 69% de la enteral en cerdos jovenes.

K?J\Precursor de la succinil-CoA, homocisteina, cisteina, creatina y carnitina.

\ La cisteina producida se utiliza en la traduccion de proteinas y en la

S:/ sintesis de glutation y taurina.

k“/ Participa en la biosintesis de Met S-adenosil que influye en la sintesis

e poliamina, creatina y metabolismo de la fosfatidilcolina.

O Precursor de las reacciones de metilacion celular, participa en el
K’J reciclaje del sulfuroy se convierte en sulfoxido L-metionina (MetO).

Una deficiencia atrofia el intestino delgadoy suprime el crecimiento
epltellal y el contenido de glutation.

a8 \ El consumo excesivo de Met deprime el crecimiento mediante una
/ disminucién de la transsulfuracién y aumento de la transmetilacion




Efecto de la metionina en el

estreés oxidativo de los cerdos

>r Es facilmente catalizado por los hepatocitos para la sintesis directa de glutation,
k / un antioxidante de bajo peso molecular

r}_\ La restriccion de metionina (RM) estimula la produccion de glutation y
/ reduce el estrés oxidativo

Un exceso de Met cambia la actividad oxidativa mediante la pentosa via
‘ de fosfato y aumenta la tolerancia celular al agente oxidante de tiol-
/ agente oxidante diamida

-
‘\

\ La RM reduce el estrés oxidativo, pero no cambia la actividad de sus
| enzimas antioxidantes

y.

J La Met quela el plomo y lo elimina de los tejidos
y.

ﬁ \ La RM provoca una transulfuracién que conduce al catabolismo de la Mety a la
/ remetilacion, a través de la homocisteina.

Company Logo



Efecto de la metionina en la

inmunidad de los cerdos

Influye directamente en el crecimiento y la respuesta inmunitaria en cerdos
K / destetados

J Efecto sinérgico de la Met con colina en la produccion de anticuerpos
} (IgG)

y

| La deficiencia de Met disminuye el peso relativo y actividad de los
/J organos linfoides

Los aportes de Met desde 322 a 580 mg/d mejora los niveles séricos de IgG

J

4




Efecto de la metionina en las

gias de los cerdos

\ La exposicion cronica a Met induce el estres oxidativo y promueve cambios histologicos
/ en el higado

k{EI exceso de Met puede inducir dafio vasculary renal con hipertrofia tubular

-'/ \ Las altas concentraciones de Met y MetO en el plasma causan un aumento
/ progresivo en la tasa de filtracion glomerular, lo que afecta la funcién renal

“‘\\.

"'-| Una alta concentracion sérica de Met se asocia con problemas coronarios,
/ enfermedades oclusivas cerebrovasculares y arteriales

| RM aumenta la lipogénesis de novo, la lipolisis y la oxidacion de acidos grasos

"\ Las células cancerosas son alteradas por el metabolismo Met y la transmetilacion,

| RM reemplazado por homocisteina e inhibe el crecimiento de las células
/ cancerosa

\ Los niveles excesivamente bajos de Met y sus productos metabdlicos disminuyen la
funC|on celular en multiples 6rganos

m

Company Logo



and development
> Precursor: SAMard GSH | -

» Cellular methylation reactions
» Immunity response

| Epithelial growth
| Glutathione content in the small intestine
| Relative weight of lymphoid organs

' Cystein
» Necessary for normal growth +Met ko,

Restriction

| Renal function

1deuanfltidmyw
| Serum LDL-cholesterol

Methionine
Restriction

1Coronary, cerebrovascular and
artenial occlusive diseases

' d

Methionine
Restriction

1 Glutathione

|Oxidative stress

1 Transsulfuration

1 Transmethylation through homocysteine

| Cellular tolerance to the thio! oxidising agent diamide

| DeNovoli i Ty oy mesd o
| Growth of cancer cells
| Oxidative stress

Figure 1. Main effects of the biological activity of the Met and Methionine Restriction on metabolism, oxidative stress and diseases

Martinez et al. (2017). The role of methionine on metabolism, oxidative stress and diseases: Areview.

Amino acids.




La metionina participan en muchas funciones bioldgicas de

los cerdos aparentemente sanos y enfermos; un correcto
uso podra maximizar en el comportamiento productivo de
los animales en produccion intensiva y erradicar o apaliar

los problemas de salud.



Muehas Gragias |
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