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RESUMEN

Desmodus rotundus es el principal reservorio y transmisor del virus de la rabia hacia
el ganado, debido a que sus presas son, en su mayoria, animales de interés pecuario.
Una de las estrategias que utiliza esta especie para identificar a sus presas es la
deteccion de senfales quimicas a través del organo vomeronasal (OVN), el cual también
participa en el desarrollo de conductas socio-sexuales, al permitir el reconocimiento
de esteroides sulfatados presentes en secreciones corporales mediante
neurorreceptores vomeronasales de tipo 1. Los ejemplares utilizados en este estudio
fueron capturados en el municipio de Atotonilco el Grande, Hidalgo, y eutanasiados
conforme a la NOM-033-SAG/Z00-2014. Posteriormente, las cabezas fueron
diseccionadas, fijadas en formaldehido al 3.7%, descalcificadas con una solucion diaria
de a&cido clorhidrico/acido formico y procesadas por el método de inclusion en
parafina. Se realizaron cortes histologicos de 10 um de grosor, los cuales fueron
tenidos mediante el método de hematoxilina-eosina (H-E). Las preparaciones se
analizaron con un microscopio de campo claro equipado con camara digital y el
software Image-Pro Express 6.0. A partir del andlisis histoldgico fue posible identificar
las principales estructuras que conforman el sistema vomeronasal, particularmente el
OVN. De forma complementaria, se realizé un modelado tridimensional (3D) a partir de
cortes transversales semiseriados para optimizar la interpretacion morfoldgica de las
estructuras observadas. Finalmente, se realizd un anélisis de modelado molecular con
la finalidad de encontrar afinidad de algunos principios activos con registro para su uso
en veterinaria, como posibles analogos a estrogenos de 15 receptores vomeronasales
de tipo 1 de tres especies diferentes, que acoplan a proteina Giao.

Palabras clave: drgano vomeronasal, neurorreceptores, esteroides sulfatados,
principios activos, histologia.
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ABSTRACT

Desmodus rotundus is the principal reservoir and transmitter of the rabies virus to
livestock, as its prey consists mainly of animals of zootechnical importance. One of
the strategies employed by this species to locate its prey is the detection of chemical
signals through the vomeronasal organ (VNQO), which also contributes to the
development of socio-sexual behaviors by enabling the recognition of sulfated
Steroids present in body secretions via type 1 vomeronasal receptors. The
specimens analyzed in this study were captured in Atotonilco el Grande, Hidalgo,
and euthanized in accordance with NOM-033-SAG/Z00-2014. Heads were
dissected, fixed in 3.7% formaldehyde, decalcified daily with a hydrochloric/formic
acid solution, and processed by the paraffin-embedding method. Histological
sections of 10 um thickness were obtained and stained with hematoxylin—eosin
(H&E). The preparations were examined under a bright-field microscope equipped
with a digital camera and Image-Pro Express 6.0 software. Histological analysis
enabled the identification of the main structures comprising the vomeronasal
system, particularly the VNO. In addition, a three-dimensional (3D) reconstruction
was generated from semi-serial cross-sections to optimize the morphological
interpretation of the observed structures. Finally, molecular modeling analysis was
conducted to assess the binding affinity of several veterinary-approved active
compounds, as potential estrogen analogs, with 15 type 1 vomeronasal receptors
from three different species coupled to Giaz protein.

Keywords: vomeronasal organ, neuro receptors, histology, sulfated steroids, active
ingredients, histology.
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1. INTRODUCCION

El sistema vomeronasal, presente en la mayoria de los mamiferos, constituye un
conjunto de estructuras anatémicas sensoriales especializadas en la deteccion de
sefales quimicas que median conductas relevantes para la supervivencia y
reproduccion de las especies. Dentro de este sistema se localiza el 6rgano
vomeronasal (OVN), ubicado en la base de la cavidad nasal y considerado un
organo quimiosensorial independiente, que participa en el reconocimiento de
esteroides y feromonas. En animales cazadores, como los murciélagos
hematofagos, esta estructura resulta fundamental para identificar y discriminar entre
las presas preferenciales (Achiraman & Ponmanickam, 2010). En animales
cazadores, como los murciélagos hematofagos, esta estructura resulta fundamental
para identificar y discriminar entre las presas preferenciales (Bahlman & Kelt, 2007),
ademas de desempenfar un papel clave en la comunicacién quimica entre individuos
(Yohe & Krell, 2023).

La seleccion de presas para Desmodus rotundus en regiones con proximidad a
asentamientos humanos, se basa en especies ganaderas de talla grande vy talla
mediana (Voigt & Kelm, 2006). En México, la presencia de esta especie de
murciélagos esta relacionada directamente con la transmision del virus de la rabia
principalmente a bovinos. A pesar de las medidas de prevencion y control que se
realizan mediante las campafias de vigilancia epidemiolédgica del virus rabico, este
continia generando grandes pérdidas a este sector pecuario (SENASICA, 2020).
Por lo que el desarrollo de mejores medias de control biolégico de Desmodus
rotundus, es una problematica que, hoy en dia aun no ha sido solventada por

completo.

El conocimiento de la morfologia animal constituye una base esencial para
comprender aspectos de la biologia, la ecologia y la salud de las especies. Estos
estudios permiten no solo describir estructuras anatémicas, sino también generar

informacion que contribuye al desarrollo de estrategias en medicina preventiva,
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conservacion y produccion animal. Sin embargo, cuando se trata de especies poco
descritas, como los murciélagos, las deficiencias en el estudio de su morfologia
representan una limitante significativa. En consecuencia, el disefio y la mejora de
medidas de medicina preventiva pueden verse comprometidos, reduciendo su
eficacia. Por ello, la investigacion en quirdpteros es de gran relevancia, ya que
enriquece el acervo cientifico y amplia el conocimiento sobre especies clave para la
salud publica y la ganaderia (OMS, 2020). Ademas, abre la posibilidad de generar
nuevas oportunidades en el desarrollo de mejores estrategias de prevencion y
control de enfermedades relacionadas particularmente con estas especies de

murciélagos hematéfagos.

15



2. MARCO TEORICO

2.1 Los murciélagos

Los murciélagos pertenecen a un amplio grupo de animales: los mamiferos, esto los
hace compartir algunas particularidades propias de la mayoria de los ejemplares de
este grupo, como tener el cuerpo cubierto de pelaje, ser vertebrados, alimentar a
las crias con leche secretada por las glandulas mamarias (Valdez, 2013), entre
otras. La caracteristica excepcional radica en que los murciélagos son los unicos

mamiferos con la capacidad de volar (Aguilar & Aréchiga, 2011).

La palabra murciélago deriva del latin mus o muris (ratén), caecus (ciego) y alatus
(alado), en otras palabras, “ratén ciego alado”. Los murciélagos son clasificados en
el orden Chiroptera, que a su vez deriva de las raices griegas kheirés, que significa
mano y ptéron que significa ala, es decir, “mamiferos con manos transformadas en
alas” (Aguilar & Aréchiga, 2011). En todo el mundo se han identificado 1,474
especies pertenecientes al orden de quirépteros, divididas en 21 familias y 236
géneros (ASM, 2024). Se dividen en dos grupos, mega-quiropteros que
comunmente son llamados zorros voladores, que usan el sentido de la vista como
principal forma de orientacion y los micro-quirépteros, que incluyen a la mayoria de
la poblacidn de este orden y que usan como principal sentido de orientacion a la
ecolocalizaciéon (Valdez, 2013). El tamafo de los murciélagos puede variar desde el
murciélago abejorro que va de los 34 mm y un peso de 2.6 g aproximadamente,
hasta el zorro volador de corona dorada, cuya envergadura puede alcanzar los 1.7

m y 1.6 kg de peso (Hernandez Huerta, 2015).
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2.2 Importancia ecoldgica de los murciélagos

Debido a la gran diversidad bioldgica que conforma al género de quirdpteros y, por
lo tanto, a la variedad de sus habitos alimenticios, algunas especies de murciélagos
frugivoros pueden fungir como dispersores de semillas, contribuyendo asi a la
propagacion de plantas y arboles (Kunz & Braun de Torrez, 2011). Las especies
insectivoras son excelentes controladores de plagas (principalmente de algunos
artrépodos, como insectos, y aracnidos), por lo que brindan un beneficio especial a
la agricultura debido a que la gran mayoria de los artropodos de los que se alimenta,
son considerados plaga para muchos cultivos; Finalmente, los murciélagos que se
alimentan de polen y néctar, fungen como polinizadores de una gran variedad de
especies vegetales, en gran medida de agaves y cactaceas (Adams & Trujillo,
2024).

Por su capacidad adaptativa, los murciélagos ocupan diferentes refugios como
cuevas, arboles, grietas en las rocas e incluso construcciones humanas. Son en su
mayoria animales de habitos gregarios y tienen predileccion por climas calidos y
semicalidos, suelen alojarse cerca de cuerpos de agua y en estructuras humedas
(Quintana & Pacheco, 2007). Estas caracteristicas, junto a su capacidad para volar,
los convierten en animales muy adaptables y con distribuciones geograficas muy
amplias. Sin embargo, existen especies como los murciélagos vampiro o
hematéfagos, que se encuentran solamente en el continente americano (Sil Berra
et al, 2022).

2.3 Los murciélagos como reservorios de enfermedades zoondticas

Los murciélagos son reconocidos como reservorios de una amplia variedad de virus,
en mayor proporcion que otros érdenes de mamiferos. Estudios recientes sugieren
que la gran cantidad de virus que pueden hospedar esta relacionada con la
diversidad de especies que integran el orden Chiroptera, considerado el segundo

grupo de mamiferos mas diverso después de los roedores (Mollentze & Streicker,
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2020). Debido a este papel dentro de los ecosistemas, los murciélagos constituyen
un grupo taxonoémico de gran interés en estudios virolégicos y en programas de
vigilancia epidemioldgica para la deteccién temprana de enfermedades zoondticas
(Olival, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud, define como zoonosis a cualquier enfermedad
que sea naturalmente transmisible de animales a humanos (OMS, 2020). Se estima
que aproximadamente el 60% de los patdégenos humanos conocidos son de origen
zoondético (Taylor & Latham, 2001). Considerando ademas que el surgimiento de las
enfermedades zoondticas se debe principalmente al contacto cercano con fauna
silvestre. En este contexto, los murciélagos han sido identificados como reservorios
de multiples virus con potencial zoonético, entre ellos el virus causante del Ebola, el
virus de Marburgo, los coronavirus responsables del sindrome respiratorio agudo
grave (SARS-CoV-1y 2), el coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio

(MERS), asi como henipavirus como Hendra y Nipah (Van Brussel & Holmes, 2022).

No obstante, es importante sefalar que no todas las especies de murciélagos
participan como reservorios de estos virus, y que la frecuencia y distribuciéon de
estos dependen de otros factores ecoldgicos y epidemiolégicos. Ademas, los
murciélagos cumplen un papel ecologico esencial en el equilibrio de los
ecosistemas, al participar en la dispersion de semillas, polinizacién y control de
poblaciones de insectos, lo cual resalta la importancia de su conservacién mas alla

de su asociacion con patégenos.

Aun no se comprenden completamente los mecanismos que permiten a los
murciélagos hospedar multiples virus sin desarrollar signos clinicos aparentes. Se
ha sugerido que su capacidad para permanecer asintomaticos frente a diversas
infecciones virales podria estar relacionada con procesos de coevolucién entre los
virus y sus hospederos, lo que ha favorecido que numerosas especies virales se
adapten a los murciélagos como reservorios naturales (Han & Wen, 2015). Para
comprender mejor el papel de los quirépteros en la transmision de zoonosis, es
necesario considerar factores biolégicos propios de este orden, como su

longevidad, dieta, tamano y estructura poblacional, patrones migratorios,
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hibernacion y, de manera destacada, su respuesta inmune innata y adquirida
(Rodhain, 2015).

2.4 Los murciélagos en México

México posee un gran numero de especies de flora y fauna debido a su historia
geoldgica, caracteristicas geograficas y topograficas, lo que lo convierten en un pais
con gran diversidad biolégica (CONABIO, 2023). Nuestro pais ocupa el quinto lugar
a nivel mundial en diversidad biolégica y especificamente el tercer lugar en

diversidad de mamiferos (Llorente-Bousquets & Ocegueda, 2008) (Fig. 1).

En todo el territorio nacional se reporta la existencia de 138 especies de murciélagos
con diversificadas preferencias alimenticias: 100 insectivoros, 20 frugivoros, 12

nectarivoros, 4 piscivoros/carnivoros y 3 hematéfagos (Medellin & Gaona, 2010).

México,

diversidad de plantas y animales en
f Iv 11° en aves (T123-1150)
o fos
S
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- [ ]
un pais megadiverso
el mundo.
% 5° en plantas vasculdres (21,989 - 23,424)

Uno de los cinco paises con mayor @
) “! % 2° lugar en reptiles (864)
5°en anfibios (376)

Fuentes hitps:/fwww.biodiversidad gob.mx/paisfquees. htm
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n O gob.mx/profepa

Figura 1. Diversidad bioldgica de México. Obtenido de gob.mx/profepa
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2.4.1 Murciélagos hematofagos

Las tres especies de murciélagos hematéfagos que encontramos en México
pertenecen a la familia Phyllostomatidae, estas son: Desmodus rotundus (conocido
como vampiro comun), Diphylla ecaudata (también llamado vampiro de patas
peludas), y Diaemus youngii (conocido como vampiro de alas de punta blancas),
(Fig. 2).

Es la adaptacion y especializacion en la dieta de los murciélagos hematofagos la
razén por la que se sabe que son vectores potenciales en la transmision de rabia.
En la historia, se considera que el virus de la rabia estuvo presente en la América
Precolombina y que la introduccion de ganado al Nuevo Mundo favorecio el
crecimiento de la poblacion de murciélagos vampiros, aumentando con ello la

diseminacién de enfermedades transmitidas por los mismos hasta hoy en dia.

El ganado bovino y los caballos representan la mejor opcién de presa para los
murciélagos hematofagos, particularmente para Desmodus rotundus por sus
habitos alimenticios, debido a que tienden a permanecer en el mismo lugar durante
periodos prolongados y de esta manera pueden alimentarse en varias ocasiones de

los mismos individuos, siendo una fuente de alimentacion confiable y segura para

los murciélagos (Johnson & Aréchiga, 2014).

Figura 2. Murciélagos hematdfagos en México. (A) Desmodus rotundus, (B) Diphylla ecaudata
y (C) Diaemus youngi. Modificado de mexico.inaturalist.org.
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2.4.1.1 Rabia como zoonosis y su impacto en México

La transmision del virus de la rabia de murciélagos hematéfagos al ganado y al ser
humano ha sido reconocida desde hace mas de 100 afos y continua siendo una
problematica importante hasta hoy en dia. Por otra parte, el efecto directo de la
depredacion de los murciélagos vampiros en el ganado tras ataques repetidos
durante un periodo corto puede causar debilitamiento y esto a su vez conducir a
volverlo susceptible a otras enfermedades, lo que representa pérdidas econémicas

para los productores ganaderos (Johnson & Aréchiga, 2014).

La rabia tiene un gran impacto en el sector pecuario de México, segun estudios
relacionados con la transmision del virus rabico de quirdpteros a especies
ganaderas, se sabe que anualmente la pérdida economica por factores
relacionados a la rabia, ascienden aproximadamente a 500 millones de pesos
(SENASICA, 2020). De acuerdo con el ultimo informe emitido por SENASICA
(2024), los estados que reportan anualmente el mayor numero de casos positivos
de rabia paralitica bovina transmitida por quirépteros son: Tamaulipas, San Luis

Potosi, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Oaxaca.

Las medidas preventivas que actualmente se implementan en México, estan
establecidas en la NOM-067-ZO0-2007: Campafa nacional para la prevencion y
control de la rabia en bovinos y especies ganaderas. En donde se define el estatus
zoosanitario nacional, reportando que 26 entidades federativas se encuentran en
fase de control, pues cuentan con las condiciones ambientales que favorecen para
la presencia del murciélago Desmodus rotundus; Mientras que el resto del pais esta
clasificado como zona libre del virus rabico transmitido por quirdpteros (SENASICA,
2024).

También se ha documentado, que los murciélagos hematéfagos pueden atacar
ocasionalmente a los seres humanos. Los eventos de ataques a personas ocurren
principalmente en regiones remotas donde, ademas, el acceso a la atencién médica
esta restringido (Johnson & Aréchiga, 2014). La rabia transmitida al ser humano por

Desmodus rotundus en los ultimos afos ha tomado mayor importancia. En México
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en diciembre de 2022, el Sistema Especial de Vigilancia Epidemiologica de Rabia
Humana notific6 dos casos positivos en Oaxaca, seguidos de tres casos mas
sospechosos en enero 2023. Todos ellos por agresion de quiropteros, por tal motivo
es importante continuar con el monitoreo y la implementacion de medidas
preventivas de ataques por parte de estas especies de murciélagos. (CONAVE,
2023).

2.4.1.2 Desmodus rotundus

También conocido como vampiro comun (GBIF, 2021), es el murciélago hematéfago
mas abundante en México, su distribucién geografica se extiende por tierras bajas
humedas y calidas de México, América Central y Sudamérica. Es un mamifero
altamente especializado en los animales domésticos y de tallas mediana y grande
como presas, aunque eventualmente puede incluso morder y alimentarse del ser
humano. Generalmente viven en colonias de 20 a 100 individuos, aunque se han
encontrado colonias conformadas por incluso mas de 5,000 murciélagos (Rojas
Martinez, 2005).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Desmodus rotundus. Obtenido de: gbif.org

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Mamalia
Orden Chiroptera
Familia Phyllostomidae
Genero Desmodus
Especie | Desmodus rotundus
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2.4.1.2.1 Caracteristicas anatomicas

D. rotundus (Fig. 3), tiene el cuerpo cubierto de pelaje denso y corto, de
coloraciones variadas que puede ir de tonos rojizos, dorados y grises (Scheffer &
Barros, 2022). Son considerados murciélagos de talla mediana, dentro de los
microquiropteros. La longitud total del cuerpo de D. rotundus varia entre 69 a 90 mm
y una envergadura de entre 35 a 45 cm. El peso promedio de estos ejemplares en
edad adulta varia entre 25 y 40 gramos, generalmente las hembras son de mayor
tamafo y peso que los machos (Greenhall, 1983). Poseen orejas relativamente
pequenas en comparacion con otras especies. El labio inferior posee un surco
mediano en forma de “V”, que les facilita el proceso de alimentacion (Scheffer K. ,
2011).

Figura 3. Desmodus rotundus Autor, Marco Zozaya (2023) Obtenido
de: https://inaturalistopendata.s3.amazonaws.com.

D. rotundus posee también un pulgar largo, siendo el mayor tamano de todas las
demas especies de murciélagos. Esta estructura le permite apoyarse cuando tiene
las alas cerradas y de esta manera le es facil desplazarse adoptando una posicién
cuadrupeda cuando estan en el suelo. A diferencia de otras especies, Desmodus
rotundus puede caminar, saltar y correr como un animal cuadrupedo, lo que le

permite ser un depredador muy agil y sigiloso (GBIF, 2021).
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2.4.1.2.2 Formas de comunicacion en D. rotundus

Gran parte de la comunicacion social y comportamiento en los murciélagos es
mediado por sefales auditivas, incluso, hay evidencia de que existe divergencia
poblacional y dimorfismo sexual en las llamadas acusticas entre individuos (Davalos
& Lancaster, 2019). Las vocalizaciones entre murciélagos pueden indicar conductas
de identificacion entre individuos, con fines reproductivos, alimenticios o incluso
reconocimiento materno (Smith & Downing, 2024). Sin embargo, también es posible
encontrar una gran cantidad de estudios especificos de diversos mamiferos en los
cuales se describen formas de comunicacion mediadas quimicamente entre los
individuos de una poblacion, las cuales son llevadas a cabo en el sistema

vomeronasal y epitelio neuro olfatorio (Yohe & Krell, 2023).

2.4.1.2.2.1 Organo vomeronasal

Se denomina 6rgano vomeronasal (OVN) por su proximidad al hueso vémer en la
cavidad nasal, pero también es conocido como “6rgano de Jacobson” debido a que
fue descrita su funciéon en animales por primera vez en 1811, por Ludwig Levin
Jacobson, quien propuso que era una estructura especial para la percepcion de
olores singulares (Sarria & Artigas, 2014). Aunque fue descubierto 100 afios antes
en el ser humano por el cirujano aleman Ruysch en 1703. Este detalle anatémico
fue considerado vestigial y se crey6 que las funciones del OVN se habian perdido

en algun momento de la evolucion del hombre (Borgarelli, 2007).

En reptiles, anfibios y mamiferos, se sabe actualmente que el OVN juega un papel
muy importante en los comportamientos mediados por feromonas, tales como la
socializacidon, reproduccion y crianza, aunque, estudios recientes afirman que
también tiene gran relevancia en la busqueda de alimento. Sin embargo, la mayor
parte de este conocimiento proviene de modelos disefiados con roedores (Yohe &
Abubakar, 2017)
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El sistema vomeronasal cuenta con una gran cantidad de receptores
vomeronasales distribuidos en 6rgano vomeronasal, estos neuro receptores son
muy importantes en la codificacion y transduccion de senales quimicas que median

conductas propias en cada individuo (Smith & Downing, 2024).

Algunos mamiferos realizan un movimiento facial caracteristico llamado “reflejo o
signo de Flehmen”, es un particular movimiento que consiste en la retraccion de los
labios superiores para permitir captar mejor las feromonas y olores de su entorno.
Las neuronas bipolares sensoriales que forman parte del OVN, detectan las
feromonas y transmiten esta informacién a través de los nervios vomeronasales
hasta el bulbo olfatorio accesorio (BOA), que a su vez tendria conexiones con el
bulbo olfatorio principal, el sistema limbico y el hipotadlamo, ejerciendo asi
comportamientos propios a los estimulos recibidos, ya sea de tipo sociosexual o de
caza (Sarria & Artigas, 2014).

Se cree que la posicidén de esta estructura anatdomica puede variar en Desmodus
rotundus, debido a sus caracteristicas braquicefalicas. De Estudios realizados con
anterioridad, se ha demostrado que los murciélagos son el unico grupo de animales
en los que es muy variable el desarrollo del OVN debido a factores evolutivos
relacionados con sus habitos alimenticios. En la comparativa de dieciocho familias
de murciélagos estudiadas, se encontré que la familia Phyllostomidae posee
organos vomeronasales mejor desarrollados y funcionales en su totalidad
(Bhatnagar & Meisami, 1998).
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2.4.1.2.2.1.1 Ubicacidén y anatomia

Bulbo olfatorio
accesorio

Epitelio olfatorio
principal

Organo
vomeronasal

Bulbo
olfatorio

Figura 4. Esquema de la cavidad nasal de murciélagoy estructuras
asociadas (vista sagital). Modificado de Yohe R. & Abubakar (2017).

El OVN es una estructura de forma cilindrica, ubicada de manera bilateral, cubierto
por cartilago dentro del tabique nasal rostroventral, proximal al hueso vomer en los
mamiferos (Bhatnagar & Meisami, 1998) (Fig. 4). Aunque se cree que la posicion
de esta estructura anatoémica puede variar en Desmodus rotundus, debido a sus

caracteristicas braquicefalicas.

2.4.1.2.2.1.2 Receptores Vomeronasales

En el OVN de la mayoria de los mamiferos se encuentran 3 tipos de receptores: tipo
1 (V1IR), tipo 2 (V2R) y los receptores de péptido formilado (FPR). Los 3 tipos de
receptores cumplen con funciones determinadas y cuya presencia, ausencia y
funcionalidad, depende de factores tales como la evolucion y caracteristicas
alimenticias propias de cada especie (Yohe & Abubakar, 2017), estos receptores
pertenecen a la super familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR’s por
sus siglas en inglés), pero son codificados por diferentes familias de genes (Yohe &
Krell, 2023).

En los mamiferos se cree que estos receptores tienen afinidad por la deteccion de

feromonas implicadas en la comunicacion quimica especifica y, por lo tanto, son de
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gran importancia en el desarrollo conductual de los individuos, particularmente en
aspectos reproductivos (Yohe & Davies, 2019). A pesar de la importancia de estos
receptores para la supervivencia y reproduccion, la vomero-olfacién se ha
modificado en algunos mamiferos, por ejemplo: en algunas especies de
murciélagos donde la pérdida de funcionalidad no se ha determinado de manera
causal y, aunque se cree que puede estar relacionada con la ecolocalizacion y
predileccion de dietas, esto aun no esclarece la razén por la que algunos
murciélagos como los pertenecientes a la familia Phyllostomidae poseen un OVN
mas funcional que en la mayoria de los demas quiropteros (Yohe & Abubakar,
2017).

2.4.1.2.2.1.3 Receptores Vomeronasales acoplados a proteina G

La deteccion de feromonas en los receptores vomeronasales y el reconocimiento
de compuestos quimicos comienza en las neuronas sensoriales del neuroepitelio
del OVN, las cuales poseen GPCR (Wekesa & Anholt, 1999). Las neuronas
sensoriales pertenecientes a este tipo de receptores en la regién apical del
neuroepitelio vomeronasal, expresan a la proteina Ga, del subtipo Giz, mientras que
las localizadas en la regidén basal del neuroepitelio y pertenecientes a los V2R,
expresan a la proteina Ga del subtipo Go (Halpern, 1995). Por otra parte, el tercer
tipo de receptores vomeronasales pueden encontrarse en ambos estratos del

neuroepitelio vomeronasal, estos son denominados FPR (Fig. 5).
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Figura 5. Familias de genes de receptores vomeronasales en ratén indicando la
expresion de genes en las capas apical y basal del epitelio vomeronasal.
Modificado de Rodriguez I. & Boehm.

Los receptores VIR y V2R, descritos en roedores, son muy parecidos entre si,
ambas familias pertenecen a la superfamilia de GPCR’'s y la mayoria de ellos se
codifican en pocos cromosomas, teniendo sus mayores diferencias en las zonas
amino terminal (zonas donde se glicosila para obtener mayor afinidad por el ligando)
y las zonas carboxilo terminal (regiones donde se ubiquitina o fosforilan para liberar
a la proteina G (Silva & Antunes, 2017). Sin embargo, se han demostrado algunas
diferencias, en la presencia y distribucion de estos receptores, por ejemplo, que las
neuronas en la capa apical poseen exclusivamente V1R’s y proyectan sus axones
a la region rostral/anterior del bulbo olfatorio accesorio (BOA), mientras que las de
la region basal poseen exclusivamente V2R’s se proyectan sus axones a la region
caudal del BOA (Wekesa & Anholt, 1999).

De acuerdo con estudios de Changping Jia (1996), se ha considerado que las
neuronas receptoras en el epitelio vomeronasal con proyecciones diferenciales al

BOA es una caracteristica que se conserva entre diferentes especies de mamiferos.
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2.4.1.2.2.1.4 Receptores Vomeronasales de tipo 1 (V1r)

Los receptores vomeronasales V1R se situan en las neuronas sensoriales de la
region apical del OVN y se ha descrito que se encuentran de forma intacta en
murciélagos (Yohe & Davies, 2019). Se ha estudiado cuales son las posibles
funciones de estos receptores vomeronasales y se les atribuye el reconocimiento
de sustancias quimicas asociadas a las secreciones corporales como la orina, el
sudor, lagrimas o heces de congéneres o incluso de individuos de otras especies
(Rodriguez, 2016).

Los V1R parecen especializarse en la deteccion de sustancias quimicas pequefnas
como ciertos metabolitos (v.g. de estrégenos) y los V2R pueden reconocer

moléculas de mayor tamano, como péptidos o proteinas (Rodriguez, 2016).

De acuerdo con estudios realizados en roedores, se considera que los metabolitos
de esteroides sulfatados son potentes agonistas de los VIR y se cree que la
deteccioén olfativa y afinidad de estas sustancias a los receptores vomeronasales

podria ser una caracteristica ancestral de los vertebrados (Nodari & Hsu, 2008).

Los TRPC2 (canales iénicos receptores de potencial transitorio) se expresan en la
mayoria de las neuronas sensoriales del epitelio vomeronasal y son esenciales para
que un OVN sea completamente funcional, ya que se consideran indispensables
para la transduccion de sefales mediadas por la deteccion de feromonas, lo cual ha
sido demostrado en diversos estudios acerca de la pérdida de funcionalidad del

OVN en primates, cetaceos y en algunos murciélagos (Liman & Dulac, 2007).
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Figura 6. Via de sefializacién celular del receptor vomeronasal tipo 1 de mamiferos.
Modificado de Yohe & Krell (2023).

La via de activaciéon de los V1R que se describe mas frecuentemente es la mediada
por TRPC2, en donde tras la union de las feromonas a los receptores
vomeronasales, se desencadenan una cascada de sefalizacién intracelular que
activa los TRPC2, los cuales se abren y permiten el flujo de calcio hacia la célula, lo
que da como resultado la despolarizacion de la neurona, que permite la
transduccion de sefiales quimicas en eléctricas y de esta manera el cerebro pueda
integrar asi la sefial correspondiente a las feromonas detectadas (Yohe & Davies,
2019) (Fig. 6).
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2.5 Importancia de los estudios complementarios en OVN de
murciélagos.

Se considera que los murciélagos poseen sistemas olfativos bien desarrollados y
que probablemente han conservado la funcion del érgano vomeronasal de formas
diversas entre especies. Por tal motivo, los murciélagos pueden servir como
modelos informativos para comprender mejor el sistema quimiosensorial (Bhatnagar
& Meisami, 1998).

En la literatura de morfologia comparada sobre mamiferos, usualmente los
murciélagos son agrupados en la suposicion de lo que puede observarse en otras
especies animales. Segun los estudios de Bhatnagar, citados por Yohe & Krell
(2023), basados en sus multiples estudios de la estructura del sistema nasal, que
los murciélagos deben ser considerados de manera independiente, pues esta
especie como objeto de estudio puede sentar las bases para la formulacion de
nuevas hipotesis y temas de interés cientifico relacionados con la comunicacion

mediada quimicamente por el sistema vomeronasal.

2.5.1 Herramientas auxiliares en estudios morfoldgicos

El desarrollo y perfeccionamiento de técnicas de analisis morfolégico han permitido
un mejor estudio de estructuras especializadas, v.g. el 6rgano vomeronasal de los
murciélagos. Para ello, es posible emplear algunas herramientas que permitan
complementar los métodos histolégicos convencionales y de esta manera obtener
una visualizacion y descripcion mas completa a nivel microscopico (Yohe &
Hoffmann, 2018).
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2.5.1.1 Modelado tridimensional

Entre los avances tecnologicos mas significativos se encuentra el uso de
herramientas informaticas para el procesamiento de imagenes de érganos y/o
tejidos que permitan comprender mejor la morfologia y las relaciones entre las

estructuras anatomicas y/o histoldgicas y su funcién (Harshavardhan, 2024).

En los ultimos afos, la reconstruccion tridimensional a partir de preparados
histolégicos ha tomado gran auge, lo que ha promovido un mejor analisis
microscopico que permite obtener valiosa informacion de muestras de tejidos,
mediante la reconstruccion de modelos 3D muy precisos, de tal modo que se puede
obtener mayor informacion de la arquitectura tisular, lo que ofrece numerosos
beneficios potenciales relacionados con el analisis de interacciones celulares y

tisulares en la histologia y la histopatologia (Kurz & Mdller, 2024).

En este contexto, programas como Blender, un software universal de procesamiento
y animacion tridimensional, cuyo uso se basa en producir imagenes y animaciones
de alta calidad (Blender Foundation, 2024), pueden facilitar la visualizacion

detallada de estructuras anatomicas y/o histolégicas de manera tridimensional

2.5.2 Herramientas moleculares y bioinformaticas en estudios funcionales

Las herramientas bioinformaticas pertenecen a las disciplinas cientificas que se
desarrollan empleando software, bases de datos, algoritmos y métodos
computacionales que se pueden incorporar como estrategias de investigacion con
la finalidad de estudiar y comprender los sistemas bioldgicos (Portillo Bobadilla &
Pérez Hernandez, 2022).

En los ultimos afios, la bioinformatica ha tenido un impacto relevante en las ciencias

biolégicas, permitiendo la mejora de diagndstico clinico y en farmacologia.
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2.5.2.1 Modelado molecular (Molecular docking)

Es posible emplear herramientas de software para predecir las propiedades o
actividades de sustancias relacionadas con la alteraciéon endocrina mediante la
interferencia con la sefalizacion hormonal mediada por receptores (Schneider &
Pons, 2019).

El modelado molecular, también denominado Molecular Docking, es un método
bioinformatico que utiliza un enfoque de acoplamiento para predecir la conformacion
o afinidad de unién de los ligandos y la interaccién que estos pueden tener con el
sitio de union de las proteinas/receptores (Stanzione, 2021). Este enfoque resulta
particularmente utii en el campo del reposicionamiento de farmacos. El
reposicionamiento de farmacos consiste en la reutilizacion de un principio activo
farmacéutico que ya se encuentra en el mercado, para un segundo fin diferente que
para el que fue disefiado (Jourdan & Bureau, 2020). Este proceso es clave en la
identificacion de sustancias quimicas que, debido a su interaccion con determinados
receptores, puedan tener efectos en el sistema endocrino de los organismos. En
este sentido, se conoce como disruptor endocrino a una sustancia quimica, ya sea
de origen natural o sintético, que tiene la capacidad de imitar, bloquear o interferir
en la funcién 6ptima de las hormonas en el organismo (NIH, 2020), (Eni & Ibor,
2019).

Los resultados de la afinidad entre proteina — ligando se analizan en kcal/mol, que
representa la energia de enlace o unioén entre el complejo. De acuerdo con este tipo
de estudios in silico, cuanto menor sea la energia de unién, mayor sera la eficiencia
de la union formada (Shivanika & Deepak, 2020). En general es confiable un valor
de energia de unién o enlace, menor a -5 kcal/mol, pues este representa una unidon
estable (Cai & Cai, 2023). Este tipo de analisis es complementado por técnicas
como el modelado molecular basado en el algoritmo de Attracting cavities, que
consiste en predecir la posicion mas probable de los ligandos con las proteinas o

receptores que estén siendo analizados (Rohrig & Goullieux, 2023). De esta manera
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se puede mejorar la precision en la evaluacion de la interaccion entre ligandos y

receptores.

En el contexto del d6rgano vomeronasal, esta técnica permite simular el
acoplamiento de compuestos quimicos con receptores vomeronasales. Su
aplicacion puede ser muy bien aceptada en especies poco estudiadas, donde las
investigaciones experimentales directas pueden ser limitados por la disponibilidad

biolégica de las mismas.
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3. LINEA DE GENERACION Y APLICACION DEL
CONOCIMIENTO

3.1 Salud animal

La coordinacion de los objetivos de la salud animal y la salud publica fortalece el
concepto y desarrollo de “Una Sola Salud”, promovido por la OMS y la OMSA
(WOAH, 2022) y para lograrlo es fundamental el control y la prevencion de
enfermedades zoondticas, donde la morfofisiologia y la biotecnologia realizan
aportaciones sumamente importantes que permiten mejorar las medidas de

medicina preventiva.

Los murciélagos hematdfagos, y particularmente Desmodus rotundus, tienen gran
importancia en el aspecto econdmico y productivo en el sector ganadero del pais,
pues constituyen un potencial vector en la transmision de rabia en especies
domésticas, ademas de la gran importancia en la salud publica pues pueden atacar
también al ser humano (SENASICA, 2020). Debido esto es trascendental realizar
mas investigaciones y estudios que permitan establecer y mejorar métodos de
control de estas especies de murciélagos, para evitar que representen riesgos para

la poblacién humana y animal.

El conocimiento obtenido como resultado de este proyecto podra utilizarse para
futuras investigaciones donde el objetivo sea el control o manejo preventivo de esta

especie de murciélagos hematofagos.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por su ubicacion geografica, el estado de Hidalgo alberga una gran variedad de
mamiferos, entre ellas se encuentran 58 especies de murciélagos, con diversos
tipos de alimentacién, donde los frugivoros son los que mas predominan (Rojas
Martinez & Aguilar Lopez, 2021).

La mayoria de la gente piensa que estos animales son dafinos y, en lo general,
indeseables (Rojas Martinez & Soriano Sanchez, 2006). Sin embargo, son solo 2
especies de murciélagos que habitan en esta regién, los que se alimentan de
sangre: Desmodus rotundus y Dyphilla ecaudata. Siendo el primero la especie que
representa mayor riesgo economico, productivo y de salud. Derivado de la presencia
de murciélagos hematéfagos, la mayoria de los casos de rabia paralitica en ganado
se presentan en la Sierra Madre Oriental (Fig. 7 y Ver Anexo 14.1 Distribucién de
Desmodus rotundus en el estado de Hidalgo), en zonas de Tamaulipas, San Luis
Potosi, Hidalgo, Puebla y norte de Veracruz; seguido del Istmo de Tehuantepec,
Tabasco, Chiapas, sur de Veracruz y region oriental de Oaxaca (SENASICA, 2022).
Esto convierte al estado de Hidalgo en un punto de interés para el estudio de esta
especie, pues ademas de contar con su distribucion natural, es considerado como
uno de los principales Hot Spot de rabia en especies ganaderas transmitida por

quirépteros.

Se han publicado pocos trabajos relativos al estudio de murciélagos en el estado de
Hidalgo, lo que demuestra la escasa existencia de investigaciones sobre este grupo
de mamiferos (Aguilar Lopez & Rojas Martinez, 2012). Por tal motivo, es importante
investigar a estas especies, para contribuir con estudios futuros en el desarrollo de

mejores medidas de prevencién de los ataques al ganado en la region.
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Figura 7. Mapa delrelieve del Estado de Hidalgo. Obtenido de INEGI (2022).
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5. JUSTIFICACION

Los murciélagos vampiros tienen un sentido del olfato muy bien desarrollado, donde
se ve involucrada la funcion del OVN, esto les es de ayuda para poder determinar
la direccion de donde provienen los olores de sus presas (Bahlman & Kelt, 2007).
Por lo general, los murciélagos vampiros visitan un solo animal hospedero por
noche, pero pueden beber sangre de la misma presa durante varias noches
consecutivas. Hoy en dia, los murciélagos vampiros son mas abundantes en areas
con ganaderia extensiva pues obtienen de ellos una fuente de alimentacion
constante y segura (Voigt & Kelm, 2006). Las adaptaciones que permiten la
alimentacion exclusivamente hematéfaga hacen también que el murciélago vampiro
sea muy eficaz para transmitir el virus de la rabia (Johnson & Aréchiga, 2014). La
relacion de la capacidad y habilidad de los murciélagos vampiros en la deteccion de
sus presas en funcién del desarrollo idoneo de su OVN en comparacion con
murciélagos que tienen habitos alimenticios diferentes, los convierte en un objeto
de estudio de gran importancia, ademas de que poco se ha descrito en
investigaciones cientificas recientes con respecto a estos ejemplares y de la
morfologia del OVN como estructura anatomica esencial en su comportamiento de
cazay reproduccion (Bahiman & Kelt, 2007). Los conocimientos generados con esta
investigacion sentaran las bases para el disefio de un nuevo control biolégico de los
murciélagos hematdéfagos mas especifico y que no tenga repercusion secundaria

en otras especies animales.

En 2015, la Organizacion de las Naciones Unidas, emitio un listado de 17 objetivos
de desarrollo sostenible, cada uno de estos objetivos tiene metas especificas que
deben alcanzarse en los proximos 15 afios, con la finalidad de erradicar la pobreza,
proteger el planeta y asegurar la prosperidad para todos los seres humanos (ONU,
2015).

Este proyecto de investigacion contribuye al cumplimiento del objetivo numero 3
relativo a “Salud y Bienestar” (Fig. 8), y en cuyo desglose se menciona que debe de

fortalecerse y mejorar la prevencion de plagas y enfermedades zoonoticas, la alerta
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tempranay la gestion de los riesgos sanitarios nacionales e internacionales, ademas
de fortalecer la salud publica y animal (ONU, 2015).

OBJETIV<3S sosteniBLE

AN SALUD EDUCACION IGUALDAD AGUA LIMPIA
DE LA POBREZA Y BIENESTAR DE CALIDAD DE GENERO Y SANEAMIENTO

TRABAJO DECENTE “0 REDUCCION DE LAS
Y CRECIMIENTO DESIGUALDADES
ECONOMICO

i

‘l ACCION ] VIDA ] PAZ JUSTICIA 1 ALIANZAS PARA

E INSTITUCIONES LOGRAR
SOLIDAS LOS OBJETIVOS

POR EL CLIMA

\ P

Figura. 8. Objetivos de desarrollo sostenible. Modificado de ONU (2015). Obtenido de:
https://www.un.org/sustainabledevelopment/.

SUBMARINA

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢(El 6rgano vomeronasal de Desmodus rotundus presenta caracteristicas
morfoldgicas y moleculares compatibles con la presencia de receptores acoplados
a la proteina Gia,, y dichos receptores son capaces de interactuar con analogos de

estrégenos mediante acoplamiento molecular?
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7. OBJETIVOS

Objetivo general

e Analizar las caracteristicas morfolégicas y moleculares del dérgano
vomeronasal de Desmodus rotundus para determinar la presencia y
funcionalidad de receptores asociados a la proteina Gia, mediante modelado

molecular y proponer funciones especificas en esta especie.

Objetivos especificos

e Contribuir al conocimiento celular y tisular del érgano vomeronasal de
Desmodus rotundus, mediante el analisis microscépico de preparaciones
histologicas.

e Disenar un modelado 3D con el software Blender (GPL) de las estructuras
que conforman al o6rgano vomeronasal de Desmodus rotundus, para
optimizar los datos obtenidos.

e Realizar un modelado molecular con la finalidad de proponer analogos a
estrégenos que puedan acoplarse a los receptores vomeronasales de

Desmodus rotundus.

8. HIPOTESIS

El murciélago hematéfago Desmodus rotundus posee un érgano vomeronasal con
caracteristicas morfoldgicas particulares y presenta receptores asociados a la
proteina Gia, cuya estructura molecular permite la interaccion con analogos de

estrogenos.
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9. METODOLOGIA

9.1 Definicion espacial y temporal

El desarrollo de este proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Histologia e
Histopatologia del Area Académica de Medicina Veterinaria del Instituto de Ciencias
Agropecuarias perteneciente a la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. El
tiempo en el que se realizé fue de cuatro semestres, tiempo perteneciente a la
duracion del Programa Educativo de la Maestria en Ciencias Zootécnicas y Salud

Animal.

9.2 Sujetos de investigacion

El protocolo de este proyecto fue sometido al Comité Institucional Etico para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la Universidad Auténoma del
Estado de Hidalgo y fue aprobado con numero de folio CICUAL-V-1/018/2023.

Los ejemplares de D. rotundus fueron capturados en el Estado de Hidalgo, en el
municipio de Atotonilco el Grande, mediante el sistema de redes de niebla, dentro
de los programas de apoyo y prevencion para la captura de murciélago transmisor
del virus de la rabia implementados por el Gobierno del Estado, dentro de la
“Campana nacional para la prevencion y control de la rabia en bovinos y especies
ganaderas” NOM-067-Z00-2007. Por disponibilidad bioldgica fueron capturados 10
ejemplares de Desmodus rotundus, 5 hembras y 5 machos.

Los sujetos de investigacion fueron eutanasiados mediante el siguiente protocolo:

e Tranquilizacion y sedacién: Ketamina a 5 mg/kg y Clorhidrato de
Medetomidina a 50 mg/kg. Via intramuscular.
e FEutanasia con sobredosificacion de Pentobarbital sédico al 0.1%. Via

intrahepatica/ intracardiaca.
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El protocolo anterior se realizé siguiendo las disposiciones legales aplicables
establecidas en la NOM-033-SAG/Z00-2014: Métodos para dar muerte a los
animales domeésticos y silvestres; Y, de acuerdo con la literatura consultada sobre

manejo y contencion quimica de fauna silvestre (Lollar, 2018).

9.3. Histologia

9.3.1 Fijacion y procesamiento de las muestras

Las cabezas de los sujetos de investigacion (Fig. 9), fueron diseccionadas y las
muestras bioldgicas fueron fijadas en una solucion acuosa de formaldehido al 3.7%,
amortiguado con fosfatos, por un periodo de 48 horas; Se realizaron cortes
transversales y longitudinales de la regién nasal de los sujetos de investigacion (Fig.

10), después se descalcificaron en solucién diaria de acido clorhidrico y acido

férmico ambos a una concentracion del 8%, en partes iguales, durante 5 dias (Callis
& Sterchi, 1998).

Figura 9. Ejemplar de Desmodus rotundus posterior a la eutanasia. A: Desmodus rotundus
en posicion ventrodorsal. B: Desmodus rotundus en posicién dorsoventral.
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Figura 10. Diseccidon de cabezas de Desmodus rotundus. A: Corte transversal de la nariz
de Desmodus rotundus. B: Corte longitudinal de la cabeza de Desmodus rotundus.

Posteriormente, las muestras se procesaron mediante el método de inclusidon en
parafina (Tabla 2) (Ver anexo de procesamiento histoldgico) (Prophet, 1995). Por
medio de un procesador automatizado de tejidos marca Leica, modelo TP-1020. El
objetivo de este proceso fue sustituir el agua contenida en los tejidos por parafina
con el fin de que la muestra biolégica adquiriera una consistencia adecuada para

realizar cortes delgados de la misma.

Tabla 2. Método de inclusién en parafina. Modificada de Prophet, 1995

Proceso Reactivo

Lavado Agua destilada
Etanol (60%)
Etanol (70%)
Etanol (80%)
Deshidratacién, de forma gradual | Etanol (95%)
Etanol (95%)
Etanol (100%)
Etanol (100%)

Xileno
Aclaramiento
Xileno
Parafina
Infiltraciéon
Parafina
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Una vez terminado el procesamiento de las muestras en el histokinette, estas se
colocaron dentro de escuadras de aluminio de 3 x 3 cm a las que les fue afadida
parafina de grado histolégico con la finalidad de formar bloques, que se dejaron
enfriar y solidificar durante 24 h, para posteriormente obtener cortes de 8 um y 10
pm de grosor, con un microtomo marca Leica, modelo RM2125RT. Los cortes se
colocaron en portaobjetos de vidrio y con ayuda de un bafio de flotacién marca
Premiere, modelo XH-1001, preparado con 700 mL de agua destiladaa 37°Cy 2 g
de grenetina, las muestras fueron extendidas y recuperadas con los mismos
portaobjetos. Finalmente, los cortes se adhirieron por calor al portaobjetos mediante

una placa térmica a 60°C, derritiendo parcialmente la parafina.

9.3.2 Tincion y montaje

El procedimiento de tincién consiste en someter al tejido a sustancias colorantes
con el fin de poder apreciar bajo la observacion con microscopio 6ptico la estructura

histologica de las muestras trabajadas.

La técnica de tincion empleada para este proyecto fue Hematoxilina — Eosina (Ver
anexo de procesamiento histolégico). Esta técnica corresponde al grupo de técnicas
conocidas como generales o topograficas. Es una coloracion en la que intervine la
hematoxilina (colorante basico), que es un colorante nuclear y la eosina (colorante

acido) que tifie el citoplasma celular (Prophet, 1995).

El siguiente paso después de la tincidbn de las muestras, fue el montaje, este
procedimiento consistié en proteger el tejido con un cubreobjetos adherido mediante

resina sintética al portaobjetos, el cual se dejé secar durante 24 horas.

9.3.3 Analisis, interpretacion y toma de fotografias
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Se procedid a analizar las muestras con ayuda de un microscopio compuesto de

campo claro con epifluorescencia integrada marca Olympus, modelo BX41.

Para realizar la toma de fotografias de los hallazgos en las muestras estudiadas, se
utilizé una camara digital Evolution VF Cooled Color (MediaCybernetics). El software
empleado fue el Image-ProExpress 6.0 (MediaCybernetics). Se realizaron capturas
a 100x, 400x y 1000x, (Fig. 11).

Figura 11. Analisis de preparaciones histolégicas y toma de fotografias.

9.4 Modelado 3D del 6rgano vomeronasal

Empleando el software Blender v. 3.0 (GPL) se realizé el modelado 3D del érgano
vomeronasal de acuerdo con los hallazgos estructurales y celulares identificados.
El modelo se construye mediante la digitalizacidén de los cortes histologicos seriados
del OVN y la informacion obtenida de la diseccion anatomica, al extraer
caracteristicas morfolégicas microscépicas y macroscopicas de las estructuras

estudiadas.
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Para tal efecto, se realizé la delimitacion del perimetro que conforma la estructura
vomeronasal en los cortes transversales del OVN, mediante el uso del software
Sketchbook®. Se asignd un codigo de color (Tabla 3), para cada estructura y de
esta manera, poder identificar de mejor manera los componentes del modelo

tridimensional.

Tabla 3. Codigo de colores RGB empleado para la diferenciacion de estructuras en el
modelo tridimensional.

Cartilago R: 103, G: 42 y B: 203
Epitelio R: 165, G: 47 yB: 172
Lamina propia R: 45, G: 123 y B: 225

Ducto vomeronasal Sin color

Posterior a la delimitacion de areas, las imagenes generadas fueron exportadas en
formato .PNG vy finalmente en el software Blender v. 3.0 (GPL), se realiz6 el

modelaje tridimensional de las mismas.

La realizacion de este modelo tridimensional permitio sintetizar los hallazgos de este
proyecto, pues la informacion y accesibilidad a modelos similares es muy limitada y
generalmente son creados mediante tomografias computarizadas (Valchanov,
2017), por lo que no se cuenta con detalles morfologicos sobre las estructuras

histologicas.

9.5 Modelado molecular (Molecular docking)

Para llevar a cabo el modelado molecular es indispensable identificar la estructura
de la proteina (receptor) de interés, para ello se empled la plataforma de UniProt,
donde se obtuvieron los archivos con extension .PDB de los receptores Vn1R1 de
por lo menos 3 diferentes especies animales, asi como la informacion referente a
los dominios topoldgicos de cada proteina, o que permite identificar las regiones

extracelulares en donde se encuentran los sitios de union con los ligandos.
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Los receptores contemplados para este proyecto se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 4. Receptores VIR y dominios topolégicos.

Nombre del receptor | Dominio topolégico extracelular (Aminoacidos)
1-5
70-88
148-185
256-264
1-56
106-132
191-226
296-303
1-5
73-92
152-187
250-264
1-3
74-81
152-163
291-300
33-51
115-170
230-267
338-346
1-16
72-93
156-193
259-269
1-31
87-109
172-203
276-285

Ratén 1-19
71-93
156-187
260-289
1-20
72-93
156-183
260-268

MOUSE Q8VBS7 1-32

HUMAN Q7Z5H5

HUMAN Q9GZP7

Humano| HUMAN Q9BXE9

HUMAN Q7Z5H4

HUMAN Q8NFZ6

MOUSE Q9EP51

MOUSE Q8VIC6

MOUSE Q9EP79

MOUSE Q9EP93
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87-109
172-209
276-285

Rata

RAT Q5J3E5

1-19
71-92
155-186
257-268

RAT Q5J3N1

1-18
70-91
154-188
258-267

RAT Q5J3G9

1-18
70-88
155-186
257-268

RAT Q5J3M9

1-19
71-93
153-190
260-269

RAT Q5J3L7

1-20
81-93
156-193
260-269

Posteriormente, se identificaron los posibles ligandos y con ellos se realizaron
pruebas de acoplamiento molecular, para ello fueron seleccionadas 20 sustancias
activas correspondientes a 13 farmacos comerciales, los cuales cuentan con
aprobacién SAGARPA y cuyo uso veterinario esta aprobado. La finalidad de elegir
farmacos previamente aprobados para su uso en animales es identificar un posible
reposicionamiento de estos y su aplicacion en futuros proyectos de investigacion,
encaminados a la prevencion de ataques por parte de los murciélagos Desmodus
rotundus hacia el ganado o hacia el ser humano; Ademas de poder servir de apoyo

para el desarrollo de medidas de control bioldgico de esta especie.

Tomando esto a consideracion, los farmacos seleccionados para este proyecto se

enlistan a continuacion:
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Tabla 5. Sustancias activas seleccionadas para analizarse como posibles ligandos para
los receptores V1R.

Nombr_e Ingrediente activo Estructura SMILES
comercial
)i ClC@]12CC[C@H]3[C@H]([
17Bestradiol } \ C@@H]1CC[C@@H]20)CC
{"“‘ﬁ?“ C4=C3C=CC(=C4)0

Estro active®

Benzoato de estradiol

CI[C@]12CCIC@HI3[C@HI(]

C@@H]1CC[C@@H]20)CC

C4=C3C=CC(=C4)0C(=0)C5
=CC=CC=C5

C[C@H](CCCC(C)C)[C@H]1

Vigantol® Vitamina D3 A CCIC@@H]\2[C@@]1(CCC/
9 (Colecalciferol) b C2=C\C=C/3\C[C@H](CCC3
L“ =C)O)C
X CCCCCC1=CC(=C(C(=C1)0
CBD® Cannabidiol T )IC@@H]2C=C(CCI[C@H]2C
P (=C)C)C)O
-
e CIC@]12CCIC@H]3[C@HI(]
Dianabol® Metandrostenolona R f [ C@@H]1CC[C@]2(C)0)CC
SO C4=CC(=0)C=C[C@]34C
PN CCOP(=S)(OCC)OC1=CC2=
Coumafos (,/Q[u/[.m C(C=C1)C(=C(C(=0)02)Cl)C
/
Negasunt®
. | cceyoct=ce=cec=c1oc(=
Propoxur e O)NC
S
T
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Sulfanilamida

C1=CC(=CC=C1N)S(=0)(=0
N

e
Cimiazol N CC1=CC(=C(C=C1)N=C2N(
E I C=CS2)C)C
Ectogan® §
KU
S o CC1(C(C1C(=0)OC(C#N)C2
Cipermetrina l =CC(=CC=C2)0C3=CC=CC
A =C3)C=C(Cl)CI\C
.
Yfi\i_; . CC1(C(C1C(=0)OC(C#N)C2
Bayticol® Flumetrina U ~CO(=C(C=C2)F)OC3=CC=
y Ve CC=C3)C=C(C4=CC=C(C=C
e 4)ChCl)C
H N t
Taktic® Amitraz CC1=CC(=C(C=C1)N)C
) CC1=C(C2=C(CC[C@@](02
Vigantol® Vitamina E (Tocoferol) . " | )c)cee[c@H](C)ccClC@H
fpﬂ*’ J(C)CCCC(C)C)C(=C10)C)C
0
Catosal® Butafosfan ‘ | CCCCNC(C)(C)[P+](=O)O
/\/\”X o
Balsamo £ C[C@@]12CC[C@@H](C1(
blanco® Alcanfor (Camfor)

C)C)CC2=0
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C[C@@H]1CC[C@@H]2[C

Cedrol @]13CC[C@@]([C@H](C3)C
2(C)C)(C)O
Eucaliptol CC1(C2CCC(01)(CC2)C)C

Salicilato de metilo COC(=0)C1=CC=CC=C10

Mentol o ‘$ CC1CCC(C(C1)0)C(C)C

0
(o]
Oé

0
H

Mamisan®
a-Pineno (Aceite de _
trementina) @( CC1=CCC2CC1C2(C)C
~
~° C[C@H]1CCC[C@@H](CCcC
Zeralon® Zeranol ) . CCC2=C(C(=CC(=C2)0)0)C

(=0)01)0

Posterior a la identificacion de los principios activos, se recopilaron las SMILES
canonicas de los ligandos, a través de una revision bibliografica y la base de datos

consultada en PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Finalmente, para realizar el acoplamiento molecular, se empleé la plataforma de
SwissDock (Bugnon, Rohrig, & Goullieux, 2024), en donde se introdujeron los datos
de SMILES vy los archivos con extension .PDB (Protein Data Bank), que permite
analizar mediante Afttracting cavities la posible interaccién que pueden tener los

ligandos (principios activos seleccionados), con cada uno de los receptores VN1R1
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y de esta manera poder determinar el grado de afinidad entre ambos, cuyo resultado

se expresa en kcal/mol.

De manera complementaria, se realizé el procesamiento mediante la plataforma de
Endocrine disruptome (http://endocrinedisruptome.ki.si/), de los principios activos
que mayor afinidad mostraron con los receptores, para identificar la posible funcién
de estos, como disruptores enddcrinos y que estos puedan tener aplicaciones en

investigaciones posteriores.
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10. RESULTADOS

10.1 Histologia

De acuerdo con las observaciones y toma de fotografias realizadas a las
preparaciones histologicas, fue posible realizar la identificacion de las estructuras
que componen al érgano vomeronasal tanto en los cortes longitudinales, como en

los cortes transversales de la nariz de Desmodus rotundus.

En vista longitudinal, es posible la identificacion del 6rgano vomeronasal dentro de
la cavidad nasal, asi como su cercania a estructuras adyacentes como el epitelio
olfatorio (Fig. 12).

El 6rgano vomeronasal tiene forma cilindrica, su ubicacion y cercania a estructuras
proximales es menor en los murciélagos hematofagos, por su morfologia
braquicefalica (particularmente en Desmodus rotundus) en comparacion con otras

especies animales cuya anatomia es de caracteristicas dolicocéfalas.

RSN SEANNE

Figura 12. Mapa organografico de la cavidad nasalde Desmodos rotundus (corte longitudinal).
Organo vomeronasal. D. rotundus. H-E. Regién rostral. Corte longitudinal. 40X. Se observa el
epitelio olfatorio (A) albergado dentro de la cavidad nasal (B). El 6rgano vomeronasal (C) se
encuentra por encima del paladar duro (D). Barra =200 pm.

En los cortes transversales de la nariz de Desmodus rotundus es posible identificar

los componentes del érgano vomeronasal y la distribucién de estos con relacion al
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propio OVN. Tales como el septo nasal del que se deriva el cartilago vomeronasal,
que, en esta especie de murciélagos, tiene una particular forma de “C”, que brinda
soporte y alberga en su interior al 6rgano vomeronasal, fasciculos nerviosos,
ganglios vomeronasales y una gran cantidad de vasos sanguineos encargados de

irrigar a estas estructuras (Figs. 13, 14 y 15).
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Hembra

Figura 13. Corte transversal de la nariz de Desmodus rotundus (vista panoramica).
Cavidad nasal de Desmodus rotundus. H-E. Regidn nasal. Corte transversal. 40X. Se
observa el septo nasal (A), del que se deriva el cartilago vomeronasal (B), que tiene
forma de “C” y que en su interior alberga al érgano vomeronasal (C), se observa
también el ducto del érgano vomeronasal (D) y numerosos vasos sanguineos a la
periferia (E). Barra = 200 pm.
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Figura 14. Corte transversal del 6rgano vomeronasal de Desmodus rotundus. Organo
vomeronasal. D. rotundus. H-E. Region rostral, corte transversal. 100X. Se observa el
ducto vomeronasal (A), el epitelio del OVN (NE), debajo del cual se localiza una ldmina
propia rica en vasos sanguineos (B) y provista también de ganglios y nervios (D). El
cartilago vomeronasal (E) brinda soporte a la estructura. Barra = 100 pm.
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Figura 15. Neuroepitelio del o6rgano vomeronasal de Desmodus rotundus.

Neuroepitelio del érgano vomeronasal de D. rotundus. H-E. Region rostral. Corte
transversal. 400X. Se observa el ducto vomeronasal (A), que se encuentra revestido en
la parte media por un epitelio vomeronasal (B) de tipo pseudoestratificado columnar
con cilios (cabezas de flecha); debajo de este se observan vasos sanguineos (C)
albergados en la ldmina propia de tejido conectivo muy prominente (D). También es
posible identificar el cartilago vomeronasal (E) que brinda soporte a OVN. Barra = 20
pm.
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10.2 Modelado 3D del érgano vomeronasal

Se realizaron cortes histologicos transversales semiseriados de la nariz de
Desmodus rotundus, esto permiti6 ademas de la identificaciéon del érgano
vomeronasal, ubicar su distribucion dentro de la cavidad nasal de los murciélagos

hematéfagos estudiados.

Las fotografias capturadas de las preparaciones histologicas fueron tomadas como
referencia para modelar la morfologia del 6rgano vomeronasal de cada uno de los
cortes semiseriados, que posteriormente fueron empleados para, en conjunto
formar un modelo 3D del OVN, mediante el software Blender (Fig. 16).
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Figura 12. Modelado tridimensional de las fotografias histolégicas de cortes semiseriados.

De los cortes semiseriados, fueron seleccionados 11 de 120 cortes realizados en
las preparaciones histoldgicas, donde fue posible identificar la estructura
vomeronasal, se seleccioné una 1 laminilla de cada 10 para ser modelada
tridimensionalmente (Fig. 17). Considerando que cada corte tiene un grosor de 10

pm:

10 um x 120 laminillas = 1200 ym
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Figura 17. Distribucion de cortes semiseriados empleados en el modelado tridimensional.

Por lo que la longitud del ducto del OVN del sujeto de investigacion Desmodus
rotundus calculada de acuerdo con los cortes semiseriados, es de
aproximadamente 1200 um. Y el grosor de cada corte histolégico modelado sera

representativo a 109.09 ym.

Como siguiente paso para el desarrollo del modelado 3D del OVN, se identificaron
las estructuras de cada corte histologico con la asignacion del codigo de colores

que corresponda a cada componente (Tabla 6 y Fig. 18).

Tabla 6. Codigo de colores RGB empleado para la diferenciacidon de estructuras en el modelo
tridimensional.

Cartilago R: 103, G: 42 y B: 203
Epitelio R: 165, G: 47 yB: 172
Lamina propia R: 45, G: 123 y B: 225

Ducto vomeronasal Sin color
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Corte 10

Corte 11

Figura 18. Modelado tridimensional
de los cortes transversales
semiseriados del OVN y asignacion
de colores a las estructuras.

Finalmente, los modelos tridimensionales correspondientes a los 11 cortes
histolégicos transversales semiseriados del o6rgano vomeronasal fueron
ensamblados mediante el software Blender para formar la figura tridimensional

completa del OVN de Desmodus rotundus (Fig. 19, 20, 21 y 22).
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Figura 19. Modelo tridimensional del érgano vomeronasal de Desmodus
rotundus. A) Vista lateral izquierda y B) Vista lateral derecha.

Figura 20. Modelo tridimensional del 6rgano vomeronasal de Desmodus
rotundus. A) Vista dorsal y B) Vista ventral.
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Figura 21. Modelo tridimensional del 6rgano vomeronasal de Desmodus
rotundus. A) Vista craneal y B) Vista caudal.

63



Figura 22. Modelo tridimensional del 6rgano vomeronasal de Desmodus rotundus.
A) Ensamblaje de cortes transversales semiseriados y B) Corte transversal de
modelo tridimensional.
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10.3 Modelado molecular (Molecular docking)

Fueron analizados 15 receptores vomeronasales de tipo 1 (VN1R1) de 3 especies

diferentes: 5 de humano, 5 de raton y 5 de rata. Se realiz6 el acoplamiento molecular

de los 15 receptores con los 20 principios activos seleccionados.

El analisis de acoplamientos moleculares con receptores de ser humano (Tabla 7),

muestran una mayor afinidad con flumetrina, vitamina E, vitamina D, cipermetrina,

benzoato de estradiol y cannabidiol (Fig. 23).

Tabla 7. Acoplamiento molecular entre receptores de humano y 20 principios activos de
farmacos comerciales.

HUMAN HUMAN HUMAN HUMAN HUMAN
Q7Z5H5 Q9GZP7 Q9BXE9 Q7Z5H4 Q8NFZ6
O Energia de Energia de Energia de Energia de Energia de
enlace enlace enlace enlace enlace
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
17 B estradiol -6.71 -7.2 -6.91 -6.7 -6.78
Benzoato de estradiol -7.61 -6.78 -7.05 -7.45 -7.94
(g’(i)ﬁr:;rc‘?fgril) -8.04 -8.55 -6.78 -7.66 -8.23
Cannabidiol -7.33 -7.98 -6.97 -7.63 -7.75
Metandrostenolona -6.8 -7.03 -6.48 -6.9 -6.97
Coumafos -5.13 -6.54 -6.58 -4.55 -6.3
Propoxur -6.48 -6.96 -6.65 -6.5 -6.68
Sulfanilamida -5.9 -6.29 -6.42 -6.09 -6.6
Cimiazol -7.32 -7.03 -6.78 -6.87 -7.24
Cipermetrina -8.05 -8.52 -7.9 -7.9 -8.41
Flumetrina -8.88 -8.73 -8.4 -8.54 -9.37
Amitraz -5.71 -5.9 -5.9 -5.57 -6.1
Vitamina E (Tocoferol) -8.21 -8.87 -8.45 -7.93 -8.19
Butafosfan -6.6 -6.73 -6.69 -6.3 -6.64
Alcanfor (Camfor) -5.94 -6.08 -6.09 -5.89 -5.71
Mentol -6.24 -6.04 -6.25 -6.1 -6.25
Cedrol -6.73 -6.51 -6.54 -6.64 -6.27
Eucaliptol -6.19 -5.96 -6.15 -6.02 -5.86
Salicilato de metilo -6.09 -6.15 -6.13 -5.91 -6.3
a-Pineno (Aceite de 6.03 -5.91 6.2 6.2 -6.44
trementina)
Zeranol -7.18 -7.08 -6.97 -6.97 -7.21
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Figura 23. Grafico de acoplamientos moleculares entre VN1R1 humanos y principios activos.

El analisis de acoplamientos moleculares con receptores de ratén (Tabla 8),
muestran una mayor afinidad con flumetrina, cipermetrina, vitamina E, vitamina D

benzoato de estradiol y cannabidiol (Fig. 24).

66



Tabla 8. Acoplamiento molecular entre receptores de raton y 20 principios activos de
farmacos comerciales.

MOUSE MOUSE MOUSE MOUSE MOUSE
Q9EP51 Q8VIC6 Q9EP79 Q9EP93 Q8VBS7
AT AL Energia de | Energia de | Energia de | Energia de | Energia de
enlace enlace enlace enlace enlace
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

17 B estradiol -6.14 -7.1 -7.12 -6.96 -6.95
Benzoato de estradiol -7.47 -8.18 -7.98 -8.25 -6.66
(c\;/ clntlzzznallr::?fe?ril) -7.15 -7.08 -7.85 -8.14 -7.07
Cannabidiol -7.17 -7.2 -7.47 -7.78 -7.49
Metandrostenolona -6.1 -7.22 -6.84 -7.13 -6.69
Coumafos -6.25 -5.61 -6.82 -5.98 -4.7
Propoxur -6.75 -6.73 -6.53 -6.63 -6.69
Sulfanilamida -6.76 -6.24 -7.16 -6.23 -6.34
Cimiazol -7.13 -6.97 -7.99 -71 -6.4
Cipermetrina -7.95 -8.42 -8.68 -8.09 -8.25
Flumetrina -7.41 -7.96 -8.32 -9.17 -8.01
Amitraz -6.36 -5.99 -5.92 -5.94 -6.09
Vitamina E (Tocoferol) -6.3 -7.51 -8.28 -8.45 -7.94
Butafosfan -6.88 -6.54 -6.78 -6.59 -6.9
Alcanfor (Camfor) -5.69 -6.11 -6.05 -6.03 -6.38
Mentol -6.15 -6.35 -6.34 -6.23 -6.32
Cedrol -6.23 -6.65 -6.96 -6.79 -6.19
Eucaliptol -5.63 -6.17 -6.4 -6.15 -6.3
Salicilato de metilo -6.48 -6.23 -6.17 -6.29 -6.11
“'P'?reer;féﬁffége de 5.85 6.13 -6.15 6.17 6.4
Zeranol -6.19 -7.39 -7.5 -7.56 -6.48
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Figura 24. Grafico de acoplamientos moleculares entre VN1R1 de rat
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El analisis de acoplamientos moleculares con receptores de rata (Tabla 9),
muestran una mayor afinidad con flumetrina, vitamina E, cipermetrina, vitamina D,

benzoato de estradiol y cannabidiol (Fig. 25).

Tabla 9. Acoplamiento molecular entre receptores de ratay 20 principios activos de
farmacos comerciales.

RAT RAT RAT RAT
Q5J3E5 | QS5J3NA Q5J3G9 | QsJ3me | RAT Q8J3L7
RULCRIGlestiNe Energia de | Energia de | Energia de | Energia de En:;g :ede
enlace enlace enlace enlace (kcal/mol)
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
17 B estradiol -7.42 -6.85 -6.95 -71 -7.31
Benzoato de estradiol -8.39 -7.63 -8.21 -7.51 -8.43
@’gﬁgggﬁl) -8.26 7,53 -8.31 -8.32 -7.89
Cannabidiol -7.44 -7.63 -7.71 -7.8 -7.43
Metandrostenolona -7.19 -6.91 -7.39 -6.76 -7.38
Coumafos -6.35 -5.48 -6.55 -6.29 -6.62
Propoxur -6.84 -6.3 -6.72 -6.69 -6.8
Sulfanilamida -6.33 -5.9 -6.22 -6.44 -6.48
Cimiazol -7.31 -6.64 -6.99 -7.13 -7.27
Cipermetrina -8.47 -7.9 -8.1 -8.36 -7.79
Flumetrina -8.97 -8.56 -9.09 -8.7 -8.69
Amitraz -6.01 -5.87 -5.93 -5.8 -6.04
Vitamina E (Tocoferol) -8.67 -7.96 -8.85 -7.27 -8.84
Butafosfan -6.67 -6.38 -6.7 -6.91 -6.72
Alcanfor (Camfor) -5.93 -6.13 -6.15 -6.12 -6.11
Mentol -6.2 -6.16 -6.27 -6.4 -6.34
Cedrol -6.4 -6.67 -6.9 -6.5 -6.01
Eucaliptol -5.99 -6.14 -6.15 -6.22 -6.2
Salicilato de metilo -6.49 -6 -6.14 -6.24 -6.3
a-Pineno (Aceite de -6.08 -6.05 -6.12 -6.04 6.14
trementina)
Zeranol -7.33 -7.06 -7.69 -7.14 -7.47
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Figura 25. Grafico de acoplamientos moleculares entre VN1R1 de rata y principios activos.

Los resultados de los acoplamientos moleculares entre principios activos y

receptores vomeronasales de tipo 1, se muestra a continuacion (Tabla 10).

Los principios activos que mayor afinidad tuvieron con los 15 receptores
vomeronasales de tipo 1 que fueron analizados fueron: flumetrina, cipermetrina,
vitamina E, vitamina D3, benzoato de estradiol y cannabidiol. Estos resultados
pueden corresponder a la composicion y origen quimico de los principios activos
estudiados. Con los resultados obtenidos del modelado molecular es posible
identificar que los principios activos que mostraron alta y mediana afinidad pueden

interactuar energéticamente con los neuro receptores vomeronasales de tipo 1.
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Tabla 10. Afinidad entre principios activos y receptores vomeronasales de tipo 1.

5 8|28 hlelElglEls
V1R mggg:mgm&m%Nx})u
o | 5|3 ||a|U|ZglWUW|>INIO|D|N|Z
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17 B estradiol

Benzoato de
estradiol

Vitamina D3
(Colecalciferol)

Cannabidiol

Metandrostenolona

Coumafos

Propoxur

Sulfanilamida

Cimiazol

Cipermetrina

Flumetrina

Amitraz

Vitamina E
(Tocoferol)

Butafosfan

Alcanfor (Camfor)

Mentol

Cedrol

Eucaliptol

Salicilato de metilo

a-Pineno (Aceite de
trementina)

Nota: La determinacion de afinidad de los principios activos se clasifico de
acuerdo con la energia de unién entre ligando y receptor para ello se consideré lo
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Energia de union:

Afinidad alta (<-7 kcal/mol) -

Afinidad media (-7 a -5 kcal/mol) .

Afinidad baja (>-5 kcal/mol)

Se realizé un analisis complementario que permitiera identificar la posible aplicacion

de estos principios activos como disruptores enddcrinos (Tabla 11).

Tabla 11. Andlisis de principios activos como disruptores endocrinos.

Principio activo Receptores con probabilidad de unién

Probabilidad alta: Receptores de estrégenos,
Flumetrina PPAra (receptores relacionados con sintesis y
oxidacion de acidos grasos).

Probabilidad intermedia: Receptores de

Cipermetrina o
P hormonas tiroideas.

Baja probabilidad de interaccién con
Vitamina E receptores androgénicos, receptores de
glucocorticoides y mineralocorticoides.

Probabilidad intermedia: LXR-3 (receptor X

Vitamina D3 hepatico).

Probabilidad alta: Receptores de estrégenos,
PPAra (receptores relacionados con sintesis y
oxidacion de acidos grasos), LXR-B (Receptor
X hepatico) y receptores de glucocorticoides.

Benzoato de estradiol

Probabilidad intermedia: con receptores

Cannabidiol s
androgénicos.
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11. DISCUSION

11.1 Histologia

Las estructuras identificadas a nivel histolégico mediante cortes transversales y
longitudinales en la nariz de Desmodus rotundus, presentan una organizacion
morfofuncional congruente con la descrita para el organo vomeronasal en otras
especies de mamiferos, particularmente roedores, segun lo reportado en
investigaciones previas por Yohe y Abubakar (2017). Asimismo, estos hallazgos
guardan correspondencia con las descripciones generales del sistema olfativo y
quimiosensorial en quirépteros, propuestas por Bhatnagar (1998) , quien abordé de
manera panoramica los componentes estructurales del sistema vomeronasal, los
cuales en el presente proyecto fueron caracterizados con mayor resolucion

histologica.

La distancia entre el 6rgano vomeronasal y el epitelio olfatorio dentro de la cavidad
nasal de Desmodus rotundus resulté ser inferior a la reportada en especies con
morfologia craneal dolicocéfala, como algunos murciélagos frugivoros

documentados por Yohe y Abubakar (2017).

Con base en las caracteristicas histologicas observadas en el epitelio vomeronasal
de Desmodus rotundus, este puede ser clasificado como un 6rgano vomeronasal
neuroepitelial, de acuerdo con la tipologia establecida por Smith y Downing (2024).
Esta categorizacién implica la presencia de ganglios vomeronasales que median la
transmisién de senales electroquimicas desde el epitelio sensorial hacia el bulbo
olfatorio accesorio, en concordancia con lo descrito por Bhatnagar (1982) en

estudios previos sobre la neuroanatomia sensorial de los murciélagos.

Se identifican diferencias morfologicas entre machos y hembras en cuanto a la
composicion estructural del érgano vomeronasal. En estudios sobre comunicacién
quimica en mamiferos, Blaustein (1981) describié una mayor sensibilidad olfativa

en machos asociada principalmente, a conductas de territorialidad. No obstante,
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investigaciones mas recientes han demostrado que las hembras pueden desarrollar
una sensibilidad olfativa mayor durante fases especificas de su ciclo reproductivo,
como lo senala Stockley en (2013). Estos hallazgos son consistentes con las
diferencias histologicas evidenciadas en el presente estudio, tales como el mayor
numero de vasos sanguineos y de mayor calibre en hembras, lo cual sugiere una
irrigacion mas eficiente del OVN. Esta condicién podria facilitar una mayor
sensibilidad a compuestos feromonales, con posibles implicaciones en
comportamientos mediados por sefiales quimicas, especialmente aquellos
vinculados a la reproduccién y el cuidado materno, como se ha descrito en primates
por Scordato (2007).

11.2 Modelacion 3D del érgano vomeronasal

La reconstruccion tridimensional obtenida a partir de cortes histologicos
semiseriados permitidé una representacion morfolégica mas detallada del érgano
vomeronasal en comparaciéon con modelos generados mediante tomografia
computarizada, como los desarrollados por Valchanov (2017), destacando la
ventaja de los métodos histolégicos pues brinda una mejor resolucion a nivel celular

para el estudio anatdmico de estructuras sensoriales.

La seleccion de 1 corte de cada 10, correspondié a modelar tridimensionalmente 11
laminillas de cortes transversales semiseriados de un total de 100, permitiendo asi
la optimizacion del trabajo sin comprometer la representacion estructural total del
organo vomeronasal. Esto permiti6 modelar tridimensionalmente 1200 ym de la
longitud del érgano vomeronasal, lo que corresponde a estudios previos en especies
de tamano similar a Desmodus rotundus, como los mencionados en las

investigaciones de Bhatnagar & Kallen (1976).

La asignacion de coédigos de color para la diferenciacion de cada una de las
estructuras que componen el OVN contribuye a una mejor comprension y analisis

de la histologia de este 6rgano, lo que convierte a esta herramienta digital avanzada
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en una opcidén innovadora para el estudio de la histologia y anatomia en el area de

las ciencias bioldgicas (Xu & Su, 2025).

El uso del software Blender para la realizacion de modelados tridimensionales,
facilita en gran medida el poder integrar la informacién obtenida de los cortes
histolégicos, con un mejor enfoque visual y morfolégicamente adecuado. Este
proceso permite observar la distribucion de los componentes del &rgano
vomeronasal en Desmodus rotundus y sienta las bases para el desarrollo de futuras

investigaciones enfocadas a la morfologia comparada de especies poco estudiadas.

11.3 Modelado molecular (Molecular docking)

El modelado molecular de 15 receptores vomeronasales de tipo 1 pertenecientes a
tres especies diferentes permitié identificar posibles interacciones de afinidad con
ligandos previamente seleccionados. Este enfoque, comun en estudios in silico,
constituye una herramienta importante para la identificacion de sitios activos de
interaccion molecular, con aplicaciones relevantes en farmacodinamica, disefio de
farmacos y reposicionamiento terapéutico Jourdan & Bureau (2020). Ademas, la
informacion obtenida puede extrapolarse, ya que se ha demostrado que los
receptores vomeronasales conservan su funcionalidad en diferentes especies y

tejidos, lo que respalda la validez del analisis comparativo realizado en este estudio.

Los resultados obtenidos del modelado molecular demostraron que los principios
activos con mayor afinidad energética fueron la flumetrina, cipermetrina, vitamina E,
vitamina D, benzoato de estradiol y el cannabidiol. Estos hallazgos sugieren que la
afinidad entre estos compuestos con los receptores de tipo 1 estudiados, esta
influenciada por las caracteristicas quimicas de cada principio activo, de tal manera

que permite establecer fuertes interacciones de unién entre estos y los V1R.

El alto grado de afinidad por compuestos como la flumetrina y cipermetrina, cuyo
uso farmacoldgico aprobado en animales es como desparasitante externo (Stich,
2015), plantea posibles implicaciones fisioldgicas en los animales que estén

expuestos a dichos farmacos. La interaccion con estos principios activos podria
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indicar la susceptibilidad del sistema vomeronasal a estos compuestos, por lo que
este estudio plantearia investigaciones relacionadas con los efectos fisiolégicos que
pudieran tener animales expuestos a estos farmacos y su posible rol como

disruptores endocrinos (Eni & Ibor, 2019).

Por otro lado, vitaminas liposolubles como la vitamina D3 y la vitamina E, mostraron
tener también un alto grado de afinidad a los receptores V1R analizados. Esto
podria indicar que dentro del sistema vomeronasal estas vitaminas pueden cumplir
ciertos roles quimiosensoriales, como se ha demostrado en diversos estudios
realizados en ratas y reptiles, donde se menciona que los analogos a la vitamina D3
posiblemente cumplan funciones similares a las feromonas, tal como lo mencionan
Rodewald & Gebhart (2017).

El benzoato de estradiol es un estrogeno sintético, lo que explica el hecho de que
haya tenido gran afinidad por los V1R, esto es consistente con la literatura que
sefala la sensibilidad del érgano vomeronasal a los compuestos de origen
esteroideo, particularmente a los que estan implicados en conductas reproductivas
y de caza (Sarria & Artigas, 2014).

Y finalmente, el cannabidiol también posee excelente afinidad a los receptores
vomeronasales de tipo 1, lo que puede explicarse por su capacidad de mediar
receptores del sistema nervioso central, incluyendo a los que estan implicados en
las percepciones sensoriales y cambios conductuales, debido a su estructura

quimica y la compatibilidad con receptores de esteroides (Amaral & Trouille, 2021).

En cuanto a los resultados obtenidos mediante la plataforma de Endocrine
Disruptome, se identificé que aquellos principios activos que mostraron tener alta
afinidad por los receptores vomeronasales de tipo 1 pueden también tener
probabilidad de unién alta e intermedia con los receptores ER (Receptores de
estrogenos), PPARa (Receptores relacionados con sintesis y oxidacion de acidos

grasos), Receptores LXR 8 (Receptor X hepatico) y AR (Receptores androgénicos).

Por ejemplo, la interaccibn con ER y AR puede alterar mecanismos de

diferenciacion sexual, comportamiento reproductivo y regulacion neuroendocrina en
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especies sensibles a esteroides endégenos (Diamanti-Kandarakis & Bourguignon,
2009), como Desmodus rotundus. Asimismo, el acoplamiento con PPARa y LXR(
sugiere un potencial impacto sobre el metabolismo energético, la inflamacién y la
regulacién del colesterol, procesos esenciales en la fisiologia hepatica,

cardiovascular y reproductiva (Desvergne & Feige, 2009).

Sin embargo, es importante destacar que, aunque los estudios in silico permiten
predecir la energia de union entre ligandos y receptores, es importante realizar la

validacion de los resultados mediante investigaciones in vivo.
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12. CONCLUSIONES

El presente estudio permitié generar aportaciones relevantes al conocimiento
morfoldégico y funcional del érgano vomeronasal en Desmodus rotundus. Se
contribuyd al conocimiento histolégico del OVN mediante el analisis de cortes
transversales y longitudinales, lo que permiti6 caracterizar con detalle la
organizacion celular del mismo, asi como establecer diferencias sexuales que

podrian estar relacionadas con funciones reproductivas y conductuales especificas.

La reconstruccion tridimensional del 6rgano vomeronasal, desarrollada mediante el
software Blender, permitié generar un modelo morfolégico detallado, facilitando la
visualizacion y comprension espacial de las estructuras involucradas. Esta
herramienta representa un recurso valioso tanto para la docencia como para futuras

investigaciones de morfologia comparada.

Finalmente, el modelado molecular permiti6 proponer posibles analogos a
estrégenos con alta afinidad por los receptores vomeronasales seleccionados, lo
que abre la posibilidad de explorar nuevas estrategias en el reposicionamiento
farmacoldgico de moléculas ya utilizadas en medicina veterinaria, con aplicaciones

en el desarrollo de estrategias de control biolégico de Desmodus rotundus.

En conjunto los resultados obtenidos, establecen las bases para futuras
investigaciones enfocadas en el manejo de especies silvestres, resaltando la
importancia de abordar cientificamente a organismos poco estudiados, pero con alta

relevancia en la salud publica.
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14. ANEXOS

14.1 Distribucion geografica de Desmodus rotundus en el estado

de Hidalgo.

119°53'54"W 99°51'52"W 79°49'50"W

Z 1 1 1 1 1 z

- < <

Presencia de Desmodus rotundus N S v Lg

en el estado de Hidalgo S i\ R Wﬂézgﬁ S

™ - - { lp ™

. —

@ Desmodus rotundus & L\ /2;[ 2

o gy Lo

o N

0 T T T T T T 0

= 119°53'54"W 99°51'52"W 79°49'50'W

100°40'42"W 99°39:41"W 97°37:39"W
Z Z
) >
= g
o= o
wn wn
<) o
N N
z z
) )
= <
o o
5y iy
2 0 15 30 60 90 2}
e s Kilometros
100°4042'w 99°39'41"W 98°3840"W 97°3739"W

Listado de municipios en el estado de Hidalgo que cuentan con la presencia de

Desmodus rotundus:

Acatlan

Actopan

Agua Blanca de lturbide
Alfajayucan

Atlapexco

Atotonilco el Grande
Calnali

Cardonal

Chapantongo

©oNOOhWDN =
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10. Chapulhuacan

11. Chilcuautla

12.El Arenal

13. Eloxochitlan

14. Huasca de Ocampo
15. Huautla

16. Huazalingo

17. Huehuetla

18. Huejutla de Reyes

19. Huichapan

20. Ixmiquilpan

21.Jacala de Ledezma
22. Jaltocan

23. Juarez Hidalgo

24.La Misién

25. Lolotla

26. Metztitlan

27.Mineral del Chico

28. Molango de Escamilla
29.Nicolas Flores

30. Nopala de Villagran
31.Pacula

32. Pisaflores

33. Progreso de Obregdn
34.San Agustin Metzquititlan
35. San Bartolo Tutotepec
36. San Felipe Orizatlan
37.Tasquillo

38. Tecozautla

39. Tenango de Doria

40. Tepehuacan de Guerrero
41. Tepetitlan

42. Tezontepec de Aldama
43. Tianguistengo

44, Tlahuiltepa

45. Tlanchinol

46. Xochiatipan

47. Xochicoatlan

48. Yahualica

49. Zacualtipan de Angeles
50. Zimapan
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14.2 Procesamiento histoldgico

Procesamiento por el método de inclusion en parafina mediante el uso de un

procesador automatizado de tejidos.

Proceso Reactivo Tlemp9
(Duracion)
Agua
Lavado destilada 1 hora
Etanol (60%) 1 hora
Etanol (70%) 1 hora
Etanol (80%) 1 hora
Deshidratacion, de forma | Etanol (95%) 1 hora
gradual
Etanol (95%) 2 horas
Etanol
(100%) 1 hora
Etanol
(100%) 2 horas
Xileno 1 hora
Aclaramiento
Xileno 2 horas
Parafina 1 hora
Infiltracion
Parafina 2 horas
Total 16 horas
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Tincidn de Hematoxilina — Eosina

Reactivo Tiempo Repeticiones
Xileno 2 minutos 2
Etanol absoluto (100%) 2 minutos 2
Etanol 95% 2 minutos 2
Etanol 80% 2 minutos 1
Etanol 70% 2 minutos 1
Agua destilada 2 minutos 1
Hematoxilina 10 minutos 1
Agua corriente 5 minutos 1
Alcohol acido 2 virajes 1
Agua amoniacal 2 minutos 1
Agua corriente 10 minutos 1
Etanol 70% 2 minutos 1
Eosina 5 minutos 1
Etanol 80% 2 minutos 1
Etanol 95% 2 minutos 2
Etanol absoluto (100%) 2 minutos 2
Xileno 2 minutos 2
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14.3 Productos cientificos

1. Cartel presentado en XLII Congreso de Histologia y Xl Congreso
Iberoamericano de Histologia, llevado a cabo en la ciudad de Mérida,
Yucatan 2024.

ESTUDIO HISTOLOGICO COMPARATIVO Y MAPEO ORGANOGBAFICO DEL ORGANO
VOMERONASAL DE LOS MURCIELAGOS HEMATOFAGOS
Desmodus rotundus y Diphylla ecaudata

Hernandesz-Ortiz, M Guadalupe ', Gaona-Dominguez, Sail%, Zepeda-Bastida, Armando !, Olave-Leyva, I lgnacio , Rios-Argbelies, Nod *y “Ocampo-Lopez, luan *

! Laboratorio de Histologia e Histopatologia. Arsa Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.
?Laboratorio 1. Cantro da Investigacién y de Estudios Avanzados dol IPN seda Sur.
? Reprazantacicn Estatal Fitozoosanitaria y de Inocuidad Agropecuaria y Acuicols en Hidalgo.

| OBJETIVO GENERAL: Analizar y describir s estructura histologica del OVN da los murci 6 y Diphylla &
organografico del sistema i del de los j
METODOLOGIA: Los sujetos de estudio fueron capturados mediante redes de niebla en los municipios de Atotonilco el Grande y Tenango de Doria, Hidalgo, mediante los
programas de apoyo y captura del murciélago transmisor del virus de La rabia implementados por Gobierno del Estado. Se les practico la ia de do con la NOM-033-
SAG/Z0O0-2014. Las cabezas fueron diseccionadas y fijadas en ido al 3.7%, i se descalcificaron en ion de dcido idrico y formico, para 8
procesarlas por el método de il ion en parafina [8]. Se i cortes ¥ i de 7, 8 y 10 pm y se tiferon mediante el método de H-E. Las
preparaciones histologicas se observaron al microscopio.
S Desmodus rotundus RESULTAD?S o Diphylla ecaudata
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CONCLUSIONE o8 cortes histologicos de las cabezas de los ejempleres permitieron observar la conformacion histologica del OVN donde fue posible identificar cada uno
de los elementos que lo conforman y su distribucion como componente del sistema vomeronasal. Fueron encontradas algunas diferencias morfologicas entre murciélagos, las
cusles pueden corresponder a la peculiari i e cads 0
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2. Constancias de participacion y asistencia en XLII Congreso de Histologia y
XI Congreso |Iberoamericano de Histologia, llevado a cabo en la ciudad de
Mérida, Yucatan 2024

e

XLII Congreso Mexicano

DE HISTOLOGIA

XI CONGRESO IBEROAMERICANO DE HISTOLOGIA

————

02 al 04 de Octubre, 2024 Dra. Angela u Gonzalez
4 " Presidente de la Sociedad Mexi d
Mérida Yucatdn, México residente Nemm‘c;:.“:. exicana de

La Sociedad Mexicana de Histologia

Otorga la presente a

Hernandez-Ortiz, M Guadalupe , Gaona-Dominguez, Satil,

XLIl Congreso Mexicano Zepeda-Bastida, Armando, Olave-Leyva, J Ignacio, Rios-
n E H ISTU I.U G IA Argiielles, Noé y Ocampo-Lépez, Juan
X CONGRESO IBEROAMERICANGD DE HISTOLOGIA Por su participacidn en los Trabajos L!bres con el Titulo: ESTUDIO HISTOLOGICO
02 al 04 de Octubre, 2024 COMPARATIVO Y MAPEO ORGANOGRAFICO DEL ORGANO VOMERONASAL DE LOS
Mérida, Yucatan, Mé"im MURCIELAGOS HEMATOFAGOS Desmodus rotundus Y Diphylla ecaudata, durante el XLII

Congreso Mexicano de Histologia, 2024.

Entregado en la Ciudad de Mérida, Yucatdn, México en el mes de octubre de 2024.

el N/ Nl N
QZalez

Presidenta de la Socie’ ndMexl(a de Histologia
- EVYIDENT E—

SEVIME  wseourssacecy ELSEVIER



XLII Congreso Mexicano

DE HISTOLOGIA

X| CONGRESO IBEROAMERICANO DE HISTOLOGIA

02al 04 de Octubre, 2024 Dra. Angzla i Gonzalez
s wL Presidente de la Sociedad Mexicana de
Mérida Yucatan, México Histotosta AL,

3. Constancia de premiacion de cartel del XLII Congreso de Histologia y Xl
Congreso |Iberoamericano de Histologia, llevado a cabo en la ciudad de
Mérida, Yucatan 2024

XLII Congreso Mexicano

DE HISTOLOGIA

XI CONGRESO IBEROAMERICANO DE HISTOLOGIA

02al 04 de Octubre, 2024 Dra. Angela Ku Gonzilez
Mérida Yucatan, México Presidente de {a Sociedad Mexicana de
) Histologia; A.C.
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4. Constancia de mencion honorifica en el concurso de fotografia y dibujo del
XLII Congreso de Histologia y Xl Congreso Iberoamericano de Histologia,

llevado a cabo en la ciudad de Mérida, Yucatan 2024

XLIlI Congreso Mexicano

DE HISTOLOGIA

X| CONGRESO |IBEROAMERICANO DE HISTOLOGIA

02al 04 de Octubre, 2024 Dra. Angzla iy, Gonzalez

Mérida Yucatan, México Presidente de la Sociedad Mexicana de
: Histolcgia; A.C.
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