UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS DE LAPRODUCCION Y DE LA
SALUD ANIMAL

NUTRICION Y ALIMENTACION ANIMAL

ADICION DE CONCENTRADO PROTEICO DE PAPA EN UNA DIETA INICIADORA PARA
LECHONES DESTETADOS: EFECTOS SOBRE ALGUNAS CARACTERISTICAS
MORFOFISIOLOGICAS Y MICROBIOLOGICAS DEL APARATO DIGESTIVO

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL
PRESENTA:
ERICK ALEJANDRO PARRA ALARCON

TERCIA CESARIA REIS DE SOUSA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
ELBA RODRIGUEZ HERNANDEZ
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
GERARDO MARISCAL LANDIN
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Ciudad Universitaria, CD. MX. MAYO del 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



X/
L X4

DEDICATORIAS

Quiero dedicar esta tesis a mis padres, Martha Alarcon Rosales y Fabian Parra
Pérez, ya que siempre he contado con su apoyo y su amor incondicional,

motivandome cada dia a ser una mejor persona. LOS AMO.

A mi hermano, César Parra, gracias por toda tu paciencia y el apoyo que
siempre me brindas. Eres un orgullo y un ejemplo para mi y toda la familia, de

gue si te propones algo lo puedes lograr.

A mi tio Luis Gerardo Parra, quien apoyo fuertemente mi educacion en inglés

desde pequefio y gracias a eso hoy he tenido algunas oportunidades.



X/

X/

X/
L X4

X/
L X4

AGRADECIMIENTOS

Doctora Tércia, gracias por aceptarme como su estudiante y tenerme la
confianza para realizar este estudio, el cual fue muy retador en distintos

aspectos mas all4 de lo académico, pero el cual me deja muchas ensefanzas.

Doctor Gerardo Mariscal, usted fue una pieza clave para poder realizar todos
los ensayos y el analisis de estos, asi como un pilar en mis estudios ya que

distintas materias las curse con usted.

Doctora Elba, gracias por abrirme las puertas de su laboratorio y con ello a un

area en la cual nunca imagine que exploraria y la cual ahora admiro bastante.

Al Doctor Arturo German Borbolla Sosa (QPD), mi gran profesor, por confiar en
mi y motivarme a tomar este camino en mi vida, siempre estaré agradecido por

el acompafiamiento y todos los consejos compartidos.

Teresita, la compafiera que nunca imaginé encontrarme en este camino y

quien se convirtid en una gran amiga, con la cual sé que siempre contaré.

A la Universidad Nacional Autbnoma de México por todas las oportunidades

durante la licenciatura y la Maestria.

Al Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y Mejoramiento

Animal del INIFAP por permitir el uso de las instalaciones y equipo.

A la Universidad Autébnoma de Querétaro por permitir el uso del Laboratorio de
Nutricion Animal para algunos analisis y al Médulo Cunicola para producir los

anticuerpos.
Al CONACYT por el apoyo econémico durante los estudios de maestria.

A la Red de Apoyo a la Investigacion (RAI).



RESUMEN

Como una alternativa a los antibioticos promotores de crecimiento el interés de
este estudio fue identificar los péptidos antimicrobianos (PAMs) Potamina-1 (PT-
1), Snakina-1 (SN-1) y 2 (SN-2) en un concentrado proteico de papa (CPP) y en la
digesta de animales tras consumirlo, asi como el balance de nitrogeno y energia
(BNYE) y algunos parametros de integridad intestinal. Se utilizaron 12 cerdos
machos castrados, 8.5+0.06 kg y 26 dias en un modelo de bloques completamente
al azar con dos dietas; 1) tipo caseina (Control); 2) dieta caseina + 6% de CPP
(CPP6%) (seis repeticiones/tratamiento). Por cinco dias se determind el BNyE. No
se encontraron diferencias (P > 0.05) para la digestibilidad aparente de la materia
seca (93.19% y 93.12%) ni del N retenido como porcentaje del consumido (96.4 y
95.8%) para animales con dietas Control y CPP6% respectivamente. Del dia 1 a
17 el consumo de alimento, y eficiencia alimenticia fueron similares (P > 0.05)
entre tratamientos, aunque la ganancia diaria de peso para el tratamiento CPP6%
(0.115 kg) fue mayor (P < 0.05) respecto al Control (0.095 kg). Mediante
electroforesis se determinaron bandas en geles SDS con masas moleculares
relativas de 2.67, 3.57, 4.79 y 10.87 kDa en el CPP. Mediante espectrometria de
masas acoplada a cromatografia liquida se encontré6 que en estas bandas el
45.5% de los péptidos son inhibidoras de proteasas, 15.6% patatinas y 2.6%
defensinas. El dia 17 se sacrificaron a los animales para realizar ensayos de
inmunodeteccién con los contenidos intestinales. Los péptidos objetivos no se
detectaron, aunque se determind una identidad superior al 70% para el PT-1 con
los péptidos IP25; IP2X; IP2K; IP21 del CPP. Los ensayos de inmunodeteccion en
los contenidos intestinales y el analisis bioinformatico mostraron péptidos con un
alto porcentaje de identidad entre los PAM y péptidos bacterianos. En conclusion,
el CPP mostrd ser una adecuada fuente de proteina para estos animales, y es

posible que el PT-1 sea una fraccion de un péptido de mayor masa molecular.

Palabras clave: Potamina-1, Snakina-1, Snakina-2, lechones.



ABSTRACT

In search of an alternative to growth-promoting antibiotics, the purpose of this
study was to identify the antimicrobial peptides (AMPs) Potamina-1 (PT-1), Snakin-
1 (SN-1), and 2 (SN-2) in a potato protein concentrate (CPP), in the intestinal
content of animals after consuming it, as well as the nitrogen and energy balance
(BNYE) and some parameters of the gut structure. Twelve castrated pigs male, 8.5
+ 0.06 kg and 26 days old were used in a completely randomized block model with
two diets; 1) casein diet (Control); 2) casein diet + 6% CPP (CPP6%) (Six
repetitions/treatment). The BNyE was measured in five days. No differences (P >
0.05) were found for the apparent digestibility of the dry matter (93.19% and
93.12%), or the N retained as a percentage of the consumed (96.4 and 95.8%) in
the animals with the Control and CPP6% diets, respectively. From day 1 to 17,
feed intake and feed efficiency were similar (P > 0.05) between treatments,
although the daily weight gain for the CPP6% treatment (0.115 kg) was higher (P <
0.05) compared to the Control (0.095kg). On day 17, the animals were sacrificed to
carry out immunodetection tests with the intestinal contents. By electrophoresis,
bands with relative molecular masses of 2.67, 3.57, 4.79, and 10.87 kDa were
determined in the CPP, which by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry reported 45.5% as protease inhibitors, 15.6% patatins, 2.6%
defensins. Peptides PT-1, SN-1, and SN-2 were not reported, however, an identity
greater than 70% was reported for PT-1 with peptides IP25 was limited; IP2X;
IP2K; IP21 of the CPP. Immunodetection assays on intestinal contents and
bioinformatic analysis show peptides with a high percentage of identity between
PAMs and bacterial peptides. In conclusion, CPP proved to be a suitable source of
protein for these animals, and PT-1 may be a fraction of a peptide with a higher

molecular mass.

Keywords: Potamin-1, Snakin-1, Snakin-2, piglets.
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Introduccion

El destete comercial en produccion porcina se realiza entre los 21 y 28 dias de
edad(Insuasti y col. 2008). Este evento repentino resulta sumamente estresante
para el cerdo ya que es separado de su madre, colocdndolo en un nuevo
ambiente y ofreciéndole una dieta sélida, a diferencia de cuando solia estar
adaptado a una dieta lactea. Todo esto aunado a la presencia de nuevos
patdgenos propicia complicaciones neuroendocrinas, inmunoldgicas y digestivas
(Pohly col. 2015; Moeser y col. 2017), por lo que es comun que se presente en las
primeras horas un bajo consumo dealimento, atrofia de la estructura intestinal y
con ello de la capacidad digestiva, asi como un aumento de la incidencia de

diarreas post destete (Insuasti y col. 2008; Campbell y col. 2013).

La presencia de diarreas esta ampliamente relacionada con el repentino cambio
de la dieta, asi como a infecciones gastrointestinales. Ambos factores promueven
unardpida inflamacion y disbiosis (incremento de E. coli) que repercuten en la
pérdida de la estructura intestinal, asi como una reduccion abrupta de
Lactobacillus spp. (Rhouma y col. 2017). Para combatir estas complicaciones
gastrointestinales en los Ultimos afios se han empleado antibidticos como
promotores de crecimiento, ya que favorecen la tasa de crecimiento y reducen la
incidencia de enfermedades y la mortalidad (Pluske, 2013; Thacker, 2013). Sin
embargo, la inclusion de antibiéticos en las dietas animales en los Ultimos afios se
ha cuestionado e incluso prohibido en algunos paises, ya que representan un
serio problema por el desarrollo de resistencia bacteriana, lo cual potencialmente
puede mermar el tratamiento de enfermedades en animales y posiblemente en
humanos. Por lo que la busqueda de sustitutos o alternativas a estos es de gran

relevancia (Zhao y col. 2007; Levy y Marshall, 2004).

En las dltimas décadas se han propuesto distintas alternativas a los antibiéticos
promotores de crecimiento, destacando los probidticos, prebibticos, acidificantes,

extractos vegetales, minerales como el cobre y zinc, aceites esenciales, enzimas,
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anticuerpos de huevo de pollo y péptidos antimicrobianos de origen vegetal, por
mencionar a las opciones mas estudiadas. Desafortunadamente los resultados de
estos compuestos en ocasiones pueden serinconsistentes y dificiimente capaces
de igualar el efecto de los antibidticos (Vondruskova y col. 2010; Thacker, 2013;
Oliveira 'y col. 2017; Gresse y col. 2017).

Los péptidos antimicrobianos de origen vegetal son desarrollados por distintas
plantas y tubérculos como mecanismo de defensa y en respuesta a las agresiones
e infecciones microbianas (Tam y col. 2015; Benko-Iseppon y col. 2010; Bartova y
col. 2018); estos son ricos en cisteina y puentes disulfuro, lo que les confiere una
alta estabilidad térmica y proteolitica (Tam y col. 2015). Distintos estudios
describen en la proteina del tubérculo de papa la presencia de péptidos
antimicrobianos (Waglay y col. 2014), como el inhibidor de tripsina Potamina - 1
(PT - 1) de 4.8 kDa (Kim y col. 2005), asi como, los péptidos Snakina - 1 (6.90
kDa) y Snakina - 2 (7.02 kDa) los cuales son péptidos ricos en el aminoacido

cisteina (Bartovay col. 2018).

Estudios recientes (Reis de Souza y col., 2019) describen que el concentrado de
proteina de papa (Solanum tuberosum) en las dietas de cerdos recién destetados
(a un 4% de inclusién) ha mostrado tener efecto sobre el crecimiento de estos
animales y el control de los problemas gastrointestinales. Jin y col. (2009)
observaron que el concentrado de papa (de 200 a 600 ppm) reduce la poblacién de
coliformes totales en el intestino grueso de cerdos recién destetados, aunque cabe
mencionar que las inclusiones de concentrado de proteina de papa de estos
estudios no mostraron los resultados alcanzados con el uso de antibidticos,
sugiriendo asi que una concentracion mayor de la proteina de papa pudiera

mejorar la respuesta del cerdo de destete.

Es importante aclarar que la inclusién de un ingrediente en una dieta puede
modificar la eficiencia que el cerdo tendra para asimilar los nutrientes de esta, como

los aminoacidos y la energia (Pierce y col. 2007). Esto es en relacion a que
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algunos péptidos antimicrobianos de la proteina de papa son inhibidores de
tripsina (como el péptido PT-1) Estas moléculas se unen especificamente a la
enzima, bloqueando su sitio activo (Blow y col. 1974), por lo que este fendmeno
puede reducir la asimilacion de algunos nutrientes, principalmente aminoacidos que
podria usar el cerdo para el crecimiento (Gumbmann y col. 1989; Grant, 1989;
Woyengo y col. 2016; Jezierny y col. 2010). Sin embargo, poca informacion existe
sobre el efecto de la proteina de papa sobre su uso del nitrdgeno y energia por
parte del cerdo recién destetado.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron determinar la presencia de
péptidos antimicrobianos en un concentrado de proteina papa (Solanum
tuberosum) y en el ambiente intestinal de cerdos recién destetados alimentados con
esta proteina. Asi como la evaluacion de este ingrediente en la dieta sobre el
balance de nitrdgeno y energia y su accioén sobre el crecimiento de coliformes y

lactobacillus caracteristicos del medio ambiente intestinal de estos animales.



Revision de literatura y planteamiento del problema

Destete del cerdo y complicaciones gastrointestinales

El cerdo actual tiene un alto requerimiento de nutrientes (Medel y col. 1999), pues
ésta especie ha sido sometida a intensos programas de seleccion genética
(Culbertson y col. 2017) con el objetivo de alcanzar la mayor velocidad de
crecimiento muscular en el menor tiempo posible; o que requiere de importantes
cantidades de aminoacidos (AA) y energia (Liu y col. 2015), para que después de
los procesos de digestion y absorcion, la mayor concentracion de AA llegue al
torrente sanguineo, posteriormente a las fibras musculares y superen la tasa de
degradacion (Liu y col. 2015; Culbertson y col. 2017). Sin embargo, el cerdo
después del nacimiento tiene una baja capacidad intestinal para digerir alimentos
de origen vegetal, por lo que debe madurar rapidamente para asegurar su
sobrevivencia y crecimiento (Buddington y col. 2012; Pohl y col. 2015). Durante los
primeros dias de vida del cerdo distintos géneros bacterianos colonizan el tracto
gastrointestinal, algunos involucrados en el metabolismo de nutrientes (Pohl y col.
2015; McCormack, 2017), asi como también con funciones de proteccién al
intestino, mediante exclusion competitiva con microorganismos patégenos (Mach y
col. 2015). En animales sanos la microbiota contempla al menos 500 especies de
los géneros: Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus,
Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Enterobacter, Bacteroides,
Porphyromona, y en menores concentraciones bacterias como E. coli y
Clostridium sp. (Vondruskova y col. 2010). Sin embargo, la composicion de la
microbiota no es estética, se desarrolla gradualmente y sobre todo sufre cambios

durante el destete. (Vondruskova y col. 2010).

De manera comercial el destete en produccién porcina se realiza entre los 21 y 28
dias de edad (Insuasti y col. 2008). Este evento es sumamente abrupto y

estresante para el cerdo aun inmaduro (digestiva e inmunologicamente), ya que el
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lechon es separado de su madre, colocado en un nuevo ambiente y se le ofrece
una dieta solida (con grandes cantidades de cereales), cuando antes solia estar
adaptado a una dieta lactea y liquida. (Pohl y col. 2015; Moeser y col. 2017). Estas
circunstancias inducen una rapida inflamacién digestiva (Medel y col. 1999), por lo
gue es comun que en las primeras 48 horas post destete se presente un bajo
consumo de alimento (Insuasti y col. 2008; Campbell y col. 2013), y disbiosis de la
microbiota intestinal caracterizada por el incremento de E. coli, y géneros como
Clostridium y Brachyspira, y reduccién de las poblaciones de Lactobacillus spp
(Vondruskova y col. 2010; Rhouma y col. 2017). Estos factores conducen a la
atrofia de la altura de las vellosidades intestinales e hipertrofia de las criptas,
provocando con ello una reduccién de la capacidad digestiva e induciendo la
presencia de diarrea mecanica por mala absorcién (Campbell y col. 2013;
Jayaraman y Nyachoti, 2017). En casos mas severos el dafio en la integridad de la
estructura intestinal favorece que grandes cantidades de proteina dietaria no
digerida lleguen al intestino grueso, donde la microbiota puede utilizarla como
sustrato facilmente fermentable, favoreciendola proliferacion de enteropatégenos,

inflamacion y la desarrollo de diarreas de tipo infeccioso (Insuasti y col. 2008).

En consecuencia y ante la alta demanda de nutrientes por parte del cerdo para su
crecimiento, el bajo consumo de alimento que se presenta inmediatamente
después del destete y la modificacion en su microbiota, se observa una pérdida
de la masa muscular y de los érganos digestivos, asi como un retraso en la tasa
de crecimiento del animal (Moeser y col. 2017). Por lo que, para esta etapa los
cerdos deben adaptase rapidamente a la exposicion de patdégenos y los
ingredientes presentes en el alimento, asi como a su ambiente (Campbell y col.
2013; Tay, 2015). Esto se apoya mediante practicas que incrementan el consumo
de alimento, mediante el uso de ingredientes de alta digestibilidad, manejo y
estado sanitario adecuados y tipicamente con el uso de antibiéticos como
promotores de crecimiento (Insuasti y col. 2008; Jayaraman y Nyachoti, 2017;
Muns y Magowan, 2018).



Antibidticos en la promocion de crecimiento y el control de diarreas en

cerdos de destete

Los antibidticos (ATB) son moléculas que inhiben el crecimiento de
microorganismos bacterianos (Li, 2017). La administracion de ATB en animales
domeésticos ha tenido dos motivos; el primero contempla el tratamiento de
enfermedades (Cromwell, 2002). El segundo motivo, ha sido la suplementacion de
estas moléculas dentro de los programas de alimentacion como promotores del
crecimiento (Li, 2017; Marshall y Levy, 2011; Koch y col. 2017). Esta ha sido la
estrategia mas efectiva para prevenir la incidencia de diarreas, reducir la mortalidad
y favorecer el crecimiento animal en los ultimos afios (Pluske, 2013; Thacker, 2013;
Lu y col. 2018). Un antibi6tico promotor de crecimiento (APC) puede definirse como
cualquier farmaco que inhibe el crecimiento bacteriano y que es administrado en

dosis sub terapéuticas (Gonzalez y Angeles, 2016).

El uso de APC inicio en la década de 1940, cuando en dietas de aves se
incluyeron subproductos de fermentacion como fuente de vitamina B12, y
observando una mejora en la tasa de crecimiento y menor mortalidad (Stokstad y
col. 1949). Posteriormente se identificd que los subproductos contenian moléculas
de clortetraciclina. A partir de ese momento se diversificaron estas moléculas y su
uso como APC a otras especies animales (Stokstad y col. 1949; Gonzales y
Angeles, 2016). La mejora en crecimiento, asi como la reduccion de diarreas y
mortalidad asociada con la practica de APC en distintas especies domesticas
favorecié por muchos afos el uso libre de estas moléculas (Marshall y Levy, 2011),
pues para la década de 1950 (Figura 1) la administracion de alimentos y drogas
(FDA por sus siglas en ingles) de Estados Unidos de América habia aprobado el
empleo de APC sin prescripcion (Castanon, 2007).
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Figura 1. Linea de tiempo de los APC. Gonzales y Angeles, (2016).

En los ultimos afios entre el 70 y 80% de los alimentos para cerdos de destete ha
contenido ATB/APC, para cerdos de crecimiento cerca del 70%, alrededor del 60%
para animales en finalizacién y cerca del 50% para cerdas gestantes (Cromwell,
2002). Esto ha originado que fuera mayor la cantidad de antibiéticos utilizados en

animales sanos que en humanos con alguna enfermedad (Marshall y Levy, 2011).

Resistencia bacteriana a los antibiéticos

El amplio uso de los APC ha mantenido a distintos patdgenos bacterianos bajo
una intensa presion de seleccion, favoreciendo la permanencia de aquellos que,
dentro de una poblaciéon y en respuesta a la variaciébn genética, desarrollan
mecanismos para sobrevivir (Mateu y Martin, 2001; Koch y col. 2017; Li, 2017).
Este fendmeno comenzd a observarse no mucho tiempo después de la aparicién
del primer antibidtico, reportandose resistencia para antibiéticos como;
betalactamicos, sulfamidas, anfenicoles, aminoglucosidos y tetraciclinas (Foster,
1983). Y para finales del siglo XX una gran proporcion de microorganismos
resistentes comenz6 a adjudicase al excesivo y libre empleo de los agentes
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antibacterianos en la industria animal (Levin y col. 1998; Li, 2017). En cerdos
lactantes y de destete, patdégenos respiratorios como Pasteurella y Haemophilus,
asi como patégenos entéricos (E. coli y Salmonella) son los principales objetivos
en las terapias antibidticas, pero también los que desarrollan las mas altas tasas
de resistencia (Hummel y col. 1986; Mateu y Martin 2001) en periodos tan cortos

como una semana (Edwards, 1961).

El fendmeno de resistencia bacteriana demanda medidas que contemplen un
nuevo enfoque y estrategias terapéuticas distintas a los antibiéticos (Culp y
Wright, 2016). En las ultimas décadas se han estudiado distintas alternativas al
uso de antibidticos en la industria animal mediante la inclusién de algunos aditivos e
ingredientes, desafortunadamente los resultados de estos en ocasiones son
inconsistentes y/o incapaces de igualar el efecto de los antibiéticos. Entre las
alternativas mas estudiadas destacan los extractos vegetales, anticuerpos de
huevo depollo, acidos organicos y enzimas (Thacker, 2013), ademas de aceites
esenciales (Gresse y col. 2017), probiéticos (Vondruskova y col. 2010),
prebidticos (Oliveira y col. 2017), minerales como el cobre y zinc (Pluske, 2013) y
proteinas y péptidos antimicrobianos de origen vegetal, como lo contenidos en la

proteina de papa (Cotten y col. 2016; Casasy col. 2017).

Péptidos antimicrobianos de origen vegetal

Distintos vegetales ante infecciones y agresiones por parte de microorganismos
son capaces de regular genes asociados para la sintesis de fitoalexinas, taninos,
compuestos polifendlicos y péptidos antimicrobianos (PAM) como mecanismos de
defensa (Tam y col. 2015; Benko-lseppon y col. 2010). Los PAM existen en
distintas formas moleculares, la gran parte lineales. La mayoria cuenta con dos a
seis residuos de cisteina (Tam y col. 2015), que les confieren alta estabilidad
térmica y quimica (Contreras y col. 2015). Son polipéptidos de bajo peso
molecular con menos de 200 AA (comunmente menores a 50 AA, cercanos a los

10 kDa), son basicos en su mayoria y generalmente son cationes a pH fisiolégico
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por sus residuos de arginina y lisina cargados. Los PAM ricos en cistina se
clasifican en familias en relacion con su similitud de secuencia, motivos de cisteina
y patrones de enlaces disulfuro. Las familias de PAM de plantas ricos en cistina
incluyen tioninas, defensinas, péptidos de tipo heveina, péptidos de tipo knotinas
(lineales vy ciclicos), proteinas de transferencia de lipidos, a-horquillas y snakins.

(Benko-lseppon y col. 2010).

Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos vegetales

Los PAM vegetales tienen actividad no solo contra bacterias, sino también frente
a hongos, virus y parasitos. El mecanismo de accién de los PAM esta relacionado
con la lisis de la membrana y/o la penetracion del péptido seguido del ataque a
objetivos intracelulares (Figura 2). La naturaleza catidnica y capacidad anfipatica
de los PAM permite la interaccion con la pared (anidnica) y la membrana

fosfolipidica de microorganismos (Benko-Iseppon y col. 2010; Tam y col. 2015).

Otro mecanismo antimicrobiano se ha descrito en familias de PAM las proteinas
de transferencia de lipidos que se unen a lipidos para interrumpir la penetracion
microbiana en las membranas celulares (Tam y col. 2015). También se han
asociado defensinas, proteinas de transferencia de lipidos y péptidos de tipo
snakina con propiedades de inhibir proteasas. Por lo que las caracteristicas antes
mencionadas, perfilan a estos péptidos vegetales como una importante
alternativa al uso de APC para el desarrollo de estrategias antibidticas y

antiinflamatorias (Benko-Iseppon y col. 2010; Tam y col. 2015).



Figura 2. Mecanismo de accién de algunos péptidos antimicrobianos
(PAM).

Tomado y editado de Bartova y col. (2019). A) Adsorcién de PAM en la
membrana. B y C) Reorientacion de PAM en la bicapa lipidica y formacion
de poros. B) Los PAM interactian lateralmente entre si cuando las
regiones hidrofébicas de los PAM se alinean con las colas de los lipidos y
las regiones hidrofilicas forman la superficie interna del poro. C) No hay
interacciones especificas de PAM en el poro, pero las partes hidrofilicas de
los lipidos son atraidas electrostaticamente por los residuos cargados del
PAM. El espesor de la membrana disminuye. D) Los PAM estan unidos a
la superficie de la membrana. Residuos hidrofébicos de PAM estan frente
a la membrana y sus superficies hidrofilicas frente al solvente. E) Cuando
una gran concentracion de PAM se une a la membrana esta es
fraccionada.

Péptidos antimicrobianos descritos en el concentrado de proteina de papa

Distintos estudios de revisiébn describen una gran variedad de péptidos en los
tubérculos de papa con potencial antibacteriano (Waglay, 2014; Bartova y col.
2019). Una gran proporcion de los péptidos de los tubérculos de papa que han
mostrado actividad contra ciertos patdégenos pertenecen a inhibidores de proteasa
predominantemente de serina, cisteina y tipo Kunitz, asi como isoformas

especificas de patatinas y péptidos de bajo peso molecular contemplando
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defensinas, tioninas y snakinas (Bartova y col. 2019). Donde podemos destacar
en la literatura inhibidores de proteasa (tripsina) térmicamente estables como el
Potamina - 1 (PT - 1) de 4.8 kDa descrito por Kim y col. (2005), y los péptidos ricos
en cisteina Snakina - 1 (6.92 kDa) y Snakina - 2 (7.02 kDa) (Kovalskaya vy
Hammond, 2009), que han mostrado potencial antimicrobiano. Sin embargo, el
estudio de los péptidos de papa es complejo, ya que existen cerca de 5000
variedades de papa (cerca de 10 variedades pertenecen a la especie Solanum
tuberosum), originarias principalmente de los Andes, con variantes en tamafio,
forma, color, textura, asi como perfil nutricional, donde la composicidon quimica de
la papa estd sujeta a distintos factores como el area y practicas de cultivo,

conteniendo desde el 0.49 hasta el 2.7% de proteina en la papa cruda fresca.

Es importante resaltar que la disponibilidad de tubérculos de papa y de su proteina
parece ir en ascenso, con China con el 80% de la produccion mundial. (Wijesinha-
Bettoni y Mouillé, 2019; Mu y col. 2009). La produccion de tubérculos de papa esta
fuertemente orientada a la obtencion de almidén, donde tan solo la Unién Europea
anualmente procesa cerca de ocho millones de toneladas de estos tubérculos,
obteniendo como subproducto un concentrado de proteina de papa (CPP) con
aproximadamente 80% de proteina. El proceso para la obtencién del CPP se basa
en la coagulacién térmica seguida de la separacion de proteinas y secado
(Pastuszewska y col. 2009; Bartova y col. 2018). Las proteinas de papa se
clasifican tipicamente de acuerdo con su masa molecular y separacion
electroforética en 3 grandes grupos; patatinas, inhibidores de proteasa y otras

proteinas (Bartova y col. 2019).

El valor nutricional del CPP estd relacionado con su concentracion y
disponibilidad de AA, que es comparable al perfil de AA de la soya (Froidmont y
col. 2008) y al de algunas proteinas animales (Refstie y Tiekstra, 2003). Donde la
concentracion de ocho AA esenciales (treonina, valina, metionina, isoleucina,
leucina, fenilalanina, lisina y triptéfano) del CPP contempla hasta el 40.7% de su

proteina de acuerdo con Mu y col. (2009). Por otra parte, es importante
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mencionar la presencia de algunos factores anti-nutricionales; glicoalcaloides de
solaninas (927 - 2632 mg/kg) e inhibidores de tripsina (0.97 - 3.70mg/kg), donde
la concentracion puede ser variable de acuerdo con las condiciones de
procesamiento segun Pastuszewska y col. (2009). Aunque el procesamiento
térmico (100°/15 min) capaz de inactivar hasta el 48% de los inhibidores de
proteasa y hasta el 89% de los glicoalcaliodes, aunque afectando la

concentracion /disponibilidad de AA (Wojnowska y col. 1982).

El tratamiento térmico es el método industrial méas utilizado parala obtencion del
CPP, resultando componentes termoestables de baja masa molecular que en
gran parte son inhibidores de proteasa, sin embargo, la temperatura utilizada
determinara las concentraciones y actividad de distintas fracciones de la proteina
de papa (Bartova y col. 2018). De acuerdo con Bartova y col. (2018), la
concentracion de proteinas de CPP es variable tras un procesamiento de 80 °Cy

100°C,en comparacion con menores temperaturas (40 y 60°C) (Figura 3).

™M 40°C 60°C 80°C 100 °C

kDa
26.6 I
17 —
14.2
6.5

Figura 3 Péptidos de CPP aislados a distintas temperaturas (40, 60 80 y
100°C). M = marcador molecular. Tomado de Bartova y col. (2018).

Inhibidores de proteasa de papa

Los inhibidores de proteasas (IP) de papa representan su grupo heterogéneo de

proteinas/péptidos (Cuadro 1) clasificAandose de acuerdo con la proteina que
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inhiben, homologia de secuencia, masa molecular, numero de puentes disulfuro,

punto isoeléctrico y mecanismo de accion (Bartova y col. 2019).

Cuadro 1. Inhibidores de proteasa de papa.

Enzima kDa Punto isoeléctrico Enzima queinhibe
Inhibidor de proteasa | 7.68 - 7.87 5.1-6.3-7.2-7.8 T, Ch.
5.5-5.8-5.9-6.0—
Inhibidores de proteasa |l 20.02 - 20.68 6.1- T, Ch.
6.5-6.9
6.2—7.5-8.2-8.4—
Inhibidor de proteasa 19.87 - 22.03 8.6— T, Ch, CDA.
aspartato depapa
8.7
5.8-6.6-6.7—-7.1—
Ir)h|bfdor de proteasa 20.1-922.7 8.0- T, Ch, Pap.
cisteina dega
8.3—>9
Inhibidor de proteasatipo 54 1950 o4 8.0-9.0 T, Ch.
Kunitz
Otros inhibidores de serina 21 .03-21.80 7588 T, Ch.
proteasas
Inhibidor de 4.20 no determinado CpA.

carboxipolipeptidasa

T = tripsina; Ch = quimotripsina; CdA = catepsina D; Pap = papaina; CpA = carboxipolipeptidasa A
Tomado y editado de (Bartova y col. 2019).

En el pasado los inhibidores de proteasa (IP) eran considerados solo como

factores antinutricionales, sin embargo, los IP recientemente han despertado

interés por estar involucrados en multiples actividades biologicas. Los IP de papa
13



se han estudiado por su efecto antimicrobiano, actividad anticancerigena y
regulacion del consumo de alimento relacionada a la modulacion de

colecistocinina (Bartova y col. 2019).

Dentro de los péptidos de papa con funciébn antimicrobiana reportados se
encuentran; Inhibidores de tripsina como el inhibidor de serina proteasa de papa
de 21 kDa (PSPI-21), inhibidor de proteasa tipo Kunitz (PKPI) Grupo A y B,
inhibidor de la proteasa subtilisina de papa de la familia tipo Kunitz (PKSI) (Grupo
C del inhibidorde proteasa tipo Kunitz). Inhibidores de serina como el inhibidor de
proteasa tipo Kunitz (PKPI), inhibidor de serina proteasa especifico para proteasa
K (PLPKI), inhibidor de proteasa térmicamente estable Il de papa (PPI-I):
Inhibidores de carboxipolipeptidasa como el Inhibidor de carboxipolipeptidasa de
papa (PCI). Inhibidores de proteasa tipo Kunitz como el inhibidor de serina
proteasa de papa de 22 kDa (PSPI-22 potide-G, potamina-1 (PT-1), potide-G 2
(PG-2) (Bartova y col. 2019).

Interesantemente un péptido ampliamente mencionado en la literatura sobre el
mecanismo de acciondel CPP es el péptido Potamina - 1 (4.8 kDa) de 47 AA con
siete residuos de cisteina; NH2-Asp-lle-Cys-Thr-Asn- Cys-Cys-Ala-Gly-Thr-Lys-
Gly-Cys-Asn-Thr-Thr-Ser-Ala-Asn-Gly-Ala-Phe-lle-Cys-Glu-Gly-GIn-Ser-Asp-Pro-
Lys-Lys-Pro-Lys-Ala-Cys-Pro-Leu-Asn-Cys-Asp-Pro-His- lle-Ala-Tyr-Ala-, en un
estudio in vitro inhibié el crecimiento de distintos patdégenos vegetales incluyendo
C. albicans, R. solani y C. michiganensis subsp. Michiganense, ademéas de
actividad inhibitoria contra las enzimas tripsina, quimiotripsina y papaina. Este
péptido pertenece a la familia tipo Kunitz, con 62% de homologia con un inhibidor

de serina proteasa (Kim y col. 2005).

Patatinas y otras proteinas de papa

Las proteinas dentro del grupo de las patatinas representan cerca de la mitad de
la proteina de papa. Son glicoproteinas con pesos moleculares de 39 a 43 kDa
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con actividades enzimaticas (hidrolasas, fosfolipasas, glucanasas) (Bartova y col.
2019).

Dentro del grupo denominado otras proteinas de papa se incluyen péptidos ricos
encisteina como tioninas, defensinas, lectinas y snakinas. Las tioninas basan su
actividad antimicrobiana en la interaccion con la membrana fosfolipidica de los
patdgenos. Las defensinas parecen actuar sobre receptores especificos de la
membrana y no sobre la permeabilidad de la membrana como las tioninas, sin

embargo, la informacion sobre estos péptidos es limitada (Bartova y col. 2019).

Los péptidos Snakina son parte de un grupo independiente. Se encuentran dentro
de la clasificacion de otras proteinas de papa debido a su practicamente nula
similitud a cualquier otro tipo de péptido de papa (Béartova y col. 2019). Las
proteinas Snakinas se describen en procesos bioldégicos como division celular,
elongacién y crecimiento y sefalizacion en la defensa de la papa. Se encuentran
dos tipos de péptidos snakins; shakina -1 (SN1) y snakina- 2 (SN-2) y aunque
solo comparten 38% de homologia, ambos son péptidos ricos en residuos de
cisteina con actividad reportada contra bacterias Gram -, Gram + (C.
michiganensis, R. solanacearum, R. solanacearum, E. chrysanthemi, R. meliloti)

asi como contra algunos hongos (Berrocal-Lobo y col. 2002).

Concentrado de proteina de papa en alimentacion de cerdos de destete

sobre el comportamiento productivo y el ambiente intestinal

La inclusidén de proteina de papa en cerdos de destete ha mostrado resultados
interesantes sobre distintos parametros productivos y de salud. Jin y col. (2008)
con cerdos de destete donde se incluyo en la dieta proteina de papa por 28 dias
concluyen en un efecto lineal sobre la digestibilidad de la materia seca, la GDP y
el CDA en respuesta a dietas con 0.25, 0.50 y 0.75% de proteina de papa, donde
un ensayo in vitro mostro el efecto antibacteriano de la proteina de papa con una

concentracion minima inhibitoria de 500 ug/mL para distintos géneros bacterianos
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como Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis, Salmonella Gallinarum y
Escherichia coli. En el mismo estudio Jin y col. (2008) muestran el efecto lineal
antibacteriano de la proteina de papa sobre las bacterias totales en heces desde
el dia 7 y hasta el dia 28 del estudio, destacando la reduccién de coliformes y

Staphylococcus spp y un efecto similar para el contenido de ciego, colon.

Estudios mas recientes concuerdan que la inclusion de CPP en dietas de cerdos
destetados favorece un comportamiento productivo comparable al observado en
animales con dietas con APC y plasma animal, con una similar digestibilidad ileal
de la PC, evidenciando el potencial del CPP como alternativa a los APC (Reis de
Souza y col. 2019). Por otra parte, afios atras Kerr y col. (1998) con dietas con CPP
para cerdos recién detestados (4.4 kg) no observaron este efecto positivo en el
comportamiento productivo respecto a dietas con plasma animal. Sin embargo, al
someter al CPP a un tratamiento para obtener un CPP bajo en glicoalcaloides, se
presentd una respuesta cuadratica al aumento de esta proteina al reemplazar el
25, 50, 75 y 100% de plasma animal de la dieta, sobre la ganancia de peso y

consumo de alimento.

Respecto al efecto del CPP sobre algunos paradmetros de la morfologia intestinal,
Jin y col. (2008) no encontraron efecto positivo ante el incremento de la inclusion
de CPP en la dieta de cerdos de destete. sobre la altura de vellosidades y
profundidad de las criptas en duodeno, yeyuno e ileon. En cuanto a la digestibilidad
Jin y col. (2008, 2009) observaron que inclusiones crecientes del CPP en las dietas
de animales de destete y en comparacion a una dieta con APC. no se modifico la
digestibilidad ileal aparente de AA respecto a una dieta con APC. En animales de
talla mayor la proteina de papa es capaz de mostrar ciertos efectos ya que en
cerdos de crecimiento de acuerdo con Cotten y col. (2016) esta proteina
obtuvo similar digestibilidad ileal estandarizada y aparente del nitrégeno al de
proteinas mas comunes como la del concentrado y aislado de soya, asi como de
la mayoria de los AA, destacando incluso valores mayores en el CPP para leucina

y treonina. De manera similar Tusnio y col. (2011) reportaron que la proteinade
16



papa en dietas de cerdos de crecimiento no influyé en el peso relativo del
estbmago y yeyuno, asi como de algunos aspectos morfologicos intestinales,
pero si en menor digestibilidad ileal aparente de los AA respecto a una dieta
con caseina como fuente de proteina, aunque sin reflejarse reduccion sobre el
comportamiento productivo, nitrégeno absorbido, asi como de la energia
digestible y metabolizable. Por lo tanto, los datos de los estudios antes
mencionados dejan muy claro que el mecanismo de accion de la proteina de papa
sobre el comportamiento productivo del cerdo de destete parece estar relacionado no
solo con el alto valor nutricional de sus AA, sino que también y posiblemente
tiene una fuerte relacion la accion de ciertos péptidos que puedan estar actuando
con un efecto antimicrobiano similar al ejercido por distintos APC (Waglay y col.
2014; Bartova y col. 2019).
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Justificacion

La incidencia de desordenes digestivos y el bajo crecimiento que se propicia en el
cerdo recién destetado ocasiona pérdidas econdmicas en la produccion porcina. Sin
embargo, esto puede ser controlado con la adicion en la alimentacion de un
concentrado de proteina de papa que de contener los péptidos Potamina-1, Snakina-
1 y 2, resultaria en una propuesta para prevenir o atenuar los problemas

gastrointestinales a los que son susceptibles los lechones de destete.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la adicion de 6% de CPP en una dieta iniciadora sobre
algunas caracteristicas morfofisiolégicas y microbiolégicas del aparato digestivo

de lechones destetados.

Objetivos especificos

En cerdos recién destetados alimentados con una dieta adicionada con 6% de

CPP determinar:

e EI comportamiento zootécnico, la presencia y severidad de diarreas
durante el periodo experimental.

e EI balance de nitrégeno y energia de los lechones, asi como la
digestibilidad de algunos nutrientes.

e El efecto antibacteriano del concentrado de proteina de papa sobre la
relacion de coliformes y Lactobacillus presentes en heces.

e La integridad intestinal: Altura de vellosidades y profundidad de criptas
intestinales de duodeno, yeyuno e ileon.

e El pesoy pH de los 6rganos digestivos de los lechones.
e La presencia de péptidos antimicrobianos (SN-1, SN-2 y PT-1) en
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el concentrado de papa, y en la digesta de cerdos de destete.

Hipotesis

El concentrado de papa contiene péptidos antimicrobianos, los cuales tienen
efectos benéficos sobre algunas caracteristicas morfofisiolégicas vy
microbiolégicas del cerdo recién destetado.

Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en la Unidad Metabdlica y en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y
Mejoramiento Animal del INIFAP, Col6n, Querétaro, México. Los analisis de
histologia se realizaron en el Laboratorio de Nutricibn Animal de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro y la produccion de
anticuerpos en el area canicula del Campus Amazcala de la Facultad de Ciencias

Naturales, Universidad Autonoma de Querétaro.

Animales y Alojamiento

Se utilizaron un total de 12 cerdos macho castrados, con peso un promedio de
8.5 kg y 26 dias de edad. Los lechones se alojaron individualmente en jaulas
metabdlicas provistas con un comedero y bebedero en un cuarto con temperatura
controlada fluctuando entrelos 26 y 29°C durante la recepcion de los animales y
disminuyendo 1°C la semana posterior. Cada jaula conté con una malla que

permitié la separacion y colecta de heces y un embudo para la colecta de orina.

Tratamientos: Dietas experimentales

Los tratamientos fueron 2 dietas experimentales (Cuadro 2) en presentacion de
harina con alto nivel de proteina cruda (> 20%): Una dieta control (C) y una dieta
con la inclusion del 6% de concentrado de proteina de papa (CPP 6%) Ambas
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dietas se ajustaron para cubrir los requerimientos del NRC (2012). Cada cerdo se

consider6 la unidad experimental (6 réplicas/tratamiento).

Cuadro 2. Composicién de las dietas experimentales

Tratamientos

Ingrediente, % Control (C) CPP 6%
Almidon de Maiz 43.622 42.140
CPP - 6.000
Lactosa 20.619 20.619
Caseina 25.356 21.033
Maiz, Aceite 3.000 3.000
Sal Comudn 0.600 0.600
Carbonato de calcio 0.195 0.173
Fosfato Bicélcico 2.660 2.754
Oxido de titanio 0.300 0.300
Colina 0.145 0.145
CFC? 3.333 3.067
Vitaminas? 0.070 0.070

Minerales?® 0.100 0.100

Andlisis quimico, %

Materia seca 90.77 93.63
Energia bruta, Kcal/kg 4100.43 4176.37
FDN 2.82 2.28
Proteina cruda 22.71 22.96

1Concentrado de fibra cruda: Arbocel®. 2Premezcla de vitaminas que aporta por kg de dieta: vit. A 10,200
Ul, vit. D 1980 UlI, vit. E 60 UlI, vit. K 1.2 mg, riboflavina 7.2 mg, cianocobalamina 0.04 mg, niacina 36 mg,
acido pantoténico 16.55 mg, tiamina 0.30 mg, piridoxina 0.31 mg, biotina 0.08 mg, acido félico 0.75
mg.3Premezcla de minerales que aporta por kg de dieta: cobalto 0.72 mg, cobre 14.4 mg, hierro 120 mg,
manganeso 36 mg, selenio 0.30 mg, iodo 0.96 mg, zinc 144 mg.
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El Cuadro 3 describe la composicion del concentrado de proteina de papa (CPP)-

Cuadro 3. Composicion del concentrado de proteina de papa (CPP)

CPP Porcentaje
Materia seca 92.28
Proteina cruda 78.92

Energia bruta, kcal 5290.00

FDN 0.74

Cenizas 0.57

Comportamiento zootécnico

Los lechones se pesaron los dias 1, 8, 13 y 17 del experimento con la finalidad de
determinar la ganancia diaria de peso (GDP). Diariamente se registré el alimento
ofrecido y rechazado para calcular el consumo diario de alimento (CDA) vy la

eficiencia alimenticia (EA) por cerdo.

Prueba de digestibilidad y balance de nitrégeno y energia

El estudio de digestibilidad de nutrientes y el balance de nitrégeno se realizé
después de 8 dias de adaptacién a las dietas, y durante 5 dias. En esta etapa se
proporcionod en la dieta 6xido férrico (3 g/kg) como marcador para determinar el
inicio de colecta de muestras de heces y orina correspondientes al periodo
experimental. El sexto dia (un dia después del fin del periodo experimental) se
administr6 el marcador en el alimento para determinar mediante las heces
marcadas el fin del periodo experimental. Las muestras de orina se colectaron

diariamente durante el periodo experimental con un contenedor con lana de vidrio
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como filtro del recipiente receptor de la orina y se le adicionaron 40 ml de HCI 6M
con la finalidad de acidificar y evitar la volatilizacion del N en forma de amoniaco.
Cada dia se conservé una alicuota del 20% de la orina producida. Ambas

muestras (heces y orina) se conservaron a — 20 °C hasta su procesamiento.

Prueba de digestibilidad

El coeficiente de digestibilidad aparente de las dietas experimentales se calculo
utilizando la ecuacion propuesta por Mariscal y col. (2009):

CDDA=1 - [(InD x AF) / (AD x InF)] x 100

Donde, CDDA es la digestibilidad aparente de MS, Energia y PC en las dietas
(%); InD es la concentracion del marcador en las dietas experimentales (mg/kg
MS); AF es la concentracion de MS, Energia y PC en las heces (mg/kg MS); AD
es la concentracionde MS, Energia y PC en las dietas experimentales (mg/kg MS);

e InF es la concentraciondel marcador en las heces (mg/kg MS).

La digestibilidad aparente del CPP se calcul6 de acuerdo con la metodologia de
Fan y Sauer (1995).

DA = (DD — (DB*SB)) /AS

Donde DA es digestibilidad aparente del CPP, DD es la digestibilidad aparente de
la dieta, BD es el coeficiente de digestibilidad de la dieta basal, SB es la
contribucion de la caseina a la dieta ensayo y SA es el porcentaje de PC del CPP

en la dieta ensayo.

Balance de nitrogeno y energia

Para el estudio de balance de nitrégeno y energia se colectaron muestras de
orina diariamente con un contenedor con lana de vidrio como filtro del recipiente

receptor de la orina y se le adicionaron 40 ml de HCI 6M con la finalidad de
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acidificar y evitar la volatilizacion del N en forma de amoniaco. Cada dia se
conservo una alicuota del 20% de la orina producida. Ambas muestras (heces y

orina) se conservaron a — 20 °C hasta su procesamiento.

El consumo de alimento se utiliz6 para obtener el consumo de materia seca
(g/dia), nitrégeno (g/dia) y energia (Kcal/dia), multiplicando el consumo de
alimento por la concentracion del nutriente en la dieta. La estimacion de la
excrecionde materia seca (g/dia), nitrégeno (g/dia) y energia (Kcal/dia) en heces
se realiz6 al multiplicar la cantidad de heces producidas en base seca por la
concentracion de nutrimentos en las heces. La estimacion de la excrecion de
nitrogeno (g/dia) y energia (Kcal/dia) en orina se estimd multiplicando el total de

orina producida por la concentracién de nutrimentos en la orina.

Analisis de laboratorio

Las heces se descongelaron, y secaron en una estufa de aire forzado a 60°C.
Las muestras cada alimento y heces fueron homogeneizadas respectivamente, y
se molieron en un molino a través de una criba de 1 mm, para posteriormente
analizarsu contenido de proteina cruda (AOAC, 2002), energia bruta (Bateman,
1970) y titanio como marcador de digestibilidad (Myers y col. 2004), y calcular los
coeficientes de digestibilidad total aparente.

Cuantificacion de coliformes y lactobacillus en heces

Al finalizar la colecta de heces perteneciente al balance de nitrégeno y energia se
colect6 una muestra de heces de dos a tres gramos por animal de cada
tratamiento para realizar el conteo de coliformes y Lactobacillus para determinar
el efecto sobre estos microorganismos que tuvo el CPP al ser administrado
mediante la dieta. Los medios de cultivo fueron agar de bilis y rojo violeta
(Bioxon) para coliformes y para bacterias lacticas agar MRS Lactobacilos (Difco).
La técnica fue con diluciones seriadas y siembra en superficie de 100 microlitros.

Placas incubadas a 37 °C. Condiciones aerobias (coliformes) y anaerobias
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(lacticas) (NOM-113-SSA1-1994).
Colecta de muestras del aparato gastrointestinal

El dia 17 del experimento se procedido al sacrific6 a los cerdos de cada

tratamiento. Los cerdos se tranquilizaron y desensibilizaron farmacol6égicamente

(Azaperona: 20 mg/kg de peso; Sural®) para posteriormente sacrificarse por
sobre dosis de anestesia (Pentobarbitalsédico: 630 mg; Pisabental, PISA®). Se

procedié con la apertura de la cavidad abdominal para extraer los érganos
digestivos. De los contenidos de estobmago, yeyuno, ileon, ciego y colon se midié
el pH con un potenciémetro, y posteriormente se recolectaron las digestas de
estbmago, yeyuno, ileon y colon conservandose en congelacién a -80°C para su
posterior liofilizacion. Los estdmagos, intestinos delgados, intestinos gruesos,

higados y pancreas se lavaron y pesaron para calcular su peso relativo.

Morfologia de vellosidades y criptas intestinales

Para evaluar morfolégicamente la mucosa intestinal, se colectaron y cortaron
longitudinalmente en la insercion anti mesentérica muestras de duodeno, yeyuno e
ileon, asi como de colon. Cada muestra de tejido se fij6 en formalina en una
relacion 1:10. Una zona de 2 cm de ancho de la mucosa se fij6 en parafina, para
cortar secciones (de 5 um) y tefiir con el procedimiento H y E, para determinar la
profundidad de la cripta (um) y longitud de las vellosidades (um). Se utilizé un
portaobjetos por muestra de tejido y se tomaron los valores medios para un
minimo de 10 vellosidades y criptas utilizando un microscopio Optico con el
objetivo 10x (primo Star, Carl Zeiss, Alemania) y el software ZEN (Carl Zeiss,

Alemania) (Vente-Spreeuwenberg y col. 2003; Reis de Sousa y col. 2007).

Verificacion de PAM en el CPP mediante cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC/MS)

La estrategia experimental utilizada en este trabajo para la verificacion de PT-1y
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SN- 1y SN-2 en el CPP, const6 de dos ensayos. En el primero se identificaron los
péptidos del CPP por LC/MS para evidenciar la presencia de Potamina — 1y

Snakina-1y 2.

Patron electroforético de proteinas de bajo peso molecular del CPP

Mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en una dimension se
evidencio el patron electroforético de las proteinas de CPP, a partir de la cual se
cortaron las bandas de bajo peso molecular y se enviaron a identificar. Para iniciar
con el ensayo el CPP se someti6 a una extraccion de proteinas con acido
tricloroacético (TCA) a partir de dos gramos de CPP (Protamyl ® PF, Avebe) y 20
ml de PBS 1 X con inhibidor de proteasa cOmplete, EDTA-free (Roche, Cat.
11873580001, EE. UU.) posteriormente se homogenizé la solucion por 30 minutos
(Anexo 1). A la muestra de proteina se le afadieron 100 pl de buffer muestra
tricina (Bio-Rad, Cat: 161-0739, EE. UU.). La muestra se llevo a ebullicion (95°C
por 5 min), posteriormente se colocaron tres mg de proteina de papa por pozo. La
electroforesis se realizd en geles SDS (Dodesil sulfonato de sodio) de Tris-Tricina
16.5% de 10 pozos (Bio Rad Mini-PROTEAN®, EE. UU). El buffer de corrida
utilizado fue Tris/Tricina/SDS 1x (Bio Rad, Cat: 1610744, EE. UU). Las
condiciones de corrida fueron 100 V por 100 min y se utilizé un marcador de masa
molecular de 2 a 250 kDa (Bio Rad Precision Plus ProteinTM Dual Xtra Standars,
Cat: 161-0397, EE. UU). Posteriormente se realiz6 un lavado del gel con agua
destilada filtrada. El gel se fijo en una solucidon con 10% de &cido acético glacial y
50% de etanol desnaturalizado por 1 hora. Se realiz6 un lavado con agua
destilada filtrada para tefir con 50 ml de Coomassie G - 250 (Bio-Rad, Cat:
1610786, EE. UU.) por 1 hora. Se destifio el gel en agua destilada filtrada por 10

horas.

Identificacion de péptidos por (LC/MS): Se utilizaron cuatro bandas (por duplicado)

del gel de electroforesis cercanas a los pesos moleculares de los péptidos objetivo

para identificar las proteinas presentes en el CPP mediante LC/MS. El analisis se
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llevé a cabo con un cromatdgrafo de liquidos Eksigent nanoLC 425 acoplado al
espectrometro de masas AB Sciex TripleTOF 5600+ en las instalaciones de la Red

de Apoyo a la Investigacion de la UNAM.

Anélisis bioinformético de secuencias obtenidas por LC/MS para determinar el

grado de conservacion con los PAM: A través un analisis bioinformatico de los

péptidos reportados mediante la herramienta BLAST (por sus siglas en inglés) del
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldégica NCBI, Biblioteca Nacional de
Medicina de EE. UU NLH, (Stephen y col 1997) asi como con alineamiento de
secuencias utilizando la base de datos GenomeNet del Centro de bioinformatica
de Kyoto mediante la herramienta bioinformatica ClustalW (Thompson y col, 1994)
se analiz6 la identidad de los péptidos en el CPP con los péptidos PT-1, SN-1 y
SN-2.

Identificacién de PAM en el CPP y en la digesta de cerdos recién destetados

mediante western blot

El segundo ensayo para evidenciar la presencia de los PAM PT-1y SN- 1y SN-2
contempl6é la busqueda de péptidos en el CPP mediante western blot. Este
ensayo implico la utilizacion de anticuerpos especificos para los péptidos PT-1y
SN- 1y SN-2, para ello se realiz6 la sintesis de una fraccion inmunogénica de
cada péptido.

Sintesis de péptidos antigénicos multiples (MAPs): De acuerdo con la secuencia

de cada péptido antimicrobiano objetivo (PT-1 y SN- 1 y SN-2) se realiz6 un
analisis de prediccion de epitopos inmunogénicos utilizando el software ABCpred
(Saha y Raghava, 2006). A partir de la fraccion antigénica seleccionada (Anexo
2) se sintetizé cada péptido (Peptide 2.0 inc), formando una cadena de 8 péptidos

multi antigénicos (MAP por sus siglas en inglés).

Produccion de anticuerpos anti-PT-1, anti-SN-1 y anti-SN-2: Los péptidos
sintetizados (MAP) de PT-1, SN1 y SN2 denominados SPT-1, SSN1 y SSN-2
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respectivamente, se utilizaron para la produccion de anticuerpos en conejos
macho raza Nueva Zelanda (3 para cada péptido) de 63 dias de edad alojados en
jaulas individuales. Previo a la primera inmunizacion (3 dias) se realizé un
sangrado de la vena marginalde cada conejo para obtener suero preinmune el
cual se utilizé como control. La inmunizacion se realizo a intervalos de 15 dias (3
veces) (Diaz y col. 2014; Gomez Soto y col. 2017). La dosis correspondiente de
cada péptido en el dia cero fue 0.5 mg de péptido diluido en 500 ul de PBS1 X'y
emulsificado con 500 ul de adyuvante de Freud completo (cada ml contiene 1 mg
de Mycobacterium tuberculosis H37Ra, ATCC 25177, destruido por calor y
secado, 0,85 ml de aceite de parafina y 0,15 ml de monooleato de manida que
dispersa el aceite en gotas pequefias que rodean al antigeno y este ultimo se
libera con lentitud del sitio de inoculacién) (Sigma Cat. F5881, EE. UU) e
inyectado por via subcutanea. Se realizaron dos refuerzos (dia 14 y 28) con 0.25
mg (de cada péptido) en 500 ml de PBS1x y con 500 pl de adyuvante de Freud
incompleto (cada ml contiene 0,85 ml de aceite de parafina y 0,15 ml de
monooleato de manida; Cat. F5506 Sigma) via subcutdnea (Diaz y col. 2014;
Garcia — Casanova y col. 2008; Gomez Soto y col. 2017). Finalizado el periodo
de inmunizacion los conejos fueron sacrificados el dia 35 segun la NOM 033 (se
utilizé electricidad para insensibilizar y luego se efectu6 el corte de la yugular),
para mediante la exanguinacion obtener la mayor cantidad de muestra de sangre
(Diaz y col. 2014; Gémez Soto y col. 2017).

Inmunodeteccion de antigenos nativos en el CPP vy de la digesta de cerdos de

destete alimentados con las dietas experimentales: La produccion de anticuerpos

para cada suero inmune fue analizada mediante la técnica de Western blot
determinando una relacién 1:25 del anticuerpo primario y utilizado como control
el suero preinmune y los péptidos sintéticos como antigeno (1ug/pozo).
Posteriormente los anticuerpos especificos anti-potamina-1, anti-snakina-1 y anti-
shakina-2 se utilizaron para identificar los péptidos antimicrobianos en el CPP y en
la digesta de cerdos recién destetados y alimentados con una dieta conteniendo
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CPP al 6%y la dieta control mediante la técnica de Western blot. Las muestras de
contenido intestinal de estdmago, yeyuno, ileon y colén de cada animal (a partir de
5 mg de contenido intestinal liofilizado) fueron rehidratadas en 500 microlitros de
PBS para formar una mezcla por cada compartimento digestivo para cada
tratamiento (resultando en 3 réplicas). El procedimiento comenzé con una
electroforesis para el CPP y cada muestra de contenido intestinal de acuerdo con la
metodologia antes descrita de electroforesis. Las proteinas fueron
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm por 25 min a 20
V. Posteriormente se bloqued la membrana con una solucién de leche al 5% por
10 horas a 4°C. Se continud con tres lavados con TBS tween 20 al 1% por 15
minutos para incubar con el anticuerpo anti-potamina-1 anti-snakina-1 y anti-
snakina-2 (anticuerpo primario 1:100 por 10 hora). Se realizaron tres lavados con
TBS tween 1% por 15 minutosy se incubd con un anticuerpo secundario (anti-
conejo AT2) 1:5000 conTBS tween-leche 1% (dos horas). Se lavo tres veces con
TBS tween 1% por 15 minutos para permitir una reaccién de quimioluminiscencia
enzimatica (Bio-Rad, Clarity Western ECL substrate, Cat1705061, EE. UU) en

relacion 1:1, 5 minutos.

Anélisis de identidad de los péptidos reconocibles por los anticuerpos anti-PT-1,

anti-SN-1 y anti-SN-2 en el ambiente intestinal de los animales experimentales: Se

realiz6 un analisis bioinforméatico de proteinas con la herramienta basica de
blasqueda de alineacion local BLAST (por sus siglas en inglés) del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica NCBI, Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU
NLH, (Stephen y col 1997) para determinar la identidad de proteinas de cerdo y/o
de microorganismos tipicos en el ambiente intestinal de cerdos de destete, con
proteinas reconocibles por los anticuerpos primarios disefiados y usados con la

técnica de western blot.

Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realiz6 segun un modelo de bloques completamente al
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azar, considerando como bloque las salas de experimentacion, en el cual se
tuvieron dos tratamientos (Control y 6% de CPP) y seis repeticiones por
tratamiento, donde el cerdo destetado se consideré como la unidad experimental
para las pruebas de comportamiento productivo y balance de nitrogeno. Para los
estudios de biologia molecular, estructura intestinal (histologia, bacteriologia se
consider6é como la unidad experimental cada muestra respectiva de cada cerdo
en cada tratamiento. EI andlisis estadistico se realiz6 empleando el
procedimiento GLM del paquete estadistico SAS 9.1, 2003 (SAS Inst. Inc., Cary,
NC). Los resultados se presentan como las medias de minimos cuadrados, el
error estandar (EE) y la probabilidad delmodelo para cada una de las variables.
Las diferencias se consideraron significativas cuando (P<0.05), y una tendencia
cuando (0.05<P<0.10).
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Resultados

Comportamiento zootécnico

En el Cuadro 4 se presentan los resultados del comportamiento zootécnico del dia
1 al 8 posdestete. El peso al final de este periodo fue similar (P > 0.05) en los
animales de ambas dietas con una diferencia del 1.3% (peso al dia 8 posdestete;
8.636 y 8.746 kg para los tratamientos control y CPP 6% respectivamente). En
cuanto al CDA (0.128 vs 0.133 kg para los tratamientos control y CPP 6%
respectivamente), la GDP (0.074 vs 0.097 kg para los tratamientos control y CPP
6% respectivamente) y la EA (0.613 vs 0.722 para los tratamientos control y CPP
6% respectivamente) no se observaron diferencias estadisticas (P > 0.05) entre

tratamientos.

Cuadro 4: Comportamiento zootécnico del dia 1 a 8.

Tratamientos

Parametro Control CPP 6% EEM P valor
Pesod 1, kg 8.042 7.966 0.061 0.539
Peso d 8, kg 8.636 8.746 0.083 0.627
Consumo de alimento, kg 1.022 1.058 0.046 0.741
Ganancia de peso, kg 0.594 0.780 0.110 0.481
CDA, kg 0.128 0.133 0.006 0.720
GDP, kg 0.074 0.097 0.014 0.482
EA 0.613 0.722 0.111 0.687
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El Cuadro 5 muestra el comportamiento productivo de los animales durante el
periodo destinado a la colecta de muestras para la prueba de digestibilidad el
BNyE. El peso inicial y final no mostr6 diferencia estadistica (P > 0.05). El
parametro del CDA entretratamientos resulté similar (P > 0.05) 0.282 vs 0.287 kg
para los tratamientos control y CPP 6% respectivamente, existiendo solo una
diferencia de 1.5%. La GDP (0.181vs 0.163 kg para los tratamientos control y CPP
6% respectivamente) entre dietas no fue diferente (P > 0.05), con una EA similar
(P > 0.05) para los animales de ambas dietas (0.634 vs 0.722 para los

tratamientos control y CPP 6% respectivamente).

Cuadro 5: Comportamiento zootécnico del dia 8 a 13. (Durante el Balance de Ny E y prueba
de digestibilidad)

Tratamientos

Parametro Control CPP 6% EEM P valor
peso d 8, kg 8.636 8.746 0.106 0.539
Peso d 13, kg 9.343 9.560 0.107 0.627
Consumo de alimento, kg 1.412 1.432 0.061 0.741
Ganancia de peso, kg 0.907 0.814 0.085 0.481
CDA, kg 0.282 0.287 0.012 0.720
GDP, kg 0.181 0.163 0.017 0.482
EA 0.643 0.550 0.050 0.687

Al observar el comportamiento zootécnico del dia 1 al 17 (Cuadro 6), ambas

dietas fueron similares (P > 0.05) sobre el CDA y EA. Sin embargo,

numeéricamente la dieta con CPP 6% mostré un mayor peso final (9.658 vs 9.920

kg para los tratamientos control y CPP 6% respectivamente) y un mayor CDA al de

la dieta control (0.198 vs 0.208 kg para los tratamientos control y CPP 6%
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respectivamente). La GDP mostré una diferencia significativa (P < 0.05) del 17% a
favor de la dieta con CPP respecto a la dieta control (0.095 vs 0.115 kg para los
tratamientos control y CPP 6% respectivamente); aunque la eficiencia de igual
manera fue numéricamente mayor no fue significativamente diferente (P > 0.05)
entre las dietas (0.481 vs 0.567 kg para los tratamientos control y CPP 6%

respectivamente).

Cuadro 6: Comportamiento zootécnico del diala 17

Tratamientos

Parametro Control CPP 6% EEM P valor
Pesod 1, kg 8.042 7.966 0.061 0.539
Peso d 17, kg 9.658 9.920 0.090 0.222
Consumo de alimento, kg 3.364 3.572 0.115 0.542
Ganancia de peso, kg 1.616 1.954 0.082 0.047
CDA, kg 0.198 0.208 0.007 0.533
GDP, kg 0.095 0.115 0.005 0.045
EA 0.481 0.567 0.033 0.285

Prueba de digestibilidad

Los animales en ambas dietas tuvieron un consumo de materia seca similar (P >
0.05) de 257.43 g/d para el tratamiento control y 267.00 g/d para el tratamiento
CPP 6%. En cuanto a la materia seca excretada el tratamiento control excreto
16.76 g/d y el tratamiento CPP 6% 13.84g/d con una digestibilidad de 93.19% y
93.12% para los tratamientos control y CPP 6% siendo estadisticamente similares

(P > 0.05). (Cuadro 7). De acuerdo con la metodologia de Fan y Sauer (1995) se
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determind que digestibilidad aparente de la proteina del CPP en la dieta CPP6%
fue de 90.37%.

Cuadro 7: Datos de inicio y fin de la prueba de digestibilidad (dias posteriores al destete),
para la materia seca consumida, excretada y su digestibilidad.

Tratamientos

Parametro Control CPP 6% EEM P valor
Observaciones 5 5

peso d 8, kg 8.636 8.746 0.106 0.539

Peso d 13, kg 9.343 9.560 0.107 0.627

Materia seca consumida, g/d 257.43 267.00 11.425 0.720

Matéria seca excretada, g/d 16.760 13.840 0.720 0.527

Digestibilidad de la materia seca, % 93.190 93.120 0.139 0.827

Balance de nitrdgeno y energia

El Cuadro 8 muestra que el N consumido para los animales de la dieta control
fue de 10.31 g/d el cual fue muy similar (P > 0.05) al consumido por los animales
en la dieta CPP 6% con 10.47 g/d. Asimismo, el N en heces fue de 0.34 y 0.39 g/d
(P > 0.05) para los animales en las dietas control y CPP 6%. Interesantemente
existe una mayor (P > 0.075) digestibilidad del N (96.23%) en la dieta control
respecto al N de la dieta CPP 6% (95.08%). Sin embargo, esta diferencia (P >
0.05) no se observd para el N absorbido donde los animales de la dieta
control tuvieron 9.92 g/d y los de la dieta CPP 6% 10.08 g/d. Al mismo tiempo
el N en orina para ambos tratamientos fue de 0.02 g /d (P > 0.05), de forma que
el N excretado (P > 0.05) fue de 0.36 g/d para el tratamiento control y 0.42 g/d
para el tratamiento CPP 6%. Por consiguiente,el N retenido fue de 9.91 g/d para el
tratamiento control y de 10.06 g/d parael tratamiento CPP 6% (P > 0.05), donde el
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N retenido como porcentaje del consumido fue del 96.41 % y del 95.88 % para
los tratamientos control y CPP 6% respectivamente (P > 0.05), y el N retenido

como porcentaje del absorbido fue 99.75 % para ambos tratamientos (P > 0.05).

Cuadro 8: Datos del balance de nitrégeno.

Tratamientos

Balance de nitrégeno

Control CPP 6% EEM P valor

Nitrégeno consumido, g/d 10.306 10.474 0.445 0.872
Nitrégeno en heces, g/d 0.339 0.393 0.028 0.351
Nitrégeno digestible, % 96.227 95.079 0.310 0.075
Nitrégeno absorbido, g/d 9.922 10.076 0.448 0.884
Nitrégeno en orina, g/d 0.023 0.024 0.003 0.876
Nitrégeno excretado, g/d 0.363 0.418 0.029 0.371
Nitrégeno retenido, g/d 9.912 10.055 0.450 0.915
Nitrogeno retenido, % del consumo 96.406 95.880 0.381 0.550
Nitrogeno retenido, % del absorbido 99.746 99.749 0.038 0.980

En lo que concierne a la energia consumida no se observo diferencia significativa
(P > 0.05) entre ambos tratamientos donde los animales con la dieta control
tuvieron un consumo de 1055.56 kcal/d y los animales de la dieta CPP 6% de
1115.19 kcal/d, (Cuadro 9). La energia en heces fue de 69.44 kcal/d y 59.67
kcal/d para los tratamientos control y CPP 6% respectivamente (P > 0.05). En
consecuencia, la energia digestible represento el 93.75% (989.34 kcal/d) para los
animales con la dietacontrol y del 93.34% (1040.65 kcal/d) en los animales dentro

de la dieta CPP 6% (P > 0.05). Acerca de la energia en orina, los animales en el
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tratamiento control tuvieron 44.26 kcal/d y 57.61 kcal/d los animales en la dieta
CPP 6% (P > 0.05). La energia excretada fue 113.70 kcal/d y 117.28 kcal/d para
los tratamientos control y CPP 6% (P > 0.05). De modo que la energia
metabolizable para los animales en la dieta control fue de 945.08 kcal/d (89.62%)
y para la dieta con CPP 6% de 983.04 (88.18%) (P > 0.05).

Cuadro 9: Datos del balance de energia.
. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|]

tratamientos

Balance de energia Control CPP 6% EEM P valor
Energia consumida, kcal/d 1055.558 1115.185 48.231 0.594
Energia en heces, kcal/d 69.444 59.667 2.940 0.122
Energia digestible, % 93.754 93.338 0.217 0.369
Energia digestible, kcal/d 989.342 1040.652 44.256 0.619
Energia en orina, kcal/d 44.259 57.611 4.603 0.175
Energia excretada, kcal/d 113.704 117.278 5.120 0.753
Energia metabolizable, % 89.617 88.175 0.487 0.151
Energia metabolizable, kcal/d 945.082 983.041 40.954 0.693

Actividad del concentrado de proteina de papa sobre coliformes y
lactobacillus en heces

El efecto de los tratamientos sobre algunos géneros bacterias en heces se

observa en el Cuadro 10, donde los coliformes para los tratamientos control y
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CPP 6% tuvieron 5.65 UFC y 5.80 UFC (P > 0.05), donde tampoco se observé
una diferencia estadistica (P > 0.05) en cuanto a bacterias lacticas, con 5.45

UFC/gy 5.16 UFC/g para los tratamientos control y CPP6% respectivamente

Cuadro 10: Efecto del CPP 6% sobre bacterias coliformes y lacticas. Log 10 UFC/g.

Tratamiento

Control CPP 6% EEM =
valor
Coliformes 5.65 5.80 0.08 0.314
Lacticas 5.45 5.16 0.22 0.531

Peso y pH de 6rganos de tracto gastrointestinal

Desde la perspectiva del efecto de los tratamientos sobre el peso de los érganos
del aparato gastrointestinal al dia 17 después del destete (Cuadro 11), los
animalesde la dieta control tuvieron pesos de 71.29 g, 203.31 g, 14.20 g, 330.57
g y 120.97g, para el estbmago, higado, pancreas, intestino delgado e intestino
grueso respectivamente, y para los animales en la dieta CPP 6% de 70.75 g,
210.13¢g, 14.56 g, 357.15 g y 125.23 g, en cuanto al estbmago, higado, pancreas,

intestino delgado e intestino grueso (P > 0.05).

Al realizar el analisis en cuanto al peso relativo de los dérganos antes
mencionados el tratamiento control tuvo pesos para el estdbmago, higado,
pancreas, intestino delgado e intestino grueso de 7.34 g, 20.97 g, 1.32 g, 34.05 g,
y 12.46 g respectivamente sin mostrar diferencia (P > 0.05) con el peso relativo de
los 6rganosde los animales del tratamiento CPP 6% con 7.36 g, 21.70 g, 1.60 g,
36.85 g y 12.90 g para el estomago, higado, pancreas, intestino delgado e

intestino grueso, respectivamente.
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Cuadro 11: Efecto del CPP 6% sobre el peso los érganos del aparato gastrointestinal.

Tratamientos

Control CPP 6% EEM P valor
Peso
Peso d 17, kg 9.701 9.668 0.149 0.914
Estomago, g 71.298 70.750 2.476 0.924
Higado, g 203.311 210.133 5.854 0.612
Péancreas, g 14.200 14.566 0.296 0.730
Intestino delgado, g 330.570 357.150 12.238 0.316
Intestino grueso, g 120.977 125.233 5.613 0.710
Peso relativo
Estomago, g 7.340 7.368 0.310 0.958
Higado, g 20.970 21.700 0.482 0.470
Pancreas, g 1.328 1.605 0.230 0.061
Intestino delgado, g 34.050 36.858 0.953 0.176
Intestino grueso, g 12.466 12.902 0.478 0.666

En términos del efecto de las dietas sobre el pH de los 6rganos del aparato
gastrointestinal (Cuadro 12), no se encontraron diferencias (P > 0.05) para los
valores de 4.34, 5.59, 6.10,7.04, 6.12, y 6.08 respectivamente para el estbmago,
duodeno, yeyuno, ileon ciego y colon de los animales en la dieta control en
comparacion conlos valores de 4.55, 5.50, 5.87, 6.64, 6.02 y 6.09 del estdbmago,
duodeno, yeyuno, ileon ciego y colon respectivamente para los animales en el
tratamiento CPP 6%.
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Cuadro 12: Efecto del CPP 6% sobre el pH de los 6rganos del aparato gastrointestinal.
Tratamientos

Control CPP 6% EEM P valor
Estomago 4.342 4.550 0.132 0.478
Duodeno 5.598 5.501 0.132 0.747
Yeyuno 6.102 5.871 0.123 0.390
ileon 7.040 6.640 0.169 0.426
Ciego 6.127 6.028 0.051 0.372
Colon 6.080 6.090 0.063 0.948

Morfologia intestinal

En el aspecto de la morfologia intestinal (Cuadro13) el tratamiento control mostro
en duodeno una altura de vellosidades de 425.04 pm, ancho de 148.71 pym vy
profundidad de la cripta de 255.00 ym, datos similares (P > 0.05) a los del
tratamiento CPP 6% con 412.57 ym en la altura de la vellosidad, 145.19 ym de
anchura, y profundidad de la cripta de 246.39 um. Para el yeyuno animales en la
dieta control, la altura de vellosidad fue de 274.26 ym con una anchura de 129 uym
y profundidad de cripta de 184.26 um, sin diferencia (P > 0.05) respecto a losdatos
de los animales en la dieta CPP 6% con una altura de vellosidad de 339.41 ym,
una anchura de 106.56 ym y profundidad de cripta de 192.42 um. Respecto al ileon
la altura de la vellosidad, asi como la profundidad de la cripta de los animalesen el
tratamiento control fue de 340.95 uym y 243.47 pm respectivamente, y para los
animales del tratamiento CPP 6% (P > 0.05) de 309.06 pm y 238.83 uym para la
altura de la vellosidad asi como la profundidad de la cripta respectivamente.
Donde la anchura entre ambos tratamientos fue mayor (P < 0.05) para el
tratamiento CPP 6%; 128.09 um para el tratamiento control y 148.40 um para el
tratamiento CPP 6%. La profundidad de la cripta en colon no fue diferente (P >
0.05) entre tratamientos, con 382.81 uym para el tratamiento control y 408.44 en el
tratamiento CPP 6%.
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Cuadro 13: Efecto del concentrado de papa al 6% sobre la morfologia intestinal
Tratamiento

Control CPP 6% EEM P valor
Duodeno
Altura vellosidad, pm 425.04 412.57 17.93 0.931
Anchura vellosidad, ym 148.71 145.19 5.829 0.796
Profundidad cripta, um 255.00 246.39 7.87 0.594
Yeyuno
Altura vellosidad, pm 274.26 339.41 27.26 0.215
Anchura vellosidad, pm 129.259 106.56 8.66 0.217
Profundidad cripta, um 184.26 192.42 12.33 0.770
fleon
Altura vellosidad, um 340.95 309.06 22.09 0.516
Anchura vellosidad, um 128.09 148.40 455 0.019
Profundidad cripta, pm 243.47 238.83 7.91 0.799
Colon
Profundidad cripta, pm 382.81 408.44 18.69 0.540

Verificacion de PAM en el CPP mediante cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC/MS)

En este ensayo se identificaron los péptidos del CPP a través de LC/MS con la
finalidad de evidenciar la presencia de PT-1y SN- 1y SN-2.

Patrén electroforético de proteinas de bajo peso molecular del CPP:

Las proteinas del CPP fueron separadas mediante electroforesis para evidenciar
péptidos de bajo peso molecular, que de acuerdo con la literatura los PAM son de
bajo peso molecular, cercano a los 10 kDa. La Figura 6 muestra el patron
electroforético de proteinas del CPP con el protocolo con &cido tricloroacético

(TCA) (3mg/pozo), y una muestra de CPP suspendida en PBS1x (3mg/pozo),
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donde se observa una adecuada concentracion de proteina en ambos protocolos
que permiten visualizar el patréon electroforético y migracion relativa de bandas
menores a 15 kDa sugerentes de los PAM objetivo de este estudio. La banda 1
tiene una masa molecular relativa de 2.67 kDa; la banda 2 de 3.57 kDa; la banda 3
de 4.79 kDa y la banda 4 de 10.87 kDa.

kDa 1 2 3
20

15
<« Banda 4

10

Banda 3

Figura 6: Patron electroforético de proteinas del CPP. Carril 1: Marcador de
masa molecular (kDa). Carril 2: Muestra de CPP suspendida en PBS1x. (3 mg
de proteina de papa). Carriles 3: Muestra del protocolo de extraccion de
proteinas con TCA. (3 mg de proteina de papa). Bandal: 2.67 kDa; Banda 2:
3.57 kDa; Banda 3: 4.79 kDa; Banda 4: 10.87 kDa de acuerdo con la estimacion
por migracion relativa.

Péptidos identificados por LC/MS:

Los péptidos de las bandas 1, 2, 3 y 4 fueron identificados mediante cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS) y se utilizé la base de datos
Uniprot con el software ProteinPilot 5.0.1 de AB Sciex, Anexo 1. Se identificaron
154 péptidos en total; 32 para la banda 1, 41 para la banda 2, 37 péptidos en la
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banda 3 y 44 en la banda 4. El andlisis bioinforméatico se filtré utilizando la base de
datos para proteinas Solanum tuberosum. Las proteinas tienen una confiabilidad

de identificacion mayor al 95%.

Los péptidos antimicrobianos PT-1, SN-1 y SN-2 no fueron identificados en el
analisis por LC/MC. Sin embargo, interesantemente al analizar las secuencias de
manera puntual; dentro de las proteinas identificadas, encontramos una gran
variedad de inhibidores de distintas proteasas. Para la banda de 2.67 kDa el
9.4% de los péptidos identificados corresponden a inhibidores de proteasas de
serina, un 15.6% de inhibidores proteasas de cisteina, 9.4% son inhibidores de
proteasas de asparagina, e 3.1% inhibidores de quimiotripsina y el 15.6% son
otros inhibidores de proteasa. El 46.9% restante corresponde a otras proteinas
como lipoxigenasas, patatinas, fosforilasas, catalasas, proteinas ribosomales y

mitocondriales, asi como defensinas (Figura 7).
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Figura 7: Péptidos identificados por LC/MS en la banda 1.
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De los péptidos identificados en la banda 2 (Figura 8), el 9.8% son inhibidores de
proteasa de serina y también este mismo porcentaje de inhibidores de proteasas
de cisteina. El 4.9% son inhibidores de proteasa de asparagina, un 2.4% de

inhibidores de quimotripsina y el 12.2% son otros inhibidores de proteasas.
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Figura 8: Péptidos identificados por LC/MS en la banda 2.

Respecto a los péptidos reportados en la banda 3 (Figura 9) el 10.8% son
inhibidores de proteasas de serina, los inhibidores de proteasas de cisteina
contemplan el 8.1%, los inhibidores de proteasa de asparagina el 5.4%, los
inhibidores de quimotripsina en 2.7% y otros inhibidores de proteasa el 24.3%.
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Figura 9: Péptidos identificados por LC/MS en la banda 3.

En cuanto a la banda 4 (Figura 10), los péptidos reportados por LC/MS
corresponden en un 6.8% a inhibidores de proteasa de serina, un 9.1% para los
inhibidores de proteasas de cisteina, 9.1% para los inhibidores de proteasas de

asparagina y el 15.9% para otros inhibidores de proteasas.

Al observar el total de péptidos en las cuatro bandas la Figura 11 muestra que la
mayor parte (45.5%), son inhibidores de proteasas de serina, inhibidores
proteasas de cisteina, inhibidores de proteasas de asparagina, inhibidores de
quimiotripsina y otros inhibidores de proteasa, el 15.6% son péptidos del grupo
patatinas, solo el 2.6% son defensinas y 36.4% corresponde a otros péptidos.
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Figura 10: Péptidos identificados por LC/MS en la banda 4.
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Figura 11: Péptidos identificados por LC/MS en las bandas 1 a 4.

44



Sintesis de péptidos antigénicos multiples (MAPS):

Las secuencias de los péptidos PT-1, SN1 y SN-2 fueron analizadas para
determinar epitopos inmunogénicos con el software ABCpred. Los resultados del
andlisis demuestran distintos epitopos (Anexo 3) en cada péptido.
Posteriormente se sintetizaron péptidos con 30 residuos de aminoacidos para
cada los péptidos PT-1 y SN- 1 y SN-2 con 8 ramificaciones cada uno. Se realiz6
una electroforesis (Figura 12) para evidenciar la integridad y masa molecular de los
péptidos sintetizados. La cadena para el péptido sintético de PT-1 (SPT-1) en la
electroforesis de acuerdo con su migracion relativa mostré una masa molecular
de 23.39 kDa, la cadena para el péptido sintético de SN-1 (SSN-1) una masa
molecular de 21.10 kDa y el péptido sintético de SN-2 (SSN-2) una masa

molecular 25.05 kDa de acuerdo con su migracion relativa.

mm
(kDa) SSN1 SSN2  SPT1

10 p

Figura 12: Patron electroforético de los péptidos SPT-1, SSN-1y SSN-2.
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Analisis bioinformatico de secuencias obtenidas por LC/MC para determinar el

grado de conservacion con los PAM: Las secuencias de los péptidos que se
obtuvieron de la LC/MC se utilizaron para realizar un alineamiento con las
secuencias de los péptidos PT-1, SN-1 y SN-2 y sus fracciones sintetizadas
utilizando la base de datos GenomeNet del Centro de bioinformatica de Kyoto
mediante la herramienta bioinformatica ClustalW (Thompson y col. 1994). El
andlisis de las secuencias mostré6 un alto grado de identidad de cuatro péptidos
con las secuencias de los péptidos PT-1 y el péptido sintético de este (SPT1 los
cuales, por lo tanto, fueron objetivo entonces de busqueda en los contenidos
intestinales de los animales que consumieron la dieta CPP 6%.). No se
encontraron secuencias conservadas para los péptidos Snakina -1 y 2 en los

péptidos reportados por LC/MS.

El Cuadro 15 muestra el grado de conservacion e identidad entre las secuencias
del Inhibidor de proteasa tipo - 2 P303.51 (IP25) (ID UniProt: Q41488) de 154
aminoacidos (16.6 kDa) con el péptido PT-1 (ID UniProt: P84813) y la fraccién que
se sintetiz6 de PT-1 (SPT-1) mostrando una identidad del 86.9 y del 86.7%
respectivamente. Este cuadro muestra también una identidad del 86.9% entre el
IP25 y el PT-1 que contempla 40 AA completamente conservados y dos
similarmente conservados. En cuanto a la identidad entre el IP25 y el SPT-1 del
86.67% esta se compone por 26 AA conservados y uno de menor grado de

conservacion.
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Cuadro 15. Alineamiento entre PT-1y SPT-1 con el inhibidor de proteasa tipo — 2 (IP25).

o . Sintético Potamina -1 Inhibidor de proteasa
Péptido | Potamina—1(PT-1) (SPT-1) tipo- 2 P303.51 (IP25)
Masa (Da) 4,833 16,660
Longitud 47 30 154

Alineamiento de IP25 y PT-1: Identidad (%): 86.96; AA conservados (*): 40; AA con conservacion
similar (:): 2; AA conservados débilmente (.): 0

PT-1 e OIcTn

iP2s MAVHKEVNFVAYLLIVLGLLVLYSAMEHVDAKACTLECGNLGFGICPRSEGSPENFICTN

EE

PT-1 CCAG[TKGCMTT|SANGAF ICEGQSDPKKPKACHUNCDPHIAYA- - - == - o oo oo

P25 CCAGNMKGCHYYSANGAF ICEGESDPKKPKACHRNCDPHIAYSKCPRSEGKSLIYPTGCTT
o ke kol | ok oo i e :-::-t:k)k:-::-t)k)k:-::-c:*:-::-t:k)k)k:-::-t)k* :-t*)k:-::-t)k*:-::

PT-1 e e
P25 CCTGYKGCYYFGKNGKFVCEGESDEPKANMYPAM

Alineamiento de IP25 y SPT-1: Identidad (%): 86.67; AA conservados (*): 26; AA con conservacion
similar (:): 1; AA conservados débilmente (.): O

SPT-1 e

IP25 MAVHKEVNFVAYLLIVLGLLVLVSAMEHVDAKACTLECGNLGFGICPRSEGSPENRICTN

SPT-1 - JAGTKGCNTTSANGAF ICEGQSDPKKPKACP - = - - = mm e e e e e

IP25 COAGKGCNYYSANGAF ICEGESDPKKPKACPRNCDPHIAYSKCPRSEGKSLIYPTGCTT
EE T :-::-t)lt)k:-::-t)k)k:-::-t:)k:-::-c)k**r::-t*)k

SPT-1 e

IP25 CCTAYKGCYYFGENGKFVCEGESDEPKANMYPAM

(*): Indica AA con residuos completamente conservados, (): Indica AA con conservacion simular;
(.): Indica AA conservacion debil.

El Cuadro 16 muestra que el Inhibidor de proteasa tipo — 2 (IP2X) reportado en el
CPP mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas se
compone de 158 aminoacidos en total (ID UniProt: Q00782) y una masa de 17.1
kDa. Este péptido tiene una identidad del 82.6% con el péptido PT-1 de 47

aminoacidos en total, siendo entonces 38 de sus AA conservados, tres AA
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similares en conservacion y solo uno menos conservado. Entre los péptidos IP2X
y el SPT-1 existe una identidad del 80.0% que se compone de 24 AA

conservados, dos de conservacion similar y uno conservados débilmente.

Cuadro 16. Alineamiento entre PT-1y SPT-1 con el inhibidor de proteasa tipo — 2 (IP2X)

L . Sintético Potamina -1 Inhibidor de proteasa
Péptido Potamina—1 (PT-1) (SPT-1) tipo — 2(IP2X)
Masa (Da) 4,833 17,132
Longitud 47 30 158

Alineamiento de IP2X y PT-1: Identidad (%): 82.61; AA conservados (*): 38; AA con conservacion
similar (:): 3; AA conservados débilmente (.): 1

PT-1 e DICTNC

IP2X MATHKEVSFLAYLLYVLGMLLFVSAMERVDAKACTLECGNLGYGICPRSEGSPENALC TG

L B s

PT-1 qTRGCH[T TEANGAFICEGOSDPKKPKACPNCDPHIAYAf- - - - - - - - - - - ===

IP2X qYRGCHMYYBANGT FICEGOSHPKNPKACPRNCDPHIAY SKCPRSGGKTLIYPTGCTTC
o e o o mc *:-‘::-C*:J-‘::-C**J-‘::-:*.J-::-C:**:-‘::-C* J-‘::-C)k*)-‘::-:**:

PT-1 o
IP2X CTGYTDCYYFGKDGKFVCEGESIEPKACTLECDSRLHT

Alineamiento de IP2X y SPT-1: Identidad (%): 80.0; AA conservados (*): 24; AA con conservacion
similar (:): 2; AA conservados débilmente (.): 1

SPT-1

IP2X MATHKEVSFLAYLLVLGMLLFVSAMERVDAKACTLECGNLGYGICPRSEGSPENPICTHC

SPT-1 AGTKGCMT TISANGAF TCEGQSDPKKPKACP - - - - - o oo oo

IP2X TAGMKGCHYYSANGTFICEGQSHPKNPKACPRNCDPHIAYSKCPRSGGKTLIYPTGCTTC
o | R *:-::(*:J-{:-t**:—::-t*.h::-t:Jk:k:-::()k

SPT-1 o

IP2X CTGYTDCYYFGKDGKFVCEGESTIEPKACTLECDSRLHT

(*): Indica AA con residuos completamente conservados, (:): Indica AA con conservacion simular;
(.): Indica AA conservacion debil.
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En el Cuadro 17 se observa que el Inhibidor de proteasa tipo -2 K (IP2K) (ID
UniProt: P01080) con 153 aminoéacidos en total identificados por cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas en el CPP tiene una masa de 16.5
kDa compartiendo una identidad del 91.3% con el péptido PT-1, esta
contemplando 42 AA idénticos y uno de conservacion similar. La identidad entre

los péptidos P2K y el SPT-1 es del 90% que se compone de 27 AA conservados.

Cuadro 17. Alineamiento entre PT-1y SPT-1 con el Inhibidor de proteasa tipo -2 K (IP2K)

o . Sintético Potamina -1 Inhibidor de proteasa
Péptido Potamina—1 (PT-1) (SPT-1) tipo -2 K (IP2K)
Masa (Da) 4,8 33 16,505
Longitud 47 30 153

Alineamiento de IP2K y PT-1: Identidad (%): 91.30; AA conservados (*): 42; AA con conservacion
similar (:): 1; AA conservados débilmente (.): O

PT-1 e DICTNC

IP2K MDVHKEVMNFVAYLLIVLGLLVLVSAMDVDAKACTIRECGNLGFGICPRSEGSPEMAICTHC

R

PT-1 CAQTKGCNT TEANGAFICEGQSDPKKPKACPLNCDPHIAYA- - - - - - - - - - - - - - - - ——

IP2K CAGQYKGCNYYSANGAF ICEGQSDPKEPKACPLNCDPHIAYSKCPRSEGKSLIYPTGCTTC
o | R o e *J-::-C**J-::-:**J-::-C**:-::-:***J-::-:**H:-C**:-::-:**:

PT-1 e
IP2K CTGYKGCYYFGKNGKFVCEGESDEPKANMYPAM

Alineamiento de IP2K y SPT-1: Identidad (%): 90.00; AA conservados (*): 27; AA con
conservacion similar (:): 0; AA conservados débilmente (.): 0

SPT=1 e e e

IP2K MDWVHKEVNFVAYLLIVLGLLVLVSAMDVDAKACIRECGNLGFGICPRSEGSPEMPICTHC

SPT-1 -AGTKGCNT TS ANGAF ICEGQSDPKKPKACH- - - - - - - oo oo

IP2K CAGNKGCNYYSANGAF ICEGQSDPKKPKACHLNCDPHIAYSKCPRSEGKSLIYPTGCTTC
B B IR0 DR RO 3R R DR 8 S DR R DEE 30 DR DR 280 O]

SPT-1 e

IP2K CTEYKGCYYFGKNGKFYCEGESDEPKANMYPAM

(*): Indica AA con residuos completamente conservados, (:): Indica AA con conservacion simular;
(.): Indica AA conservacion debil.

49



El Cuadro 18 muestra la informacion del Inhibidor de proteasa (IP21) (ID UniProt:
P01079) de 51 aminoacidos (5.6 kDa), del CPP que tiene una identidad con el
péptido PT-1 del 76.09% con 35 AA conservados, cinco AA de conservacion
similar y dos AA conservados débilmente. Entre los péptidos 1P21 y el SPT-1
existe una identidad del 76.60 % respectivamente, donde 23 son AA conservados,

tres AA con conservacion similar y uno de conservacion deébil.

Cuadro 18. Alineamiento entre PT-1y SPT-1 con el Inhibidor de proteasa PTI

Péptido Potamina -1 (PT-1) Slntetlc((;g_?_tf)mma -1 Inhibidor ?Ig grl(;teasa PTI
Masa (Da) 4,833 5,602
Longitud 47 30 51

Alineamiento de IP21 y PT-1: Identidad (%): 76.09; AA conservados (*): 35; AA con conservacion
similar (:): 5; AA conservados débilmente (.): 2

PT-1
P21

)

ICTHCCAGTKGCHNI TS ANGAF ICEGQSDPKEPKACPLNCDPHIAY AL - - -
ICTHCCAGYKGCNY YIS ANGAF ICEGESDPENMPHNVCPRNCDTHNIAYSKCLR

0 e e e e e | e ol e DR ERSEES TR LS N TS A

x

Alineamiento de IP21 y SPT-1. Identidad (%): 76.67; AA conservacion (*). 23; AA con
conservacion similar (:): 3; AA conservados débilmente (.): 1

SPT-1 ee-e--- AGTIKGCHTTSANGAFICEGYSDPKKPKACP L - - - - oo - - -
IP2K RICTNCCAGYKGCNYYSANGAF TCEGESDPKNPHYCPRNCOTNIAYSKCLR
| o e 4**:—*4**:—-’4*I*w-c*ln-‘:.*:-'

(*): Indica AA con residuos completamente conservados, (:): Indica AA con conservacion simular;
(.): Indica AA conservacion debil.
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Inmunodeteccién de PAM en el CPP y en la digesta de cerdos recién

destetados mediante western blot

La estrategia experimental contempld la verificacién de los PT-1, SN1 y SN-2 en
el CPP a través de ensayos de inmunodeteccion (Western blot), utilizando las
fracciones antigénica SPT-1, SSN1 y SSN-2 que se inocularon en conejos para
producir anticuerpos policlonales. Los anticuerpos fueron utilizados también en

ensayos con contenidos intestinales de animales que consumieron el CPP.

Produccién de anticuerpos anti-SPT-1, anti-SN-1 y anti-SN2 en conejos:

Los péptidos SPT-1, SSN-1 y SSN-2 se utilizaron para la produccion de
anticuerpos en conejos como se observa en la Figura 13, donde la produccién de
anticuerpos del péptido sintético de PT-1 (SPT-1) se detecté a partir del dia 14
posterior a la primera inoculacion y que se mantuvo hasta el dia 43 con las
consecuentes inoculaciones (refuerzos). La produccion de anticuerpos de los

péptidos SSN-1 y SSN-2 se detectd a partir del dia 28 y manteniéndose al dia 43.

Produccion de Produccion de Produccion de
anticuerpos con SPT-1 anticuerpos con SSN-1 anticuerpos con SSN-2

mm 5 B mm mm
kDa kDa o kDa @

c d b ¢ d
5p 5hp 5p b 42505
2339 q 2110 '
20 4 ' 20 > I 20 »

15" Pl 15}‘ 15;.

Figura 13: Titulacién de anticuerpos anti-SPT-1, anti-SSN-1 y anti-
SSN-2 a través de Western blot. mm= Marcador molecular; a= Suero
preinmune; b= Suero inmune 1, d 14; c= Suero inmune 2, d 28; d= Suero
inmune 3, d 43. Donde se utiliz6 1 ug de cada péptido sintético en la
electroforesis como antigeno para el anticuerpo producido.

b & d
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Inmunodeteccion del antigeno nativo en el CPP mediante Western blot:

Los anticuerpos obtenidos fueron utilizados para identificar los antigenos nativos
(PT-1, SN-1 y SN-2) en el CPP mediante la técnica de western blot (Figura 14).
Con la utilizacion del anticuerpo anti-SSN-1 (Figura 14 a) se identificaron 4 bandas

de proteinas del CPP con masa molecular relativa de 34.5, 26.9, 20.9 y 14.5 kDa.

Respecto al uso del anticuerpo anti-SSN-2, con éste se detectaron 3 bandas de
proteinas del CPP con masa molecular relativa de 34.7, 15.9 y 13.3 kDa (Figura
14 b). En cuanto al uso del anticuerpo anti-SPT-1 este detecté mediante la técnica

de Western blot 4 bandas (Figura 14 c) con masas moleculares relativas de 37.1,
14.3, 12.3, 10.1 kDa.

mm mm mm
kDa kDa b) kDa
50 50 ‘ '. 'i 50
3 3 : ; i 3 ’ « 371
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15 €159
15 } . <4133 15 » ] « 143
i \ « 123
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10 b 10 » g 101

Figura 14: Identificacién de antigenos nativos en CPP mediante Western

blot con la utilizacion de los anticuerpos a) anti-SSN-1, b) anti-SSN-2 y c) anti-
SPT-1.
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Inmunodeteccion de péptidos del CPP en la digesta de cerdos de destete

alimentados con las dietas experimentales:

El objetivo de este ensayo fue determinarla presencia de péptidos reconocibles
por los anticuerpos anti-SSN-1, anti-SSN-2 y anti-SPT-1 en la digesta de animales
gue consumieron las dietas experimentales. Para lo cual primero se realizé una
electroforesis para conocer el patron electroforético de las proteinas de las digesta
de los animales en las dietas experimentales. El patrén de proteinas en animales
en ambos tratamientos fue muy similar para el yeyuno, ileon y colon (Figura 15),
con bandas desde los 75 kDa y hasta cerca de los 20 kDa. Adicionalmente, es

posible observar bandas desde los 20 kDa y hasta los 2 kDa.

Tratamiento Tratamiento

control CPP 6%
mm
kDa Y I C E Y I C
75 -y -
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37
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20
15

10
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Figura 15: SDS/PAGE de contenidos intestinales de animales en la dieta
control y CPP 6%. (8 mg proteina / pozo; a partir de concentraciones iguales
por cada animal de cada tratamiento). E= Contenido de estomago; Y =
contenido deyeyuno; | = contenido de ileon; C =contenido de colon.
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Posteriormente a la verificacion del patron electroforético del CPP, se realizo la
técnica de Western blot para detectar la presencia antigenos en la digesta de
animales que consumieron la dieta CPP 6%. La Figura 16 muestra las bandas de
proteinas reconocidas con el anticuerpo producido a partir del SPT-1. Para ambos
tratamientos en los contenidos de yeyuno, ileon y colon se observa una banda con
una masa relativa de 19.4 kDa. Adicionalmente en contenido de colon del grupo

control mostro reaccion del anticuerpo con proteinas con peso de 11.7 kDa.

Tratamiento Tratamiento
control CPP 6%
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20 p | ‘4 ‘ "."7*’ W L— <

15
> - e q 143
- -
10 > <« 101

Figura 16. Determinacion de antigenos reconocibles por los anticuerpos
del péptido sintético de potamina-1 (SPT-1). E= contenido de estomago; Y
= contenido de yeyuno; | = contenido de ileon; C =contenido de colon. CPP =
Concentrado de proteina de papa.

En cuanto a la identificacion de antigenos por parte de los anticuerpos producidos
con el SSN-1 la Figura 17 muestra para el tratamiento control, y CPP 6% bandas

de pesos aproximados de 20.8 kDa para el contenido de yeyuno e ileon.
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Tratamiento Tratamiento
control CPP 6%

E T & E Y | C
sp T

] J S - - A 4
15 ) S

Figura 17. Determinacion de antigenos reconocibles por los anticuerpos
del péptido sintético de Snakina-1 (SSN-1). E= contenido de estbmago; Y =
contenido de yeyuno; | = contenido de ileon; C =contenido de colon. CPP =
Concentrado de proteina de papa.
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Respecto a los antigenos identificados por los anticuerpos a partir del SSN-2 en los
contenidos de yeyuno e ileon para los tratamientos control y CPP 6% se encontraron
bandas con péptidos de masas de 21 kDa. (Figura 18).
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Figura 18. Determinacidén de antigenos reconocibles por los anticuerpos
del péptido sintético de Snakina-2 (SSN-2). E= contenido de estbmago; Y =
contenido de yeyuno; | = contenido de ileon; C =contenido de colon. CPP =
Concentrado de proteina de papa.
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Analisis de identidad de los péptidos reconocibles por los anticuerpos anti-PT-1,

anti-SN-1 y anti-SN-2 en el ambiente intestinal de los animales experimentales:

Los resultados de la identificacion de antigenos en laos contenidos intestinales
indican que los anticuerpos anti-SPT1, anti-SSN-1 y anti-SSN-2 estan
reconociendo péptidos en el ambiente intestinal de animales en ambos
tratamientos, para lo cual se realiz6 un analisis bioinformatico para determinar la
identidad entre los péptidos empleados para la produccion de anticuerpos con
proteinas en el ambiente intestinal de cerdos de destete (provenientes de cerdo
y/o microorganismos). Para esto se emple6é la herramienta de busqueda de
alineacion local BLAST (por sus siglas en inglés) del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI) (Stephen y col. 1997). Como resultado, el SPT-
1 y la proteina hipotética parcial (ID NCBI: WP_176232761) de E. coli con una
masa molecular de 23.982 kDa y 220 AA, tienen una identidad del 83.3% (Figura
19). Donde 25 de los 30 de AA del SPT-1 respecto a la proteina hipotética parcial

son conservados y un AA de conservacion similar.

SPT-1 e oo
ProteinaHipotéticaParcial RKEKKENKVERITYNMAVHKOQVSFLAYLLLVLGLLLLVSTVEHVDAKACTK
SPT-1 e AGTKGCNTTSANGAFICEGQSDPK
ProteinaHipotéticaParcial ECGNLGYGICPRSEGSTENPICTHNCCAGYKGCNYYSANGIFICEGQSDPK
EX I T EEF P R R
SPT-1 KPKACP - - - - s mm o m e e e -
ProteinaHipotéticaParcial MPKACPRNCDPHIAYSKCLRSRGKTLIYPTGCT TCCTGYKDCYYFGKDGK
b
SPT-1 e oo
ProteinaHipotéticaParcial FVCEGESIEPKACTLECDSRYSYMTCPSSGMAKLMNQYCVNCCTAGEGCKL
SPT-1 e oo
ProteinaHipotéticaParcial YGHDGSLICTGEPQSYISTT

Figura 19. Identidad entre SPT-1 y la proteina hipotética parcial (ID NCBI:
WP_176232761) de E. coli. (*): Indica AA con residuos completamente
conservados, (}): Indica AA con conservacion simular; (.): Indica AA
conservacion debil.
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Adicionalmente, se encontr6 que la fosfatasa de serinal/treonina (ID NCBI:
MBL1008534) de E. coli, con un total de 227 AA y una masa molecular de 25.757
kDa, presenta una identidad del 46.7% respecto al SSN-1 que de sus de 30 AA,
14 AA son conservados, dos AA de conservacion similar, y cuatro AA conservados

débilmente (Figura 20).

S e O e PSLIQTTMAGSSF-----
FosfatasaDeSerina/Trecnina MEIRYATISKTGRRHNMEDAYKVIDMPQMMNRFMGIVCDGMGGHSFGETAS
.o - W
o e CDSKCKLRCSKAGLADR - - - - ----------
FosfatasaDeSerina/Trecnina ETVCHTISDFWKKHISTPDCDSKWVKLACKKANCATDOQKAFELHHAEMGTT
P A E3

S e e TP
FosfatasaDeSerina/Trecnina MVYMVSIENEVATIAHIGDSRCYVORPGDGLLYQTKDHIRLDFGWEIVAKC
SSN-1 e e e m e — -
FosfatasaDeSerina/Trecnina FFSYRPEVAVPDIRQIKLQTGDRVLLCSDGLYKSMAPDILQARMMDDKSL
SSN-1 e e -

FosfatasalDeSerina/Trecnina EEILDVYDYLCEKQGDDNYTATILIECF

Figura 20. Identidad entre SSN-1y la fosfatasa de serina/treonina (ID NCBI:
MBL1008534) de E. coli. (*): Indica AA con residuos completamente
conservados, (:): Indica AA con conservacion simular; (.): Indica AA
conservacion débil.

En cuanto al SSN-2 se encontré una identidad del 66.7% con la proteina hipotética
(ID NCBI: WP_176232843) de E. coli, compuesta por 111 AA y 12,005 kDa.
Donde 20 de los 30 AA de SS2 respecto a la proteina hipotética son conservados,

tres de conservacion similar, y dos conservados débilmente (Figura 21).
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SSN2 e

ProteinaHipotética MAISKFLLVTMVLISLFVFCLVEADDDDGDNLVVYTPGPEGANNPTYIPTSECGTACEAR

S e MCVPPGTSGNTETCPCYASLTTHGNKRKCP

ProteinaHipotética CSLASRHKMCLRACGTCCTRCHNCVPPGTSGNQDLCPCYRDMLTHHGKHKCP
ERERERKERE o REEE . KK R EER

Figura 21. Identidad entre SSN-2 y la proteina hipotética (ID NCBI:
WP_176232843) de E. coli. (*): Indica AA con residuos completamente
conservados, (:): Indica AA con conservacidon simular; (.): Indica AA
conservacion debil.
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Discusioén

BNyE y comportamiento zootécnico

Lo estudios de balance de nitrégeno evalian el valor bioldégico de distintos
alimentos y/o dietas para determinar un requerimiento de aminoéacidos (proteina) y
del contenido de energia metabolizable (Just y col. 1982). En teoria un estudio de
balance de nitrogeno debe mostrar resultados idénticos al andlisis quimico de la
masa corporal de un animal. Sin embargo, es importante conocer y esclarecer los
alcances y limitantes de éste; para ejemplo de esto Just y col (1982) con cientos
de resultados de distintos estudios muestran discrepancias entre los resultados de
estudios de balance de nitrégeno y energia con métodos como los sacrificios
seriales. Dentro de las discrepancias con el método del balance se encuentra la
pérdida de nitrogeno (5.5%) al secar con altas temperaturas las heces. En la
mayoria de los casos el balance de nitrogeno para cerdos de 20 a 90 kg de
acuerdo con Just y col (1982) sobre estima la deposicion de nitrégeno (11 a 20%,
y de energia hasta en 22.5%) por alimento, heces y orina no detectados, respecto
a estudios de sacrificios comparativos. Por lo que ellos mencionan que el termino
balance se debe reservar para estudios de sacrificios comparativos y el termino
balance bruto para el balance de nitrégeno comun (Just y col. 1982). Por otra
parte, una ventaja de este método en cerdos es que la perdida de N puede ser
minima en comparacion con otras especies que pueden perder N por otras vias
gue no sean las heces y orina, como el sudor a razén de 1.5 g de N por dia (en
humanos). Los cerdos al no tener glandulas sudoriparas efectivas no presentan

este problema o sesgo para la recoleccion de muestras.

Existe gran variacion entre dias en el uso del nitrégeno digestible, por lo que el
namero de animales de experimentacibn o el periodo debe ser grande en
comparacion con los sacrificios comparativos, contemplando al menos 7 dias de

adaptacion. En relacion la cantidad de heces dependera del tipo y composicion de
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la dieta, que influira sobre los resultados del balance, donde la discrepancia en
deposicion de proteina entre los métodos de balance y sacrificios puede ser hasta
del 14.7%.

El consumo de alimento en cerdos de 25 a 31 dias de edad con dietas tipo
caseina se ha reportado con una disminucién lineal ante el incremento de la
cantidad de caseina en la dieta como lo observé Carlson y Bayley (1970), al pasar
de una dieta baja en PC (7% PC; como caseina) con un consumo de 242 g/d a
una dieta alta en PC (21 % PC; como caseina) con un consumo de 146 g/d. Este
consumo de una dieta de alta concentracion en proteina (como caseina) es similar
al del presente estudio donde las dietas fueron altas en proteina (22.8 %) basada
en caseina obteniendo consumos de 128 g/d para la dieta control y de 133 g/d
para la dieta CPP 6% durante los primeros 8 dias posteriores al destete (dia 24 a
32 de edad).

La digestibilidad de la MS, energia y N de la dieta para ambos tratamientos del
presente estudio fue >90%, datos similares a los reportados por Otto y col (2003)
quienes mostraron aunque en animales de mayor edad y peso (50kg), con dietas
con caseina como unica fuente de proteina, una digestibilidad aparente del 94.4%,
esto probablemente por su baja proporcién de materia seca excretada (106.5 g/d
de MS fecal de 1912 g/d de MS consumida), similar a la del presente estudio con
93.2% (16.7 g/d de MS excretada de 257.43 g/d de MS consumida) para la dieta
control basada en caseina como Unica fuente de proteina, y del 93.1% ( 13.8 g/d
de materia seca excretada de 267 g/d de materia seca consumida) para la dieta
CPP 6% donde la fuente mayoritaria de proteina provino a partir de caseina y solo
6 % del CPP, por lo que este cambio en la fuente de proteina no perjudico de
manera significativa la digestibilidad de la MS, donde la dieta CPP 6% favorecio la
digestibilidad de la MS de la dieta de igual manera y tanto como una dieta basada

en caseina.

Los resultados para proteina se reflejaron en el presente estudio en 96.22 y 95.07
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% de nitrégeno digestible para las dietas control y CPP 6%, similar a lo reportado
para una dieta con caseina con 95.9 % de N digestible de acuerdo con Otto y col
(2003) y con Carlson y Bayley (1970) en sus estudios con dietas de 21 % PC para
lechones (25 a 31 dias de edad) basadas en caseina como fuente de proteina,
gue mostraron una digestibilidad para el N del 95 a 99%, similar a lo reportado por
el presente estudio para los tratamientos control y CPP 6% respectivamente.
Estudios mas recientes y detallados (Mariscal-Landin y Reis de Souza, 2006)
observan que la digestibilidad ileal verdadera (DIV) del N y AA de la caseina en
cerdos destetados de 6.4 kg, fue superior al 90%, con los valores mas altos para
leucina, isoleucina, valina, asi como en fenilalanina, acido aspartico y prolina y en
comparacion con cerdos de crecimiento. Dentro de los resultados de este estudio
para el N en heces no todo corresponde al N no absorbido de la dieta, pues de
acuerdo con Reis de Souza y col. (2013) la pérdida de nitrégeno enddégeno basal
en lechones es cerca de 16,9 g/kg de MS consumida en cerdos destetados y
hasta los 37 dias de edad, similar a la edad de los animales del presente para el
BNYE (32 - 37 dias de edad). Reis de Souza y col. (2013) detallan que la proteina
gue confirma las pérdidas enddgenas es rica en acido glutamico, acido aspartico y
arginina y que representa hasta el 32,7% de la pérdida de proteinas endégenas en

lechones al destete.

Interesantemente Mariscal-Landin y Reis de Souza (2006) afios atras ya
mostraban datos similares al observar que animales en dietas tipo caseina las
perdidas ileales se componen mayoritariamente de acido glutamico, prolina, acido
aspartico, arginina y treonina, y en cuanto a los de menor proporcién reportan
cisteina, metionina, histidina, tirosina y fenilalanina. Estos aminoacidos son
resultado posiblemente a una mayor descamacion celular del epitelio intestinal
causado por al destete y al cambio de dieta liquida por alimento seco lo que
implica una menor capacidad digestiva al inicio y consecuente adaptacion
(Mariscal-Landin y Reis de Souza, 2006). En el presente estudio de manera
general para el N, no pudimos detectar mayor pérdida de N en heces con la dieta
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CPP 6% respecto a la dieta control (caseina), por lo que el CPP a una inclusion
del 6% parece no modificar la digestibilidad aparente del N ni su excrecion en

heces.

Este estudio demuestra entonces en concordancia con Carlson y Bayley (1970)
asi como con Otto y col (2003) que dietas basadas en caseina como fuente de
proteina ésta es casi completamente digerida. Para el tratamiento con la inclusion
relativamente baja de CPP al 6%, ésta no modifico la digestibilidad de la MS y N
de la dieta, ademas que por si sola la PC del CPP en la dieta CPP6% de acuerdo
con la metodologia de Fan y Sauer (1995) tiene un valor de digestibilidad aparente
del 90.37%. Por lo que parece ser una fuente de proteina de una adecuada
digestibilidad, sin afectar la digestibilidad de la MS y N total de la dieta, efecto
similar a los datos presentados por Carlson y Bayley (1970), donde con dietas
desde 7 a 21% de PC basada en una proteina vegetal como pasta de soya
mostraron un consumo creciente, aunque con valores para la digestibilidad del 86
al 89% para la MS y del 80 al 83% para el N, valores muy por debajo de los

alcanzados con caseina como fuente proteica.

Los resultados de Otto y col (2003) en cuanto al N retenido como porcentaje del
consumido (70.08%) y para el nitrégeno retenido como porcentaje del absorbido
(73.07 %) no concuerdan a lo reportado en este estudio para las dietas control y
CPP 6% que tuvieron 96.4 y 95.8% para el N retenido como porcentaje del
consumido y para el nitrdgeno retenido como porcentaje del absorbido con 99.7 y
99.74%. Los resultados del presente estudio pueden apoyarse de estudios previos
(Cervantes-Pahm y Stein, 2010) que muestran con cerdos de 10.9 kg destetados y
canulados que la digestibilidad ileal estandarizada (DIE) de la PC y de los
aminoacidos esenciales de la caseina es superior al 95%, siendo esto en
promedio superior a la DIE de otras fuentes de PC como pasta de soya, pasta de
soya tratada enzimaticamente, pasta de soya fermentada asi como también de
harina de pescado, debido a su ausencia en factores antinutricionales y adecuado

perfil de AA. En apoyo a esto, debe quedar claro que las similitudes entre el
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estudio antes mencionado y el presente son para un rango tan amplio como la
digestibilidad total de la MS y N, y que muy probablemente de analizar la
digestibilidad individual de los aminoacidos esta seria variable entre una fuente de
origen animal (caseina) y una vegetal (CPP) como lo observé Carlson y Bayley
(1970) con caseina y pasta de soya, donde la fuente de proteina modifico la
cantidad de aminoéacidos colectados en heces, efecto directamente relacionado
con la modificacion en las poblaciones bacterianas del tracto intestinal. Carlson y
Bayley (1970) mencionan que la digestibilidad de fuentes de proteina animal es
mayor a la de fuentes de proteina vegetal, ya que estas ultimas pueden presentar
mayor resistencia a la digestion, aunque la edad del animal y adaptacion previa

son factor que puede ser también determinantes para este proceso.

Actividad del concentrado de proteina de papa sobre coliformes y

lactobacillus en heces

La microbiota estd conformada por un alto nimero de bacterias y cumple
funciones como la produccion de enzimas y el metabolismo de algunos nutrientes
(Pohl y col. 2015; McCormack, 2017), ademas de la exclusion competitiva,
impidiendo la adhesion de patégenos (Mach y col. 2015). Sin embargo, su
composicién no es definitiva, se desarrolla gradualmente y sufre cambios drasticos

en todo momento y sobre todo durante el destete.

La caseina (asi-caseina, asz2-caseina, 3-caseina y k- caseina) es la proteina bovina
mas abundante en productos lacteos. Algunos estudios (Helm y col. 2007) han
observado in vitro e in vivo una relacion lineal de concentraciones crecientes de
péptidos de caseina para reducir la adhesion de ETEC K88 al epitelio intestinal,
ademas de mejorar las concentraciones de lactobacillus en ileon y colon de cerdos
destetados de 24 dias (6.9 kg).

En cuanto a la excrecion de bacterias en heces, el presente estudio mostré que la

dieta CPP 6% estimul6 en cuanto a coliformes y bacterias lacticas poblaciones
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similares a las de animales con la dieta control basada en caseina. Rist y col.
(2014) mencionan que en el colon porcino los géneros bacterianos involucrados
en la fermentacion de proteina no digerida son Bacteroides, coliformes y
Clostridium, haciendo que el crecimiento y salud intestinal se perturben. Estudios
previos muestran que el destete es un evento crucial para el cambio en microbiota,
debido al cambio en el sustrato alimenticio entre otros factores, pues como se
menciona en la revision de Csaky y Fekete (2003), con lechones infectados por 5
dias con E. coli patdgena durante la lactancia, no fue hasta el destete donde la
excrecion de esta bacteria y la presencia de diarrea fue observada para animales
con una dieta con pasta de soya, y no siendo asi para animales con una
alimentacion basada en productos lacteos. Por lo que podemos inferir en el
presente estudio que la inclusion al 6 % del CPP a una dieta basada en caseina,
no es un nivel que propicie una disbiosis para bacterias lacticas y coliformes en el

tracto gastrointestinal que pudiera haberse manifestado como diarrea.

Peso y pH de érganos

El CPP es rico en algunos factores antinutricionales (FA) como glicoalcaloides de
solaninas (927 - 2632 mg/kg) e inhibidores de tripsina (IT) (0.97 - 3.70mg/kg),
donde la concentracion puede ser variable de acuerdo con las condiciones de
procesamiento de la papa (Pastuszewska y col. 2009). Los IT son altamente
resistentes al procesamiento térmico tipico (100°C/ 15 min) aunque este es capaz
de inactivar del 22 al 48% de los inhibidores de proteasa y hasta el 89% de los

glicoalcaloides, pero afecta la concentracion de AA (Wojnowska y col. 1982).

Estudios previos (en ratas) (Csaky y Fekete, 2003) han mostrado que la presencia
de IT (provenientes de soya) algunos de los cuales son de familias de IT presentes
también en el CPP, causan hiperplasia del pancreas (Cséky y Fekete, 2003), dato
que no pudimos observar macroscopicamente en este estudio, lo que
posiblemente pueda verse relacionado con la cantidad de IT presentes de acuerdo

con lo mencionado por Pastuszewska y col. (2009). Esto es similar a los
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resultados de un estudio mas reciente realizado por Aguilera y col. (2014) con
lechones destetados, donde el peso relativo del pancreas de animales en una
dieta tipo caseina por 14 dias después del destete no fue distinto a peso relativo
del pancreas de animales con dietas con pasta ajonjoli y pasta de soya. Sin
embargo, el peso del estbmago y del intestino delgado se desarroll6 mas para los
animales de las dietas con proteinas vegetales, que de acuerdo con los autores se

debe al contenido de fibra de dichos ingredientes.

El pH de los d6rganos del aparato gastrointestinal en cerdos de destete esta
relacionado con la concentracion de PC de la dieta, asi como con la edad de
destete, donde dietas decrecientes en el nivel de PC resultan en valores de pH
menores y mayor proporcion de la relacion lactobacullis:coliformes (Wellock y col.
2008). El pH del estbmago, duodeno, yeyuno e ileon en el presente estudio no
mostro diferencias entre las dietas caseina y CPP 6%. Aguilera y col. 2014 con
dietas con fuentes de proteina vegetal mostraron valores de pH mas bajos para el
estdbmago (entre 2.5 a 3.5) que en lechones en dietas con caseina (pH 3.8),
mencionandose que esto pudo ser ocasionado por una alta capacidad
amortiguadora de la caseina por su alta concentracion de aminoacidos con

radicales carboxilo y fosfato.

Morfologia de vellosidades y criptas intestinales

En cuanto a las vellosidades de yeyuno de cerdos de destete de acuerdo con
Csaky y Fekete (2003) su altura puede ser hasta 20% distinta en dietas
enriquecidas con distintos ingredientes vegetales en comparacion con dietas tipo
caseina. Concluyendo ademas una mejor tasa de crecimiento asociada a una
mayor altura de vellosidades. Los factores antinutricionales de distintos
ingredientes estan asociados a la atrofia de las vellosidades intestinales y esto a
los procesos inflamatorios y de diarrea Csaky y Fekete, (2003). El presente
estudio no muestra este dafo en la altura de las vellosidades intestinales con la

dieta CPP 6% Yy respecto a los animales con la dieta caseina, sin embargo en
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otros estudios (Aguilera y col, 2014) con fuentes vegetales con altos contenidos de
FA (pasta de soya, 20%) en lechones de 35 dias de edad (destetados a los 21
dias) se observd una menor altura de vellosidades (solo de yeyuno) en
comparacion con animales con dietas con caseina como dieta de referencia,
fendbmeno que no se observo en animales con dietas con pasta de ajonjoli, siendo
la altura de las vellosidades de yeyuno de los animales de esta Ultima dieta tan

altas como las de animales en dietas con caseina.

El estudio de (Aguilera y col, 2014) muestra que tanto la pasta de soya a 20.0% y
de ajonjoli al 17.4% favorecieron una altura de las vellosidades intestinales y
profundidad de las criptas en duodeno e ileon similar a la de animales que
consumieron una dieta con ingredientes similares a la leche, con una dieta a base
de caseina. Evento que se pudo observar con las dietas experimentales del
presente estudio sobre la altura de las vellosidades intestinales del intestino
delgado y la profundidad de las criptas, donde la inclusion del 6% de CPP en una
dieta no afecto la altura de las vellosidades intestinales y las profundidades de las

criptas.

Verificacion de PAM en el CPP mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC/MS)

Patron electroforético de proteinas de bajo peso molecular del CPP

De acuerdo con la literatura, los PAM de origen vegetal comprenden bajas masas
moleculares, Benko-Iseppon y col. (2010) mencionan que estos polipéptidos son
de menos de 200 AA, aunque la mayoria son menores a 50 AA, con masas cerca
de los 10 kDa (basicos y cationes a pH fisiologico de acuerdo con sus residuos de
AA). Con los resultados observados en este estudio a partir de cuatro bandas, de
acuerdo con la estimacion por migracion relativa. con masas de 2.67 kDa en la
banda 1, de 3.57 kDa para la 2, de 4.79 para la banda 3 y de 10.87 kDa con la
banda 4 y en un gel de electroforesis SDS- PAGE, podemos concordar con
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estudios previos como los de Bartova y col. (2018) y Waglay y Karboune (2016)
gue en ensayos de electroforesis con CPP lograron detectar bandas de pesos
moleculares entre los 20 y 6.5 kDa, y en su revisién un afio después desglosando
distintas fracciones de la proteina de papa con masas de 20, siete y cuatro kDa
(Bartova y col. 2019). Para la visualizacion del patron electroforético en este
estudio se realizaron dos protocolos de extraccion, uno al re suspender la muestra
del CPP en PBS1x y otro con el empleo de TCA sin observar una diferencia
aparente en el patron electroforético de ambos, dato que coincide con el estudio
realizado por Waglay y Karboune (2016) quienes probaron hasta seis métodos de
extraccion de proteinas de papa, como precipitacién con sales, etanol, sulfato de
amonio, carboximetil celulosa, acidos, y la combinacion de estos métodos, donde

todos muestran un rendimiento y purificacion de proteinas similar.

Péptidos identificados por LC/MS

Waglay y Karboune (2016) mencionan que las proteinas de papa se clasifican en
tres grandes grupos, el primero de Patatina/Tuberina comprendiendo del 9 al 37%
el segundo grupo son los Inhibidores de proteasa/Tuberinina, conformando del 5 al
38% del total de proteinas de papa, y el tercer grupo del 5 al 41% pertenece a
Otras/Proteinas de alto peso molecular. Revisiones como las de Waglay y col.
(2014) y Bartova y col. (2019) clasifican a los PAM de papa dentro de los
inhibidores de proteasa predominantemente de serina, cisteina, aspartato y tipo
Kunitz, asi como isoformas especificas de patatinas y péptidos de bajo peso
molecular contemplando las defensinas, tioninas y snakinas. Ante estos datos
nuestro estudio concuerda con lo mencionado previamente, ya que, al analizar las
proteinas de las cuatro bandas en conjunto, el 45.5% de las proteinas detectadas
por LC/MS corresponde a inhibidores de proteasa, un 15.6% a proteinas en el
grupo de patatinas y el 36.4% con una gran proporcion dentro del total del 2.6%

para defensinas.

Sin embargo, este estudio no fue determinante para detectar la presencia de los
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péptidos objetivos; PT-1 SN-1 y SN-2, aunque es importante destacar que en la
banda 1, de 32 péptidos reportados el 9.4% corresponden a inhibidores de
proteasas de serina, un 15.6% de inhibidores proteasas de cisteina, 9.4% son
inhibidores de proteasas de asparagina, el 3.1% son inhibidores de quimiotripsina
y el 15.6% son otros inhibidores de proteasa. en la banda 2 el 19% son
inhibidores de proteasa de serina y de cisteina. El 4.9% son inhibidores de
proteasa de asparagina, un 2.4% de inhibidores de quimotripsina y el 12.2% son
otros inhibidores de proteasas, en la banda 3 los inhibidores de proteasas de
serina tienen una proporcion del 10.8%, los inhibidores de proteasas de cisteina
contemplan el 8.1%, los inhibidores de proteasa de asparagina el 5.4%, los
inhibidores de quimotripsina el 2.7% y otros inhibidores de proteasa el 24.3% y en
la banda 4 los péptidos reportados por LC/MS corresponden en un 6.8% a
inhibidores de proteasa de serina, un 9.1% para los inhibidores de proteasas de
cisteina, un 9.1% para los inhibidores de proteasas de asparagina y el 15.9%
para otros inhibidores de proteasas. Con estos datos observamos que contamos
una gran proporcion y variedad de inhibidores de proteasas de péptidos similares

a los snakinas, por lo que se procedio a realizar un analisis de identidad.

Anédlisis bioinforméatico de secuencias obtenidas por LC/MC para determinar el

grado de conservacion con los PAM:

Kim y col. (2005) reportaron por primera vez a partir de proteinas de Solanum
tuberosum L cv. Gogu el PT-1 con 47 AA 'y 7 residuos de cisteina y con capacidad
antimicrobiana, esta actividad ampliamente relacionada a los puentes disulfuro, ya
que al ser sometido a un agente reductor gran parte en su actividad contra
microorganismos y como proteasa se vio mermada, lo que indico que los puentes
disulfuro son esenciales para su actividad inhibidora de proteasa y antibacteriana.
Interesantemente Kim y col. (2005) en este primer articulo donde describen al PT-
1 mencionan un 62% de homologia con un inhibidor de proteasa de serina, dato
muy parecido a los reportados por nuestro estudio bioinformatico entre péptidos

reportados mediante LC/MS en el CPP con el PT-1. Donde el PT-1 CPP tienen
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una identidad del 86.9%, 82.6% y 76.6% respectivamente con los péptidos 1P25
IP2X e IP2K del CPP. Kim y col. (2005) en su estudio deja abierta la posibilidad
de que el PT-1 no sea un péptido completo, si no que sea parte o una fraccion de
un péptido de mayor longitud. De ser un péptido de mayor longitud y/o formar
alguna union con otro u otros péptidos en la electroforesis se encontraria en
bandas de mayor peso molecular (no analizadas). Esto puede tomar mayor fuerza,
ya que en la literatura afios después, en una revisidbn por Kim y col. (2009)
menciona un dato sumamente relevante, que deja claro que los inhibidores de
tripsina/quimiotripsina comunmente son capaces de formar dimeros gracias a sus
puentes disulfuro. Interesantemente en la publicacion de Kim y col. (2009) revelan
que el PT-1 nativo mostré un peso molecular dimérico en electroforesis SDS pero

dejando clara su capacidad por formar uniones disulfuro intermoleculares.

Identificacion de PAM en el CPP y en la digesta de cerdos recién destetados

mediante western blot

Sintesis de péptidos antigénicos multiples (MAPS):

De acuerdo con el Anexo 3 donde se desglosan los péptidos inmunogénicos para
los PT-1, SN-1 y SN-2, se puede observar que existen distintas posibles opciones
de epitopos con potencial inmunogénico para cada uno de los PT-1, SN-1 y SN-2,
esto permiti6 el disefio de MAP’s para cada uno, y para posteriormente emplearlos
como antigenos para la produccion de anticuerpos en conejos. La sintesis de
MAP’s es una técnica que se describe desde 1988, producto de los avances en la
sintesis de péptidos en esa década y la necesidad de métodos para la
presentacion de antigenos al sistema inmune de alta afinidad (Heegaard y col.
2010). De acuerdo con Joshi y col. (2013) y Heegaard y col. (2010) los MAP’s
tienen una matriz o nucleo central de la que surgen ramificaciones, y distintos
AA’s pueden formar parte del nucleo, sin embargo, el AA lisina es preferido por
sus grupos amino alfa (a) y épsilon (¢€) pues le proporciona flexibilidad y facilidad

para crear distintas estructuras y que incrementa su capacidad como antigeno
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para pruebas diagnosticas. En nuestro estudio evaluamos la integridad de los
MAP’s, donde la cadena para el péptido sintético de PT-1 (SPT-1) por sus 240
residuos de aminoacidos (AGTKGCNTTSANGAFICEGQSDPKKPKACP) con una
masa molecular de 23.86 kDa, en la electroforesis de acuerdo con su migracion
relativa mostr6 una masa molecular de 23.39 kDa. El péptido sintético de SN-2
(SSN-2) (NCVPPGTSGNTETCPCYASLTTHGNKRKCP x8) con una masa
molecular de 25.09 kDa en la electroforesis mostré 25.05 kDa de acuerdo con su
migracion relativa. Sin embargo, la cadena para el péptido sintético de SN-1 (SSN-
1) (PSLIQTTMAGSSFCDSKCKLRCSKAGLADR) con una masa molecular
calculada en 25.40 kDa, en la electroforesis de acuerdo con su migracién relativa
mostré6 una masa molecular de 21.10 kDa y de acuerdo con la Figura 12 se
observa cierta degradacion de este.

Produccién de anticuerpos anti-PT-1, anti-SN-1 y anti-SN2 en conejos:

De acuerdo con Joshi y col. (2013) los péptidos se organizan en moléculas de
gran tamafio como dendrimeros, esta organizacion estructural explica gran parte
de su funcién y también incrementa su la eficacia al emplearse en pruebas
diagnésticas respecto a péptidos lineales (Joshi y col. 2013). El disefio de MAP’s
de una fraccién de los PT-1, SN-1 y SN-2 se realizé para empelarlos como
antigenos en conejos para la produccién de anticuerpos. Heegaard y col. (2010)
describen que los MAP’s han reportado ser eficientes en la produccién de
anticuerpos especificos y en su uso para la produccion de vacunas. Joshi y col.
(2013) mencionan que con concentraciones tan bajas como 0.11 ug/ml de MAP’s
hay reactividad especifica para la produccién de anticuerpos monoclonales y
policlonales en comparacion con péptidos lineales, posiblemente al disefio de los
MAP’s, que permite que tengan mas de un epitopo. Segun Heegaard y col. (2010)
la mayoria de las inmunizaciones MAP’s reportadas su revision se han realizado
con adyuvantes tradicionales, incluido el adyuvante de Freud, como lo realizamos
en este estudio. Sin embargo, como lo describe Heegaard y col. (2010) el éxito en

la inmunizacion ademas de la eleccion del adyuvante depende también de la dosis
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y la via de administracion. En nuestro estudio realizamos la inmunizacion de
conejos como previamente fue descrita por Diaz y col, 2014; Garcia — Casanova y
col. 2008; Gémez Soto y col. (2017). En nuestros resultados podemos observar
que el suero preinmune no tiene actividad biologica con los anticuerpos anti-SPT-
1, anti-SSN-1 y anti-SSN2, lo que permitié seguir con la evaluacion y observar a
partir del dia 14 posterior a la primera inoculacion con los MAP’s del SPT-1
produccion de anticuerpos de acuerdo con la técnica Western blot (Figura 13).
Respuesta que seguimos observando hasta el dia del sacrificio, sin observar
signos clinicos de inflamacion en los sitios de inoculacion en los animales
experimentales. Este tipo de respuesta es similar a lo reportado por Almazan y col.
(2020) donde al dia 14 después de la inoculacion con MAP’s en su estudio (con
ratones) observan titulacion de anticuerpos. La deteccién de anticuerpos en el
estudio de Almazan y col. (2020) si bien es a partir del dia 14 se mantiene en los
mismos niveles hasta el dia 28, dia en que en nuestro estudio también pudimos
observar a través de la técnica de western blot la presencia de anticuerpos anti
SSN-1 y anti-SSN-2, y para los 3 tipos de anticuerpos seguimos detectando
presencia hasta el dia del sacrificio al dia 43, que para el estudio de Almazan y
col. (2020) logra seguir detectando anticuerpos anti MAP’s en crecimiento
logaritmico hasta el dia 90. En el estudio de Almazan y col. (2020) se llega al pico
de produccién/deteccion de anticuerpos entre el dia 42 y 56, dias que coinciden
con la obtencion del suero inmune 3 de nuestro estudio por lo que, de acuerdo con
los datos de Almazan y col. (2020) en nuestro estudio probablemente colectamos

el suero inmune 3 en el momento del mayor pico de anticuerpos.

Inmunodeteccion del antigeno nativo en el CPP mediante Western blot:

Nuestro estudio mediante LC/MS para detectar los PT-1, SN-1 y SN2 en el CPP
no fue concluyente, sin embargo, si se reporta identidad entre ciertos péptidos con
el PT-1 como se describié anteriormente y donde dejamos abierta la hipo6tesis de
que el PT-1 pueda formar parte de un péptido de mayor tamafio. Una segunda

estrategia se realizo con el uso de los anti-SPT-1, anti-SSN-1 y anti-SSN-2 y la
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técnica de western blot. La revision de Joshi y col. (2013) menciona que se ha
documentado una adecuada produccion de anticuerpos policlonales anti MAP’s y
su eficacia para la deteccidn de antigenos nativos de distintos agentes infecciosos.
Los anticuerpos en nuestro estudio fueron utilizados con la idea de identificar los
antigenos nativos (PT-1, SN-1 y SN-2) en el CPP mediante la técnica de western
blot. Como podemos ver en los resultados no encontramos bandas cerca de las
masas moleculares de péptidos de interés, sin embargo, es interesante que con el
uso de nuestros tres anticuerpos si encontramos respuesta ante antigenos nativos
en el CPP como se ve en la figura 14. Con el anticuerpo anti-SSN-1 se detectaron
4 bandas de proteinas del CPP con masa molecular relativa de 34.5, 26.9, 20.9 y
14.5 kDa, con el anti-SSN-2 se detectaron 3 bandas de proteinas del CPP con
masa molecular relativa de 34.7, 15.9 y 13.3 kDa y con el anticuerpo anti-SPT-1 se
detectaron mediante la técnica de Western blot 4 bandas con masas moleculares
relativas de 37.1, 14.3, 12.3, 10.1 kDa. Estos datos son relevantes ya que
concuerdan con nuestra explicacion previa, pues logramos detectar antigenos
nativos en el CPP con nuestros anticuerpos, dando mayor peso a nuestra
explicacion para el PT-1 donde parece estar uniéndose entre si para formar una

molécula de mayor tamafio y/o ser una fraccion de un péptido mas grande.

Inmunodeteccion de péptidos del CPP en la digesta de cerdos de destete

alimentados con las dietas experimentales:

Los resultados de la inmunodeteccion demostraron actividad biolégica del los
anticuerpos con los antigenos nativos en el CPP. Por lo que se verificd la
presencia de estos péptidos en el contenido intestinal de los animales que
consumieron el CPP, pues al ser el CPP positivo a la presencia de péptidos
similares los PAM objetivos de este estudio, fue de nuestro interés conocer si
estos podrian mantenerse en el ambiente intestinal de los animales, es decir, que
fueran capaces de soportar las condiciones digestivas del ambiente intestinal sin
ser hidrolizados y absorbidos, lo que reforzaria la hipotesis de este estudio, pues

de mantenerse en el ambiente intestinal y ser detectados por nuestros anticuerpos
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producidos después de 14 dias de consumir el CPP, tiempo suficiente para ser
desafiados ante las distintas enzimas digestivas del cerdo probarian ser una
opcién de péptidos que son capaces de resistir las condiciones gastrointestinales
cuando es de mayor interés el uso de agentes antimicrobianos por las condiciones
del proceso de destete descritas en la literatura (Pohl y col. 2015; Moeser y col.
2017).

El primer paso de esta estrategia fue conocer el patron electroforético de los
contenidos intestinales de los animales experimentales, donde no se aprecia un
patrén distinto entre tratamientos (no contamos con muestra de estomago de los
animales del grupo control). La figura 16, 17 y 18 muestran reaccion positiva de
los anticuerpos anti-SPT-1, anti-SSN-1 y anti-SSN-2 con péptidos en los
contenidos intestinales de animales en ambos tratamientos. Por lo que se procedié
a realizar un analisis bioinformatico para determinar la identidad entre los péptidos
empleados en la produccién de anticuerpos con proteinas en el ambiente intestinal

de cerdos de destete (de cerdo y/o microorganismos).

Andlisis de identidad de los péptidos reconocibles por los anticuerpos anti-PT-1,

anti-SN-1 y anti-SN-2 en el ambiente intestinal de los animales experimentales:

Generalmente se infiere una relacion evolutiva entre secuencias que tienen una
alta identidad, adicionalmente, péptidos o proteinas de la misma familia homologa
que comparten un plegamiento comuin puede significar que sus estructuras
tridimensionales son similares y con ello las funciones (May, 2004). Debido a que
no todas las secuencias son de la misma longitud, es realmente util expresar la
identidad como porcentaje, y es comun que proteinas que pertenecen a la misma
familia homologa se puedan alinear para producir un porcentaje de identidad al
menos del 30% (May, 2004). De acuerdo con nuestros resultados del analisis
bioinformético el SPT-1 tiene una identidad del 83.3% con la proteina hipotética
parcial (ID NCBI: WP_176232761) de E. coli, el SSN-1 con la fosfatasa de
serina/treonina (ID NCBI: MBL1008534) de E. coli una identidad del 46.7% vy el
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SSN-2 una identidad del 66.7% con la proteina hipotética (ID NCBI:
WP_176232843) de E. coli. De acuerdo con esto podemos sugerir la posibilidad
que los PAM’s objetivos de este estudio y algunas proteinas producidas por E. coli
u otras bacterias compartan estructura y funciéon similar dado su porcentaje de
identidad. Motivo por el cual encontramos una reaccidn positiva en la
inmunodeteccion mediante Western blot en los contenidos intestinales de los

animales del grupo control y del grupo CPP6%.

De acuerdo con Culp y Wright (2016) y Garcia-Gonzalez y col. (2019) distintas
bacterias en el ambiente intestinal secretan péptidos como las proteasas las
cuales son altamente conservadas entre patdogenos. Garcia-Gonzéles y col. (2019)
menciona que las proteasas de serina son el conjunto mas amplio de enzimas
proteoliticas. Las proteasas se pueden clasificar de acuerdo con dos mecanismos:
las que emplean una molécula de agua para hidrolizar el enlace peptidico y las
gque emplean su residuo aminoacidico para ligar covalentemente el sustrato
proteico a la enzima (liberando una fraccién de la proteina) y activando (por un
intermediario) una molécula de agua que hidroliza la unibn enzima — sustrato
(liberando otra fraccion de la proteina) (Garcia-Gonzales y col. 2019). Los
microorganismo tienen esta capacidad de produccidon de proteasas para alterar el
epitelio intestinal como el caso de las proteasas Pet, EspC y SigA de los
enteropatdgenos E. coli enteroagregativa (ECEA), E. coli enteropatégena (ECEP)
y S. flexneri respectivamente, otras proteasas dafian el citoesqueleto, como es el
caso de la proteasa ESpP de E. coli enterohemorragica (ECEH), mecanismos
ampliamente relacionados con el desarrollo de desoérdenes digestivos (Garcia-
Gonzaéles y col. 2019). Otras proteasas pueden inducir la muerte celular o alterar
las uniones estrechas en el epitelio intestinal. Por otra parte, algunas proteasas se
relacionan con la lisis de ciertos sustratos para evadir la respuesta del sistema

inmune y establecerse en la mucosa (Garcia-Gonzales y col. 2019).

Por otra parte, como lo describe Clemente y col. (2019) los inhibidores de

proteasas (IP) son indispensables para regular la actividad proteolitica y mantener
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la homeostasis. Los inhibidores de proteasas se han descrito no solo en
microorganismos, sino que para los animales algunos IP tiene funciones como
promotores de crecimiento y como sefializadores celulares. Por lo tanto y de
acuerdo con lo citado anteriormente, se puede entender que existe una gran
cantidad de proteasas e inhibidores de estas en el ambiente intestinal de los
animales, algunos de estos péptidos propios del animal y otros productos de los
microorganismos que lo habitan, factores que pueden ser la causa de encontrar
reaccion positiva con los anticuerpos anti-MAP’s producidos en este estudio en los

contenidos de los animales del grupo control y del grupo CPP6%.
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CONCLUSIONES

La dieta con la inclusion del CPP a 6% para cerdos recién destetados no deprimio
el consumo voluntario de alimento y la ganancia de peso respecto a los animales
con la dieta control, efecto soportado por una alta digestibilidad de la proteina del
CPP y su aporte al BNyE que fue similar al de los cerdos alimentados con la dieta
con caseina como Unica fuente de proteina. Por lo que la adicion de CPP en
dietas de cerdos recién destetados es una adecuada fuente de aminoacidos para
estos animales que no demerita la integridad intestinal. Sin embargo, no se
observd el efecto antibacteriano por parte de PAM’s del CPP sobre la

concentracion de bacterias coliformes en heces ni sobre las bacterias lacticas.

En cuanto a los PAM’s en el CPP no se identificaron los péptidos PT-1 SN-1 y SN-
2, , aunque es importante destacar que se determind una identidad superior al
70% entre péptidos de mayor masa molecular y el PT-1, por lo que se pude inferir
gue su estructura y funcion puede ser similar. Estos datos y los de la literatura
soportan la hipotesis de que el PT-1 sea una fraccion de un péptido de mayor
masa. . Sin embargo, son necesarios mas ensayos funcionales para comprobar

este hecho.

Respecto a los ensayos de inmunodeteccion en los contenidos intestinales y el
analisis bioinformético soportan evidencia de que existen péptidos con un alto
porcentaje de identidad (estructura y funcion) entre PAM’s de papa y péptidos
bacterianos como los de E. coli, por lo que se siguiere que en futuros estudios se
considere este fendmeno para el disefio de los anticuerpos empleados en las
técnicas de inmunodeteccion, asi como la identificacion de las principales familias
bacterianas en el contenido intestinal de los animales experimentales para
conocer los PAM que se estén produciendo por esta microbiota y diferencias de
los PAM en el CPP.
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Anexos

Anexo 1: Protocolo de extraccion de proteinas con TCA

A partir de la muestra descrita para el procedimiento PBS en material y metidos,

se colectaron 160 ul en un tubo de 1.5 ml.

1) En la solucion de 160 ul se anadieron 40 ul de TCA (acido tricloroacético) y se

mantuvo por 10 minutos a 4°C.

2) La solucion fue centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos.

3) Se formo un pellet y el solvente fue retirado.

4) Se realizo un lavado con 200 pl de acetona (almacenada a -20°C).
5) La solucion fue centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos.

6) Se formo un pellet y la acetona fue retirada.

7) Se repitieron los pasos 4 a 6 para un total de 2 lavados con acetona.

8) La muestra fue calentada a 90°C/ 5 segundos para retirar la acetona

remanente.

9) El pellet formado fue suspendido en 100 pyl de PBS 1x con inhibidor de

proteasa.
10) La muestra fue almacenada a 4°C por 5 horas.

11) Se cuantifico la concentracion de proteina en un espectrofotometro (Genova

Nano, Jenway®) mediante el método UV directo.
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Anexo 2: Péptidos identificados en bandas 1, 2, 3y 4 de gel electroforesis

Tris-Tricina a partir de la muestra de CPP mediante cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de masas.

N Unused Acceso Bandas kDa Nombre P?géio%)s
6 41.12 spl|1P_58£g>E_lF|USP 1234 24009 Serine proteaseoir;(r;iﬂtfg lgé)jlzss\(/)laznum tuberosum 49
7 20.23 SEL%?;‘]O-T"'ZT 12,34 24009 Patatin-1-KurasG,i:Opsafls_E?gLér:ltglsgfsum OX=4113 65
1 18.39 spI|5P_588§E_SI3_|G\P 14 24303 Aspartic proteaseoyzfllil;rgéfégss;\slgganum tuberosum 33
12 16.79 spl|1P_ZSOOSE_T_|L(JZP 1234 24684 Cysteine proteasg)i(rlrllii)il?::églssz\?gganum tuberosum 25
13 16.13 sglLQliégll'_S_llBT 1234 41108 Patatin—2—Kuraéll\.lzopzfiillaglér:ltgl\)/e:rfsum OX=4113 43
w | o [ FFESIT [ iaae [ e | Vet peemee R LSS [ s
o | ne | PEEREOT oo | oo | Poeloese s noyee O | s
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23 411 sr1|gF:538055%|L,JL\P 12,4 20368 Aspartic proteaseoixn:rllill)ilt;LQESlS;\S/gllanum tuberosum 33
o0 | ace | OB aaa | ooesy | Costemeprcieme ner i Conery OS-Selaner |z
s | w02 | P [ izsa | e | OeTenEgpermss oSS |
25 0 sp}LF:()Slc())E‘?'IllJpz 12,34 16505 Proteinase g)l(w;lzlltcl:g té'r:‘i—PZIEZOKS;ES:iaQSTZtuberosum 2
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14_SOLTU ! tuberosum OX=4113 PE=1 SV=1
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sp|P55312|CA

Catalase isozyme 2 OS=Solanum tuberosum OX=4113

30 4 TA2 SOLTU 124 56461 GN=CAT2 PE=3 SV=1 2
sp|P20346|DF Defensin-like protein P322 OS=Solanum tuberosum

sl 4 322 _SOLTU 1234 8414 OX=4113 PE=2 SV=1 2
sp|Q41484|SP Serine protease inhibitor 5 OS=Solanum tuberosum

34 213 15_SOLTU 1,234 23137 OX=4113 PE=1 SV=1 45
sp|P46300|RS 40S ribosomal protein S4 OS=Solanum tuberosum

36 201 4_SOLTU 12,3 29958 0X=4113 GN=RPS4 PE=2 SV=1 1
sp|Q41480|AP Aspartic protease inhibitor 1 OS=Solanum tuberosum

87 2 I1_SOLTU 14 24546 OX=4113 PE=1 SV=2 87
sp|Q00652|CP Cysteine protease inhibitor 9 OS=Solanum tuberosum

38 2 19 SOLTU 124 24734 OX=4113 PE=2 SV=1 16
sp|P37831|LO Linoleate 9S-lipoxygenase 1 OS=Solanum tuberosum

40 2 X11_SOLTU 1 96967 0X=4113 GN=LOX1.1 PE=2 SV=1 15
sp|Q00782|IP Proteinase inhibitor type-2 OS=Solanum tuberosum

43 2 2X_SOLTU 1234 | 17132 OX=4113 PE=3 SV=1 2
sp|P93586|AC Actin-46 (Fragment) OS=Solanum tuberosum OX=4113

44 2 T2_SOLTU 1 37089 PE=3 SV=1 1

45 2 sp|P42055|VD 12 20573 Mitochondrial outer membrane protein porin of 34 kDa 1
AC1_SOLTU ! 0OS=Solanum tuberosum OX=4113 PE=1 SV=2

47 2 Sp|Q2VEE4|R 1 13578 50S ribosomal protein L14, chloroplastic OS=Solanum 1
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48 2 27A_SOLTU 1,234 17702 tuberosum OX=4113 GN=UBI3 PE=2 SV=2 L

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase small
49 2 srg;’ZgSofﬂﬁL 1,2 57250 subunit, chloroplastic/amyloplastic OS=Solanum 1
- tuberosum OX=4113 PE=1 SV=2"

sp|Q00081|GL Glu+E2:E94-phosphate adenylyltransferase large

52 1.33 éLl SOLTU 1,2 52253 subunit 1 (Fragment) OS=Solanum tuberosum OX=4113 1

— GN=AGPS1 PE=1 SV=1

sp|Q41433|SP Probable serine protease inhibitor 6 OS=Solanum

5 40.03 16_SOLTU 2.3 24097 tuberosum OX=4113 PE=2 SV=1 95
sp|022508|LO Probable linoleate 9S-lipoxygenase 8 OS=Solanum

7 291 X18 SOLTU 123 97020 tuberosum OX=4113 GN=LOXL.8 PE=2 SV=1 29
sp|Q3YJT4|PT Patatin-1-Kuras 2 OS=Solanum tuberosum OX=4113

o 2115 1K2_SOLTU 1234 | 24009 GN=pat1-k2 PE=1 SV=1 82
sp|P20347|CP Cysteine protease inhibitor 1 OS=Solanum tuberosum

12 19.09 11_SOLTU 1234 24684 OX=4113 PE=1 SV=3 28
sp|Q42502|PT Patatin-2-Kuras 3 OS=Solanum tuberosum OX=4113

13 175 2K3_SOLTU 23,4 42465 GN=pat2-k3 PE=1 SV=1 51
sp|P58521|AP Aspartic protease inhibitor 9 OS=Solanum tuberosum

14 15.74 19_SOLTU 124 20368 OX=4113 PE=1 SV=1 39
sp|Q41488|IP Proteinase inhibitor type-2 P303.51 OS=Solanum

16 11.59 25 SOLTU 1234 16620 tuberosum OX=4113 PE=2 SV=1 8
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33 4 sp|P25083|AD 2 42058 ADP, ATP carrier protein, mitochondrial OS=Solanum 3
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Serine protease inhibitor 1 OS=Solanum tuberosum
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26 6 :\%%3;\;]01"_51[3 3.4 42528 Patatin-05 OS:SoIanE:rL‘nPtlenzalerg\j:T 0OX=4113 GN=pat1- 17
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w0 | ez | FOZECE o [ aeery | Omenemee b Esgreny Os=Solnum |
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Probable linoleate 9S-lipoxygenase 3 OS=Solanum

53 2 X13_SOLTU 4 96974 tuberosum OX=4113 GN=LOX1.3 PE=2 SV=1 16
sp|Q2MY51|P Patatin group M-3 OS=Solanum tuberosum OX=4113

54 2 ATM3_SOLTU 4 42618 PE=2 SV=1 35
sp|Q00652|CP Cysteine protease inhibitor 9 OS=Solanum tuberosum

55 2 19_SOLTU 1.2.4 24734 OX=4113 PE=2 SV=1 27
sp|Q3YJIS9|P Probable inactive patatin-3-Kuras 1 OS=Solanum

56 2 T3K1_SOLTU 34 41193 tuberosum OX=4113 GN=pat3-k1 PE=1 SV=1 15
sp|P01079|IP2 Proteinase inhibitor PTI OS=Solanum tuberosum

57 2 1_SOLTU 234 5602 OX=4113 PE=1 SV=1 4
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Anexo 3: Prediccion de epitopos antigénicos para la seleccidon de péptidos a

sintetizar para la produccién de anticuerpos.

Prediccion de epitopos antigénicos de Potamina -1 Y seleccion de Eéetido sintético.

Secuencia DICTNCCAGTKGCNTTSANGAFICEGQSDPKKPKACPLNCDPHIAYA
Largo de la secuencia 47
Rango Secuencia Posicién inicial Puntuacion antigénica
1 FICEGQSDPKKPKACP 21 0.87
2 AGTKGCNTTSANGAFI 7 0.85
3 PKKPKACPLNCDPHIA 29 0.53

DICTNCCAGTKGCNTTSANGAFICEGOSDPKKPKACPLNCDPHIAYA

ceemememmenme-FICEGQSDPKKPKACP---—---—
Y3 ['(cle N 1.\ [c].|  —————
: ——-—--—-PKKPKACPLNCDPHIA--

Aminoacidos marcados en azul determinan el péptido seleccionado por su antigenicidad para la
produccién del péptido sintético y 8 MAPS.

Prediccion de epitopos antigénicos de Snakina -1y seleccion de péptido sintético.

Secuencia MKLFLLTLLLVTLVITPSLIQTTMAGSSFCDSKCKL
RCSKAGLADRCLKYCGICCEECKCVPSGTYGNKH
ECPCYRDKKNSKGKSKCP

Largo de la secuencia 88
Rango Secuencia Posicion inicial Puntuacion antigénica

1 PSLIQTTMAGSSFCDS 17 0.95

2 PCYRDKKNSKGKSKCP 73 0.92

3 GNKHECPCYRDKKNSK 67 0.91

3 CKCVPSGTYGNKHECP 58 0.91

3 AGLADRCLKYCGICCE 41 0.91

4 CDSKCKLRCSKAGLAD 30 0.74

5 TMAGSSFCDSKCKLRC 23 0.73
MEKLFLLTLLLVTLVITPSLIQTTMAGSSFCDSKCKLRCSKAGLADRCLKYCGICCEECKCVPSGTYGNKHECPCYRDKKNSKGKSKCP

——————PSLIQTTMAGSSFCDS
PCYRDKKNSKGKSKCP
GNKHECPCYRDKKNSK------
CKCVPSGTYGNKHECP——-———-————
meeeeeeemme--AGLADRCLKYCGICCE
-----—-—---CDSKCKLRCSKAGLAD
-—------TMAGSSFCDSKCKLRC

Aminoacidos marcados en azul determinan el péptido seleccionado por su antigenicidad para la produccion
del péptido sintético y 8 MAPS.
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Prediccion de epitopos antigénicos de Snakina -2 y seleccién de péptido sintético.

Secuencia MAISKALFASLLLSLLLLEQVQSIQTDQVTSNAISEAA
YSYKKIDCGGACAARCRLSSRPRLCNRACGTCCAR
CNCVPPGTSGNTETCPCYASLTTHGNKRKCP

Largo de la secuencia 104

Rango Secuencia Posicion inicial Puntuacion antigénica
1 PCYASLTTHGNKRKCP 89 0.93
2 RLCNRACGTCCARCNC 61 0.88
2 ACAARCRLSSRPRLCN 49 0.88
3 TSGNTETCPCYASLTT 81 0.87
4 CGTCCARCNCVPPGTS 67 0.86
5 CNCVPPGTSGNTETCP 74 0.85
5 NAISEAAYSYKKIDCG 32 0.85
6 AYSYKKIDCGGACAAR 38 0.82
7 RLSSRPRLCNRACGTC 55 0.79
8 VQSIQTDQVTSNAISE 21 0.76

MAISKALFASLLLSLLLLEQVQSIOTDOVTSNAISEAAYSYKKIDCGGACAARCRLSSRPRLCMRACGTCCARC!

PCYASLTTHGNKRKCP
I RLCNRACGTCCARCNC————————
-------- —ACAARCRLSSRPRLCN

TSGNTETCPCYASLTT-———
CGTCCARCNCVPPGTS———
CNCVPPGTSGNTETCP———

—MAISEAAYSYKKIDCG
AYSYKKIDCGGACAAR:

RLSSRPRLCNRACGTC

—————— VOSIQTDAQVTSNAISE

Aminoéacidos marcados en azul determinan el péptido seleccionado por su antigenicidad para la produccion
del péptido sintético y 8 MAPS.
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