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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 la administracion de L-arginina cristalina (L-arg)
sobre los parametros productivos de cerdos destetados a los 21 dias de edad.
Sesenta cerdos (5.3 + 1.38 kg) fueron distribuidos de forma aleatoria en 16
corrales de acuerdo a su peso y sexo (n = 3 6 4 cerdos por corral, 4
corrales/tratamiento). Los tratamientos fueron 0, 1.0, 1.5, y 2.0% de arginina
cristalina administrada por via oral, con base al consumo de alimento registrado
el dia anterior. El periodo experimental dur6 30 dias y las variables analizadas
fueron: el consumo diario de alimento (CDA), la conversién alimenticia (CA),
ganancia diaria de peso (GDP) y el peso (P) por semana. Los cerdos que
recibieron 1% de arginina mostraron las mejores GDP y P (P< 0.05), respecto a
sus contrapartes pero no distinto al control. EI CDA y la CA no fueron
estadisticamente significativos entre tratamientos. Los cerdos que recibieron 2%
de arginina mostraron los peores parametros a partir de la segunda semana y
hasta el final del periodo experimental. La inclusién de arginina cristalina durante
la fase posdestete incremento el peso vivo en el grupo del 1% con respecto a sus
contrapartes pero sin ser distinto al control, en el tiempo experimental.

Diez cerdos recién destetados (21 d), fueron aleatoriamente distribuidos en dos
grupos (n=5). El grupo control recibié solucion salina fisiolégica (SSF) y el grupo
tratado arginina sintética (1% de la dieta) oralmente por 30 dias. Al final del
periodo experimental se tomaron muestras de sangre, tonsila palatina, lI6bulos
pulmonares apicales y diafragmaticos derecho e izquierdo vy lavado
bronquioalveolar. El disefio experimental fue completamente aleatorizado y se
utilizoé la prueba no paramétrica U-Mann de Whitney para la comparacion de los

tratamientos. No se encontraron diferencias estadisticas significativas en los



valores relativos entre el grupo control y el tratado de las diferentes muestras
analizadas. Se encontré diferencia significativa en valores absolutos en pulmones:
Lobulo apical derecho en CD3, CD4, CDS8, yo6 (P< 0.05 y 0.01), IgM y CD19
(P<0.01) y SWC-3, MHC-Il, CD14 (P<0.05 y 0.01); en el Iébulo diafragmatico
derecho en CD4 (P<0.01), CD19 (P<0.05), MHC-Il y CD14 (P<0.05). Estos
resultados permiten sugerir que la suplementacion de L-arg incrementa el numero
de células del sistema inmune pulmonar de cerdos jovenes, lo que podria
fortalecer la fagocitosis, la presentacion de antigenos y la produccion de

anticuerpos para responder mejor a los desafios antigénicos.



ABSTRACT

This study evaluated the effect of oral administration of crystalline L-arginine on
the productive performance of pigs weaned at 21 days. Sixty pigs (5.3 £ 1.38 Kg)
were randomly allotted into 16 pens by weight and sex. Treatments consisted in
oral administration of 0, 1.0, 1.5 and 2.0% of arginine. The amino acid amount was
based on the amount of feed eaten the previous day. The experimental period
lasted 30 days and the variables evaluated were ADF, F:G, ADG and weight per
week. Pigs receiving 1% of arginine showed the best ADG and weight (P< 0.05),
of all treatments. ADFI and F:G were also better (P< 0.05) with this treatment. Pigs
supplemented with 2% of arginine showed the worst performance after the second
week, and until the end of the study. Arginine supplementation after weaning can
improve the productive performance of the pig. On the other hand the proportion of
T, B and macrophages cells in the lung of healthy weaned pigs remains unknown.
This data might provide some understanding on the defense system of the lung
during the weaning period process and its prognosis. Ten weaned pigs (21 d old)
were divided into two groups (n=5), one receiving oral saline (control) and the
other 1% of synthetic L-arg (Kyowa Hakko Kogyo, Co., Japan) daily during 30
days. The pigs were fed on a commercial diet. At the end of the experimental
period, pigs were humanly sacrificed and the left and right apical and
diaphragmatic pulmonary lobes were removed. The experimental desing was a
complete randomized study using the nonparametric U Mann-Whitney test for
mean separation. When compared to control pigs, Arg supplementation increased
the number of immune cells of the lung. In the apical right lobe the number of CD3
and CD14 cells per gram increased (P<0.05); and also for CD4, CDS8, vy, IgM,

CD19 and SWC3 (P<0.01), with no difference for MHC-II. In the diaphragmatic



right lobe, the number of cells was larger for CD19, MHC-II and CD14 (P<0.05)
and CD4 (P<0.01). In the diaphragmatic left lobe, only the number of CD4
increased (P<0.05), when compared with control pigs. No difference (P>0.05) was
observed in any cell population in the apical left lobe. Arg diet supplementation at
weaning increased the number of immune cells in the lung, speeding up immune
maturation, which may improve protection against antigenic challenges at that

period of life.
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BAL: Lavado bronquioalveolar

Cc: Centimetros cubicos

CD, Cluster differentiation: Marcadores de diferenciacion
CD3: Marcador molecular para linfocitos T

CD4: Marcador molecular para linfocitos T cooperadores
CD8: Marcador molecular para linfocitos T citotdxicos
CD14: Marcador molecular para macréfagos

CD19: Marcador molecular para linfocitos B

DC, dendritic cells: Células dendriticas

EDTA: Acido etilendiaminotetracético disédico

FACS: Clasificador de células activadas por fluorescencia
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FSC: Luz difractada en angulos pequefios entre 1°y 10°
vd: Marcador molecular para linfocitos T

° C: Grados centigrados

Ig’s: Inmunoglobulinas

IgA: Inmunoglobulina de cadena a

IgM: Inmunoglobulina de cadena y

IgG: Inmunoglobulina de cadena p

IgM: Marcador molecular para linfocitos B

IL: Interleucina

IFN: Interferén

Mm: Micrémetro

MHC-II: Molécula de clase Il del complejo principal de histocompatibilidad
NK: Natural killer

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintetasa

NOSI 6 nNOS: Oxido nitrico sintetasa constitutiva neuronal
NOSII 6 iINOS: Oxido nitrico sintetasa inducible

NOSIII 6 eNOS: Oxido nitrico sintetasa constitutiva endotelial
PBS: Solucién de fosfatos buferada

PE: Ficoeritrina

PRRS: Sindrome reproductivo y respiratorio porcino

RPMI: Medio de cultivo celular

SFB: Suero fetal bovino

SH: Sulfuro de hidrégeno

Sl: Sistema inmune

SSC: Luz reflejada en angulos mayores

SSF: Solucion salina fisiolégica

SWC-3 (Swine workshop cluster type 3): Marcador molecular para macréfagos
TNF: Factor de necrosis tumoral

TGF-B: Factor de crecimiento transformante 3

TCR, T cell receptor: Receptores de linfocitos T

pl: Microlitro



INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la produccion porcina ha evolucionado de una actividad
familiar y de autoconsumo, a una industria altamente integrada e intensiva (") este
cambio ha sido consecuencia de un intenso programa de seleccion genética, asi
como una mejora en los sistemas de manejo y alimentacion enfocados
principalmente a lograr el maximo rendimiento magro en los cerdos de abasto y la
maxima longevidad y productividad de la cerda reproductora ® * 4. En Ila
actualidad, los sistemas de manejo y alimentacion permiten lograr, en las
primeras semanas después del destete a los 21 dias (6: 6) ganancias de peso
similares a las obtenidas durante la lactancia (220-250 g/dia), lo cual es muy
superior a lo obtenido hace dos décadas y que oscilaba entre los 80-100 g/dia.
Sin embargo, el potencial genético de crecimiento para el cerdo actual es de unos

7 & 9 1o que indica un area de

500 g/dia después del destete a 21 dias (
oportunidad para eficientizar la produccion de esta especie. En el cerdo lactante,
al comparar el potencial de crecimiento con la ganancia de peso, se concluye que
la leche materna empieza a ser deficiente para satisfacer los requerimientos de
los cerdos punteros a partir de los 7 dias de edad y de 10 dias de edad para el

resto de la camada '® 1,

La separacion de la madre a edades tempranas
(destete precoz), en teoria, deberia subsanar rapidamente esta deficiencia
nutricional de la leche materna, ya que posterior al destete los cerdos son
alimentados con dietas que contienen una elevada concentracion de nutrimentos
(alimentos preiniciadores). Sin embargo, durante los primeros 4 dias posteriores a
la separacion materna, la velocidad de crecimiento, en el mejor de los casos,

apenas iguala la obtenida a través de la leche materna y en la mayoria de las

veces se observan unicamente ganancias de alrededor de 80 a 100 g/dia (129 | g



diferencia entre el crecimiento real y el potencial durante el periodo del destete no
puede ser recuperado por los cerdos, ya que en esta especie no se observa
evidencia de crecimiento compensatorio como se observa en los rumiantes '3 1%,
y el cerdo, tan solo para recuperar su peso anterior al destete, tarda entre 7 y 10
dias ¥, El bajo rendimiento posdestete del cerdo parece ser, entre otros factores,
resultado de su bajo consumo de alimento y muy posiblemente de una baja
capacidad digestiva que le imposibilita digerir las proteinas de origen vegetal o

(%17 |as cuales son muy abundantes

animal con estructura terciaria y cuaternaria
en las dietas maiz-sorgo. Esta incapacidad le impide al cerdo recién destetado, la
asimilacion de aminoacidos esenciales como la lisina, metionina, treonina y

triptofano (1®

, ademas de que la lisina y arginina compiten por los mismos
receptores que los transportan al asimilarse ' por lo que su crecimiento se limita.
Por otra parte, se ha determinado que en cerdos menores a 70 dias de edad (20:
1) la L-arginina (arginina) es un aminoacido esencial para el desarrollo 6ptimo del
cerdo menor a los 25 kg de edad. Anteriormente, la arginina era considerada un
aminoacido no esencial, sin embargo, en un estudio mas detallado *?, se observé
que la inclusion de arginina en las dietas de mamiferos domésticos en
crecimiento, incrementaba la retencién de nitrégeno, indicador consistente con
crecimiento corporal.

Durante la lactancia, la ineficiencia de la leche materna para generar tasas
optimas de crecimiento en el lechdn, parece deberse a la baja concentracion de
varios aminoacidos, entre los cuales se encuentra la arginina en relacion a la
cantidad requerida por el lechén. El contenido de arginina en la leche de la cerda

es de 1.37% de la materia seca, con una digestibilidad que oscila entre el 90 y

92% @ sin embargo, cuando la concentracion de aminoacidos digestibles en la



leche de la cerda se expresa en proporcion de lisina digerible, el aporte de este
aminoacido es menor al 40% del requerimiento diario apartir del séptimo dia de
edad, sugiriendo que desde este momento y hasta el final de la lactancia, la
arginina es el principal aminoacido limitante en la leche de la cerda “?". De
manera similar la glutamina puede ser considerada como un aminoacido esencial
(2425 en las primeras etapas del desarrollo prenatal y posnatal en el cerdo. La
glutamina ademas es esencial en animales de cualquier edad, durante periodos
de intenso estrés (destete) %°).

Estudios previos ?” 2% 2 que evaluaron la relacién de la arginina y la respuesta
inmune reportaron que en humanos, la administracién de arginina estimula la
fagocitosis, la actividad citotoxica de los macrofagos alveolares, la regulacién de
la activacion, proliferacién y maduracion de células T, produccion de anticuerpos,

(30:31) | os datos de alteraciones en células

citocinas y otras sustancias citotoxicas
del tracto respiratorio y células del sistema inmune en el parénquima pulmonar del
sistema inmune son poco conocidas en esta especie, siendo de importancia el
efecto que tiene sobre la produccion y estado inmunitario frente al desafio de
antigenos. El destete hace mas susceptible al cerdo a enfermedades respiratorias
en esta etapa, los I6bulos pulmonares son mas propensos a ser infectados por
virus o bacterias aunque no se ha podido establecer cual o cuales son los factores
(genético, nutricional, psicoldgico, ambiental, manejo, etc) que determinan la
susceptibilidad en los Iébulos pulmonares. Estos aspectos del pulmon del cerdo

son de gran interés en la inmunologia veterinaria para investigar el posible efecto

de la L-arginina sobre las células en los diferentes I6bulos pulmonares.



Arginina

La L-arginina (acido 2-amino-5-guanidino pentanoico) es un aminoacido basico y
portador de un grupo guanidino en su cadena lateral (Fig. 1). Schulze y Steiger en
1886 fueron los primeros en referir su existencia en extractos de semillas de
alfalfa. Hedin, en 1895, la identific6 como un producto de la hidrdlisis de las
proteinas. Su estructura quimica la estableci6 Sorensen en 1910 (citado por
Deusdelia, 2003). La arginina se clasifica como un aminoacido no esencial
(prescindible), porque los mamiferos adultos pueden sintetizarla, sin embargo, en
el cerdo neonato, lactante y destetado hasta los 25 kg, la arginina no es
sintetizada en las cantidades suficientes para cubrir sus requerimientos basicos.
Wu @% 2D reporté que en el cerdo joven la maquinaria enzimatica para su
produccion no estda completamente desarrollada. La arginina se convierte en un
aminoacido esencial en periodos de maximo crecimiento, enfermedad y estrés
severo en mamiferos jovenes @V, En este sentido, la biosintesis de arginina
implica la cooperacién metabdlica de tres 6rganos: higado, intestino delgado y
rindn para la conversion de glutamato, el precursor de la arginina, en estos tres
érganos. El principal sitio de sintesis es el intestino delgado ©?.

La arginina es un aminoacido con numerosos papeles en el metabolismo celular
33): entre los mas importantes se encuentran: su participacion, como intermediario
en el ciclo de la urea, como precursor para la sintesis de proteinas, poliaminas,
creatina y, en el sistema inmune, la biosintesis de oxido nitrico (NO), el cual es la

sustancia mas oxidativa que se produce en el organismo ©% 3% %)

, Y que es
utilizada por las células del sistema inmune. Ademas influye en la sintesis de
oxido nitrico a partir de la arginina, el 6xido nitrico es un efector multifuncional

implicado en la vasodilataciéon, neurotransmision del sistema nervioso y



34 37:38) Por otro lado, la arginina

actividades antimicrobianas y antitumorales (
promueve la cicatrizacion de heridas, estimula la liberacién de la hormona del
crecimiento, prolactina, glucagon, insulina, catecolaminas, corticosterona y

somatostanina ©% 40,

En el sistema inmune la arginina tiene un papel
inmunomodulador de la actividad de los linfocitos T “”, By NK y en los niveles de

citocinas proinflamatorias.

+ +

i s
Hyl¥ —C—NH—CH, —CH, —CH—CH—COy

Figura. 1 Estructura quimica de la arginina

Oxido Nitrico

El interés por la arginina y su metabolismo se ha incrementado al descubrirse que
es el sustrato fisioldgico para la sintesis del éxido nitrico “% *®). Esta molécula ha
sido evaluada desde el punto de vista bioquimico, inmunolégico, fisiopatolégico y
obviamente desde el punto de vista nutricional, tanto en humanos como en
animales “* 3" E| éxido nitrico es producido por todos los tejidos del organismo v,
como se menciond anteriormente, juega un papel muy importante en el sistema

(8 Ademas, modula los efectos de

cardiovascular, inmune y nervioso
neurotransmisores como el glutamato y participa en la formacién de la memoria;
media la vasodilatacién “* neurogénica que regula las funciones del transito
digestivo, respiratorio ¢’ y genito-urinario “”); inhibe la agregacién plaquetaria “®;
regula la contractilidad cardiaca y la presion arterial; inhibe la proliferacion del
musculo liso vascular y desempefia un importante papel en la inmunidad

especifica y no especifica “% °% 2 E| ¢xido nitrico es un radical libre con una alta

reactividad quimica ©". Posee una vida corta (6-10 segundos) y una alta afinidad



por la hemoglobina, la cual lo inactiva e inhibe sus efectos ®2) En cuanto a su
sintesis, se han aislado y caracterizado varias isoformas de éxido nitrico sintetasa
(NOSs), que se distribuyen en dos categorias: constitutivas e inducibles. En la
constitutiva se encuentran la neuronal (hnNOS o NOS I) y la endotelial (eNOS o
NOS Ill), que generan pequenas cantidades de Oxido nitrico con acciones
fisiolégicas multiples. La inducible (iINOS o NOS Il) se expresa en células
inflamatorias y tras su estimulacion, produce cantidades masivas de 6xido nitrico
capaces de dafar células, tejidos y sistemas ©* ). En la figura 2 se describen las
numerosas acciones del 6xido nitrico sobre diversos sistemas y reacciones, asi

como los pasos para su sintesis.

Ornitina
s
Poliaminas

/Relaja el musculo liso

Inhibe la agregacion
plaquetaria

L-Arginina

NADPH+H*
Neurotransmisor en SNC

Media la actividad
bactericida y tumoral en
macrofagos

Antioxidante en procesos
peroxidativos en
disfuncion endotelial en

diabetes y
/ enfermedades
cardiovasculares
Oxido Nitrico
\Mejora la ctotoxicicdad de
las células NK

L-Citrulina

Figura. 2. Sintesis y funciones del Oxido Nitrico
Adaptado de: Champe P. Harvey R. Revision llustrada. Bioquimica, Lippincott. 2da Ed.
Filadelfia. 1994

Poliaminas

Las poliaminas representan otra de las moléculas derivadas de la arginina y se
caracterizan por presentar grupos multiples de NH,, siendo las mas
representativas: putresina, espermidina y espermina %) |a sintesis de poliaminas
requiere de ornitina (Fig.2), la cual es su precursor inmediato. Las poliaminas son

56)

esenciales para la proliferacion ©®, diferenciacion y reparacion de las células



epiteliales de la mucosa intestinal en donde mantienen la arquitectura de la

| (29: 57)

vellosidad y de la cripta intestina , intervienen ademas en el crecimiento,

58; 59; 60; 61; 62)

diferenciacién y la multiplicacién celular ( , 'y el transporte de glucosa

(63: 64 Las poliaminas tienen ademas una importancia en la estabilizacion de

acidos nucleicos, estimulacién de hormonas, regulacion de procesos relacionados

con el calcio, respuesta al estrés oxidativo, mediacion de los efectos de muchas

hormonas y factores de crecimiento, % 5 7).

Sistema inmune

La suplementacién de arginina en la dieta, ha sido empleada como un mecanismo

68; 28; 30)

para estimular el sistema inmune celular en linfocitos T ¢ y potencializar la

actividad inmune en general ). En células mieloides la arginina es metabolizada
principalmente para inducir produccién o actividad de la éxido nitrico sintetasa
(iINOS) o arginasa |, por linfocitos T cooperadores o citocinas. La activacion de

INOS, arginasa o ambas dependera del tipo de respuesta inflamatoria en un

70)

proceso especifico de enfermedad ! Tachibana y colaboradores (1985)

demostraron que al suministrar arginina, se aumenta la fagocitosis y la actividad
citotoxica de los macréfagos alveolares en ratas 7. La arginina es metabolizada
en macrofagos, células endoteliales, hepatocitos y células del rindn por medio de
tres enzimas, iINOS, arginasa | y arginasa Il. En macréfagos, la arginina es

metabolizada por iINOS para producir citrulina y 6xido nitrico que es uno de los

56

principales mecanismos citotoxicos de estas células ©®. En humanos sanos la

72; 73)

administracién de 30 gramos por tres dias | aumento la actividad de las

células NK, la activacion y proliferacion de células T * %9 asi como la

75)

maduracién de células B En conejos con quemaduras severas, Peng y



colaboradores (2005), reportaron que la arginina tuvo influencia sobre la funcién
del sistema inmune, el balance acido-base, la tasa de transformacién de linfocitos,
la concentracion de CD4/CD8, la tasa de fagocitosis y el indice quimiotactico de
células blancas en los 7 dias posteriores al dia de las quemaduras (76),

La influencia de los componentes de la dieta sobre la integridad del sistema
inmune ha sido estudiada por décadas y un papel unico para la arginina, en el
mantenimiento de la homeostasis inmune, ha sido propuesto, particularmente con
respecto a la funcién de células T y macréfagos. La disponibilidad de arginina en
plasma de camadas de ratones transgénicos, con respecto a la enzima arginasa |,
demostré ser menor en un 30-40% con respecto a camadas control, teniendo un
efecto adverso sobre el desarrollo linfoide en el periodo neonatal. El efecto en el
desarrollo linfoide fue mas caracterizado por la reduccién en el tamafio y numero
de placas de Peyer en el tejido linfoide asociado al intestino. Esta disminucién se
vio reflejada en la transicion de células progenitoras B (pro B a pre B) en médula
Osea, donde fue particularmente perceptible en la reduccion de la disponibilidad
de arginina. Este bloqueo en el desarrollo refleja una falla en la diferenciacién y/o
un fracaso en la sobrevivencia de estas células. La arginasa | en ratones también
tuvo una disminucion cuantitativa en el numero de células B en bazo, nodos
linfaticos y placas de Peyer. Una deficiencia de arginina dafna la maduracion

temprana de las células B (75,77, 78)

Destete temprano del lechén

Al nacer y antes de ser destetado, el lechdn posee un sistema enzimatico
adaptado a la digestién de los nutrientes contenidos en la leche; por lo que la

digestion de las proteinas lacteas, lactosa y lipidos de cadena corta es casi



completa . Sin embargo, al ser destetado su aparato digestivo es aun inmaduro
para procesar nutrientes de origen animal o vegetal ®® con un perfil diferente al
de la leche materna ®"). Esta inmadurez digestiva esta ocasionada por la baja o
nula produccién de las enzimas encargadas de digerir carbohidratos, proteinas y

(82.83:84) En este sentido,

lipidos diferentes a las encontradas en la leche materna
el cerdo joven recién destetado no produce cantidades apreciables de lipasa,
amilasa y otras enzimas que degraden los vegetales y los cuales empiezan a
producirse en niveles apreciables hasta los 21-28 dias de edad ®°. En granjas
bajo un sistema intensivo de produccion, los lechones y cerdos recién destetados
son alimentados con dietas llamadas preiniciadores, las cuales tienen como
caracteristica una alta digestibilidad ya que contienen importantes cantidades (=
20%) de sustitutos lacteos o lactasa ®® ®"). Sin embargo, durante los primeros dias
posteriores al destete, el consumo de alimento es marcadamente reducido ®®,
con cambios rapidos en la estructura y funcién de la mucosa intestinal €7 %)y
una importante reduccion en la tasa de crecimiento del animal ®%. Los cambios

son resultado principalmente del bajo consumo de alimento ©°

y la alteracion de
la dieta ®"®) y progresan hasta que el intestino se adapta a la nueva fuente de
nutrientes. En el cerdo salvaje (Sus scrofa) estas variaciones ocurren
paulativamente haciendo una transicion gradual de una dieta completamente
lactea, a una dieta carente de leche y fundamentalmente omnivora " Los cerdos
silvestres alcanzan la independencia nutricional de la cerda, entre las 8 y las 12
semanas de edad %" %3 Bajo condiciones actuales de produccion intensivas, el
destete es una transicion abrupta y representa un fuerte desafio alimenticio ya

que existe un cambio nutricional al pasar de una dieta liquida a una dieta sélida.

Las alteraciones en la mucosa intestinal, atrofia de las vellosidades e incremento



en la profundidad de la cripta, normalmente se mantienen hasta por 2 semanas

después del destete 4 &7 89)

. Cuando el consumo de leche cesa (destete), la
estructura y funcion de la mucosa intestinal empieza a tener cambios, ya que en
pocas horas la altura de la vellosidad disminuye y se incrementa la profundidad de
las criptas; lo que reduce la capacidad de digestion y absorcion de nutrientes ®7),
En condiciones de baja sanidad se relaciona con diarreas (E. coli) ©®% %,

En conjunto, el cambio de la dieta y las alteraciones en la mucosa intestinal
induce un periodo de ayuno durante los primeros dias y en algunos cerdos
provoca anorexia " % %) teniendo un impacto negativo en el crecimiento que
llevando a la movilizacién de proteina muscular '°%. El cerdo joven, criado bajo
condiciones intensivas posee un potencial de crecimiento muy alto (>400-500
g/dia) después del destete, varios factores limitan el alcance de dicho potencial.
Entre los principales factores se encuentran: calidad de la dieta, medio ambiente
(temperatura, subpoblacion), estado sanitario del animal y del nuevo lugar donde
vivira, enfermedades, etc. Sin embargo, previo al destete, el cerdo lactante
también es incapaz de alcanzar su potencial de crecimiento debido a la baja
concentracion de materia seca de la leche materna, la cual promueve una unidad
de crecimiento por cada 4 unidades de consumo en promedio (eficiencia del casi
0.25) (1on), por lo que la separacion temprana del cerdo (destete temprano), podria
subsanar dicha ineficiencia (1%? siempre y cuando el cerdo pudiera adaptarse
inmediatamente, ya que una dieta posdestete adecuadamente formulada

o (103

proporciona una ganancia de unidad por unidad de consum ) ya adaptado.



Ventajas del destete Intensivo

Los principales beneficios que trae consigo el destete a los 21 dias de edad son:
a) Disminucion en la transmision de enfermedades de la madre hacia el
lechon (194,
b) Incremento en la productividad de la cerda al aumentar su numero de
partos por ano, produciendo asi un numero mayor de cerdos finalizados

(104)

c) Un menor desgaste de la cerda, por efecto de un corto periodo de lactancia
3:4)
d) El uso de las instalaciones se hace mas eficiente al aumentar en un tercio,
la capacidad instalada por cada semana que se reduzca la edad al destete
(105[
El destetar a los cerdos a temprana edad, donde se proporcionan dietas
altamente complejas en nutrimentos permite que tengan una transicion paulatina
al nuevo alimento en el destete que se ve reflejado en el aumento en el consumo
de materia seca.
Una mayor tasa de crecimiento significa un menor numero de dias necesarios
para que el cerdo alcance su peso de meta. Sin embargo, mientras menor sea la
edad de destete del cerdo lactante, mayor sera el numero de dietas y la

106; 107; 108)

digestibilidad de estas materias primas altamente procesadas ! y por lo

tanto de un costo elevado &9,



Desventajas del destete precoz

a)

f)

Cambio de instalacion y la completa separacion de la madre, ya sea en
sistemas de ciclo completo o destete segregado; en esta ultima el estrés se
incrementa por la transportacion de los animales a varios metros o
kildmetros de su sitio de nacimiento (1%9.

Reagrupamiento de camadas, resultando en peleas con el fin de establecer
una nueva jerarquia en el corral, siendo mas severa cuando existen 2
grupos "% o0 un inadecuado agrupamiento de animales, en donde cerdos
mas pesados son reclutados en un mismo corral.

Cambio radical en la dieta, de un alimento liquido, de sabor y temperatura
agradable, administrado en horarios precisos; a dietas soélidas; de sabor
desconocido, frio y suministrado de manera discontinua %9,

El cerdo destetado tiene que distinguir entre sed y hambre, satisfaciendo
dichas necesidades; en un comedero y bebedero por separado, estos
equipos pueden no favorecer el consumo durante las primeras horas/dia
después del destete.

Durante esta etapa, la susceptibilidad a contraer enfermedades de tipo
respiratorio (PRRS, Micoplasmosis, Enfermedad de Glasser, Salmonelosis,
Pasteurelosis, etc) se incrementa marcadamente.

El estrés generado, se manifiesta en los cerdos recién destetados
mediante conducta o vicios como mamar el ombligo y/o pene de otros
lechones, un aumento en el comportamiento de escape, menor tiempo
empleado para beber y alimentarse etc. Estas conductas son mas
evidentes en aquellos cerdos que son separados a edades de 7 dias,

respecto a aquellos en donde el destete se realiza a los 28 dias ("%,



Factores predisponentes a enfermedades respiratorias en el

destete

Varios aspectos del desarrollo del sistema inmune del cerdo contribuyen a la baja
inmunocompetencia y mayor susceptibilidad al destete, por ejemplo; la
placentacion de tipo epiteliocorial la cual no permite el paso de inmunoglobulinas
(Ilg) maternales al feto, ocasionando en el lechén ausencia de proteccion inmune
pasiva """; asi como una incapacidad para sintetizar sus propios anticuerpos "2,
El sistema inmune del lechon va madurando paulatinamente, lo que ocurre
alrededor de la cuarta semana sin embargo, el estrés ocasionado por el destete a
través de la intensa secrecidn de corticosteroides deprime la respuesta inmune
(113) siendo mas evidente cuando se realiza antes de las 4 semanas de edad (",
El estrés 6 sindrome generalizado de adaptacion, es un factor dificil de definir y
de cuantificar, pero cuya repercusion en el sistema inmune es indiscutible (% 113,
La sobrepoblacion es, tal vez, el factor estresante mas habitual que provoca una
inmunosupresion, la concentracion de amonio es de suma importancia en
ambientes cerrados, la ventilacion forzada es necesaria para prevenir la
contaminacion aérea masiva y mantener una humedad relativa aceptable, la
elevacion de la temperatura corporal o ambiental, modifica los mecanismos de
defensa de tipo fisico, quimico o biolégico del cerdo, permitiendo que la flora
normal, pueda invadir los pulmones y provocar neumonias (19 5 relacionarse con
una bacteria o un virus provocando un cuadro de complejo respiratorio (116),
También el espacio vital reducido permite la predisposicion y la aparicion de
infecciones agudas o enfermedades cronicas debilitantes, pero la mayor parte de
las veces son cronicas e insidiosas ("' "® y se observan efectos negativos en el

119; 120

consumo de alimento y en la tasa de crecimiento ( ). La suma de estos



factores y su importancia son tan grandes que se convierten en determinantes al
realizar el disefio de la instalacion ya que, el control directo de todos los factores
descritos puede acentuar o minimizar la repercusion de los riesgos
epidemiolégicos (8.

Las interacciones de los factores predisponentes entre el lechén y su entorno
provocan el desarrollo de patologias las cuales afectan directamente sobre la

("9 por la inmunosupresion

anatomia, funcion y defensa del sistema respiratorio
local y/o sistémica, por una deficiencia en la respuesta inmune a través de
anticuerpos y/o de un menor numero de células en la mucosa respiratoria debida
a la deficiencia nutricional de arginina, la cual tiene un efecto estimulador, de

maduracion y replicacion celular ¢% ™),

Generalidades del sistema respiratorio

Anatomia

El tracto respiratorio es un 6rgano tubular con estructura arborea, que comprende
la cavidad nasal, faringe, laringe, traquea y pulmones con bronquios, bronquiolos
y alvéolos.

Sistema del tracto tubular

Cavidad nasal: En el cerdo, la cavidad nasal, puede ser larga, estrecha, corta,
ancha dependiendo de la raza. Esta dividida longitudinalmente por una pared
(septum o tabique nasal). Dos huesos en forma de cornetes dividen cada una de

ambas mitades de la cavidad en tres meatos: dorsal, medio y ventral (fig.3).



Fig. 3. Corte transversal del hocico de cerdo, se puede apreciar la anatomia de los cornetes de la
cavidad nasal, el septo en posicidn simétrica y derecho.

Traquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos

La traquea es corta y se divide hacia atras en dos bronquios principales (izquierdo
y derecho). Una derivacién especial del bronquio principal conduce al I6bulo
apical del pulmdn derecho. El bronquio principal derecho envia otra derivacion al
I6bulo cardiaco derecho y otro al I6bulo intermedio y luego continia hasta el
I6bulo diafragmatico. El bronquio principal izquierdo emite una derivacion que se
divide en una rama para el I6bulo apical y una para el I6bulo cardiaco. El bronquio
principal continua luego hacia el I6bulo diafragmatico. Las ramas mas finas del
sistema tubular son los bronquiolos, dividiéndose cada uno en conductos
alveolares y alvéolos.

La laringe, traquea y bronquios estan tapizados con epitelio ciliado
seudoestratificado y con células caliciformes. Los bronquiolos, al acercarse a los
alvéolos, estan tapizados de epitelio escamoso. Porciones de los bronquiolos
(Ilamados bronquiolos respiratorios) y las paredes de los alvéolos estan tapizadas
por una capa unica de células epiteliales muy planas (células alveolares tipo |) y

de células epiteliales cubicas (células alveolares tipo Il). Las células alveolares



tipo Il producen surfactante pulmonar y sirven como células progenitoras para el

reemplazo y recambio de células alveolares tipo I.
Aspecto macroscopico del pulmén

En el cerdo, los pulmones estan divididos en siete I6bulos; el pulmén derecho
comprende los I6bulos apical, cardiaco, accesorio y diafragmatico; el pulmon
izquierdo comprende los I6bulos apical, cardiaco y diafragmatico (Fig. 4). Los
I6bulos estan subdivididos en lobulillos por tabiques interlobulillares solidos. Los
procesos patolégicos a menudo quedan confinados dentro de las estructuras
lobulillares, observados en bronconeumonia catarral con limites demarcados entre

el tejido normal y el afectado 12"

Cartilago interaritenoideo

Traslape de anillos

Bronquio accesorio

Lébulo Apical
Derecho
Lébulo Apical
Izquierdo
Lébulo Cardiaco
Derecho

Lébulo
Cardiaco
Izquierdo

Loébulo Diafragmatico
Izquierdo Lébulo Diafragmatico

Derecho

Lébulo accesorio

Fig. 4. Diagrama esquematico de los lobulos pulmonares del cerdo, vista ventral. El pulmén
derecho comprende los I6bulos apical, cardiaco, diafragmatico y accesorio; el pulmén izquierdo
comprende los I6bulos apical, cardiaco y diafragmatico



El cuadro 1 muestra los pesos de los I6bulos pulmonares como porcentajes del
peso pulmonar total, el lado derecho contribuye con mas de la mitad del peso total
(121)

Cuadro 1. Pesos relativos de los I6bulos pulmonares como porcentajes del peso
pulmonar total.

Lobulos del pulmén izquierdo  Lobulos del pulmén derecho

Estudio N Apical Cardiaco Diafrag. Apical Cardiaco Diafrag. Acc.

A 11 7 7 32 12 8 30 5
B 20 5 7 32 6 9 36 5
C 13 5 6 29 11 10 34 5

Referencia: A= (29, B= (2, C= G. Christensen datos sin publicar. El redondeo de las cifras puede
hacer que la suma de porcentajes sea superior a 100.
N = numero de cerdos examinados en cada estudio. 180-200 dias de edad

Funcioén

El intercambio gaseoso vital entre el aire inhalado y la sangre venosa de la arteria
pulmonar tiene lugar a nivel alveolar. S6lo una minima parte del volumen total de
aire alveolar se renueva en cada respiracion. En el cerdo en reposo se
intercambia el 10-15% del aire alveolar por inspiracion. La frecuencia respiratoria
normal (respiraciones/minuto) varia de acuerdo a la edad del animal (lechones y
cerdos en crecimiento, 25-40; cerdos con peso a mercado, 25-35; cerdas en
gestacion, 15-20).

Mecanismos de defensa del sistema respiratorio

La superficie mucosa del tracto respiratorio proporciona una interfase critica entre
el cerdo y su ambiente, mientras la piel estd adaptada para prevenir la invasion de
agentes potencialmente patégenos, la superficie epitelial del tracto respiratorio
sirve principalmente como una membrana de difusion. El intercambio gaseoso

g (124

requiere una superficie de 60-80 m? en humano ). Por lo que es comprensible

que el tracto respiratorio deba estar equipado con un aparato de defensa eficiente



y especializado. Los componentes mas importantes de la defensa respiratoria se
enumeran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Componentes del sistema de defensa respiratorio

Factores fisicos y quimicos
Vellos en orificios nasales
Estructura de la cavidad nasal
Estructura de la mucosa
Propiedades del moco fisicas y quimicas; por ejemplo: adhesividad,
lisozima, interferones, opsoninas, lactoferrinas, factores del complemento,
inmunoglobulinas especificas
Microflora
Componentes humorales (contenidos del moco y multiples tipos de
moduladores inmunes, por ejemplo citocinas)
Factores celulares

v' Fagocitos (macrofagos alveolares y vasculares, histiocitos, monocitos,

neutrofilos, eosindfilos)

v Linfocitos B derivados de la médula 6sea (células plasmaticas)

v Linfocitos T derivados del timo, citotdxicos (células asesinas naturales)
Enfermedades del cerdo Capitulo. Il. Ed. Inter-Médica. 2000. pp.747 oZn

ANANENRN

AN

La cavidad nasal esta disefiada para eliminar las particulas grandes atrapadas
por los pelos de los orificios nasales y depositados en el moco del epitelio de la
cavidad nasal, faringea, laringea y traqueal.

Casi todas las particulas con un diametro superior de 10 um quedan atrapadas en
el moco, solo las particulas de un diametro aerodinamico menor de 5 pm (9

pueden llegar a depositarse en el nivel alveolar.

Defensa mucociliar

Las particulas atrapadas en el moco del epitelio son manejadas por el mecanismo
de depuraciéon mucociliar. La alfombra ciliar de los bronquios y bronquiolos origina
un flujo continuo de moco hacia la faringe. EI movimiento ritmico de las cilias da
como resultado un flujo de moco de aproximadamente 4-15 mm/minuto "%, El

moco de la cavidad nasal, se vuelca en la cavidad faringea y luego se traga.



Fagocitos

Los macrofagos alveolares neutralizan el material extrano que escapa al
mecanismo de defensa mucociliar. Las particulas no patégenas son manejadas
por simple actividad fagocitica y se eliminan en el flujp de moco. Los
microorganismos patdégenos son neutralizados con la ayuda de secreciones como
lisozima, interferones, opsoninas, lactoferrinas, factores de complemento e
inmunoglobulinas especificas presentes en el moco. Si los agentes no son
neutralizados por los macrofagos alveolares, se producira inflamacion. Los
neutréfilos de la sangre invaden luego al alvéolo y ayudan a los macrofagos en la
actividad fagocitica. En cerdos sanos la proporcion normal de elementos celulares
en el moco broncoalveolar es de 70-80% de macrofagos, 11-18% de linfocitos, 8-

12% de neutrdfilos y hasta de 5% de granulocitos eosindfilos (129,

Inmunoglobulinas

La producciéon de inmunoglobulinas especificas es de importancia crucial para la
defensa inmune respiratoria. Su funcion biolégica consiste en la neutralizacion de
los antigenos, generando complejos antigeno-anticuerpo no patdégenos. Las
inmunoglobulinas predominantes en el moco son del tipo IgA. Las globulinas IgM
son proteinas producidas al inicio de la respuesta inmune, particularmente en el
cerdo recién nacido. Las globulinas IgG, originadas del suero sanguineo,
constituyen la mayor parte de las inmunoglobulinas en el moco del tracto
respiratorio inferior, cerca de los alvéolos. Las inmunoglobulinas del tapiz mucoso
actuan principalmente previniendo el establecimiento inicial y penetracion de los
patdgenos (127 Las globulinas IgE se generan en la respuesta inmune contra

parasitos, por ejemplo, parasitos pulmonares y larvas migratorias de ascaris.



Respuesta inmune mediada por células

Generalmente la inmunidad mediada por células es muy importante y se identifica
por: células citotoxicas '?”, células asesinas naturales, macrofagos activados. La
respuesta mediada por células es de importancia en las infecciones respiratorias

viricas, como la influenza y la enfermedad de Aujeszky.

Enfermedades respiratorias comunes en cerdos destetados

Las enfermedades que afectan a los cerdos son de importancia desde el punto de
vista nutricional debido a que tienen un impacto negativo sobre los parametros de
produccion, lo cual hace que se alargue el ciclo de engorda y desde el punto de
vista inmunolégico debido a la inmunosupresion del sistema inmune que defiende
al huésped de agentes patdégenos, tomando en cuenta estos dos aspectos solo se
mencionaran brevemente las enfermedades que afectan a los cerdos en el
destete.
En cuanto a factores etioldégicos de naturaleza infecciosa, ambiental y
epidemioldgicos se tienen:
» Factores medio ambientales: mencionados anteriormente en la seccién de
factores predisponentes a enfermedades en el destete.
» Factores de etiologia infecciosa: se clasifican en primarios y secundarios.
Los agentes primarios son capaces de producir enfermedad por si mismos
y ademas propician las patologias desencadenadas por los agentes
secundarios (cuadro 3). Esta labor facilitadora se basa en la capacidad
inmunosupresora y/o inmunocomprometedora, a nivel local o general.

Algunos autores han cuestionado estas afirmaciones y han planteado que



los virus también son agentes secundarios en el caso de la infeccion por M.

hyopneumoniae '?®.

Cuadro 3. Agentes primarios y secundarios que afectan al cerdo (%)

Agentes Infecciosos

Agentes Primarios Agentes Secundarios
*M. hyopneumoniae *H. parasuis

PRRS *P. multocida
Aujeszky *A. pleuropneumoniae
Influenza Circovirus

*Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Actinobacillus
pleuropneumoniae

1.- PRRS: El sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino es una enfermedad
severamente destructiva de macréfagos alveolares. Se transmite por contacto
directo, aerosol, semen y transmision vertical '?. Los sintomas varian de agudo
a cronico ¥V, El cuadro clinico incluye: anorexia, letargo, disnea (respiracion
abdominal), polipnea, hiperemia, pelo hirsuto, disminucién en el aumento de peso
diario y de la eficiencia de alimentacién, que produce una gran variacion de
tamafio en cerdos de edades similares (130 131:132:133:134) "By o5t etapa de la vida
del cerdo (destete), PRRS se manifiesta principalmente a nivel respiratorio ('*%. El
contagio por el virus se basa en la infeccion y replicacion, dentro de las células

137; 138; 139; 140; 141)

monocito/macréfago (3¢ el virus tiene preferencia por la

replicacién en macréfagos inmaduros (4% 143).
2.- Micoplasmosis: La infeccion coloniza las superficies de las mucosas traqueal
y bronquial. Las vias aéreas infectadas evidencian dafio ciliar y de las células

epiteliales ademas, micoplasma ataca células linfoides en sangre y linfonodo

bronquial, donde induce un alto indice de estimulacion y secrecion de lg, por lo



que los cerdos que estan infectados muestran inmunosupresion (144 14%)

, lo que
lleva a alteraciones en la actividad fagocitica de los macréfagos alveolares (1°).
Su importancia radica en que ocasiona ineficiencia productiva y pérdidas
econdmicas, reduciendo 15.9% el indice de crecimiento y del 12-16% la eficacia
alimenticia. Los principales signos clinicos corresponden a una tos cronica no
productiva, con retraso en el crecimiento y un consumo de alimento usualmente
normal; sin embargo, cuando el agente se asocia con otras bacterias, suele
presentarse fiebre, disnea, polipnea, anorexia y muerte.

3. Salmonelosis: Ocasionada por S. choleraesuis y se presenta particularmente

en cerdos jovenes. Se caracteriza por presentar baja morbilidad (10%) y alta

mortalidad. Los cerdos afectados por S. choleraesuis presentan: fiebre, anorexia,

depresion, ictericia, cianosis, tos productiva, secrecion nasal y disnea.

4. Pasteurelosis neumoénica: Enfermedad causada por Pasteurella multocida

tipo D y responsable de una rinitis progresiva, también crece en células
epiteliales, inhibe la fagocitosis de los macréfagos alveolares. Los signos clinicos
cursan con marcada disnea, respiracidon abdominal, tos ligera, descarga nasal,
fiebre y cianosis en extremidades. Hay una clara disminucion de la ganancia
diaria de peso, eficacia alimenticia asi como el indice de crecimiento, lo cual es
una enfermedad de tipo croénico.

Se ha planteado que las enfermedades respiratorias de curso benigno y de baja
morbilidad tienen una influencia marcada en el ciclo de produccién. Estas
enfermedades son las mas extendidas y las que mas pérdidas econdmicas
ocasionan, por un desarrollo desigual, mal aprovechamiento del alimento,

disminucién de la ganancia diaria de peso y aumento en la conversion alimenticia.



Todos estos factores se traducen en un mayor numero de dias a mercado y un

encarecimiento en la produccion %),

SISTEMA INMUNE DEL CERDO

Sistémico

La inmunidad sistémica en el cerdo tiene como finalidad la eliminacién activa del
antigeno absorbido, la que depende tanto de su resistencia natural o inmunidad
innata como de la inmunidad adquirida. Los componentes de la inmunidad innata
o no especifica incluyen factores genéticos, raciales, hormonales, celulares y
humorales, ademas de otros factores como la edad y las barreras de proteccion
mecanica. Por su parte la inmunidad especifica puede adquirirse en forma activa
por infeccién natural o de manera artificial por vacunacién y en forma pasiva por
tratamiento con antisueros o sueros inmunes mediante la inmunidad materno-

fetal, donde los anticuerpos producidos por la madre se adquieren por calostro.

Mucosal

Intestino

El tejido linfoide asociado a intestino (del GALT: Gut associated lymphoid tissue),
representa el 25% de la mucosa intestinal, siendo el intestino el érgano con mayor
densidad de células inmunes del organismo " %8 | a induccién de la respuesta
inmune requiere del procesamiento y presentacion de los antigenos a los
linfocitos T cooperadores (CD4+) por las células presentadoras de antigenos

(APC) que expresan en su superficie moléculas del complejo principal de



histocompatibilidad (MHC). Una vez que el antigeno es presentado a las células
T, estas se activan expresando receptores en su superficie para interlucina 2 (127,
La relacién entre las CPA, los linfocitos T y las células activadas, ocurre en los

sitios de contacto del sistema inmune con el antigeno (47,

Las superficies
mucosas de los aparatos gastrointestinal, respiratorio y reproductivo, junto con la
glandula mamaria, son las principales fronteras entre el organismo y su medio
circundante.

El GALT tiene como principal funcién: reconocer y suprimir cualquier respuesta
inmune sistémica contra antigenos de la dieta y es a la vez, capaz de identificar y
reaccionar eficazmente para evitar la adhesion y penetraciéon de virus, bacterias,
hongos y parasitos (4% 1°0),

El sistema inmunitario de las mucosas esta dotado de mecanismos defensivos
especificos por los que los microorganismos patégenos pueden ser expulsados o
eliminados, pero de igual importancia son los mecanismos defensivos

inespecificos (148 1°1)

, que actuan de forma independiente o sinérgica con la
respuesta inmune adquirida e incorporados al sistema inmune local.

Los mecanismos inespecificos en el intestino integran una gama de barreras
fisicas (fluidos, motilidad, epitelio, moco), quimicas (secreciones, enzimas, pH,
acidos grasos) y bioldgicas (microflora) “”). Estos mecanismos estan integrados
por las barreras humoral, celular y mecanica disminuyendo la absorcion de
antigenos (Ags) no digeridos, pero aun asi, cantidades inmunolégicamente
significativas de baja antigenicidad se absorben a través del epitelio y de las
células M de las placas de Peyer %% 152 | as inmunoglobulinas secretadas en la
mucosa reducen la penetracion de Ag al bloquear su union al enterocito. La IgA

g (153

tiene una alta importancia debido a que es la predominante en la mucos ). Los



otros isotipos (IgM, IgG o IgE) son producidos en cantidades relativamente

pequefas (10%) *%.

Pulmoén

Aunque los mamiferos poseen una amplia variedad de mecanismos de defensa
en el interior de los tejidos. Es en las superficies corporales donde los
microorganismos invasores se detectan inicialmente y donde son, en su mayor
parte, repelidos o destruidos. A diferencia del intestino, que esta expuesto a
grandes cantidades de material extraio todos los dias, las vias respiratorias se
exponen a cantidades muy pequenas de materias extrafas, casi siempre en
forma de aerosoles o particulas inhaladas "'°. El aire que se introduce al respirar
y que se retira tiene un promedio de 500 centimetros cubicos (cc), por lo que
representa un volumen de 6 litros por minuto, si tomamos en cuenta la actividad
del cerdo de 24 horas tenemos un volumen de 4000-5000 litros
aproximadamente. Las particulas grandes (mas de 10 ym) por lo general quedan
atrapadas en las vias respiratorias superiores, y sélo las mas pequefias (inferiores
a 2 ym) penetran en el pulmoén ("'®. Los pulmones son estériles en condiciones
normales. Las vias respiratorias tienen nodulos linfoides en las paredes de los
bronquios, asi como linfocitos que se distribuyen de manera difusa en el pulmén y
en las paredes de las vias respiratorias '?Y. Suele haber células M asociadas a
estos nodulos linfoides. La inmunoglobulina que se sintetiza en estos tejidos es
principalmente IgA secretora, en especial en las vias anteriores ('*®, sin embargo,
las secreciones de bronquios y alvéolos contienen una gran proporcion de IgG,
proveniente principalmente del suero de cerdo asi como en la mucosa °¥. En la

superficie luminar de los alvéolos pueden encontrarse células, principalmente



macrofagos alveolares, los cuales ademas de poder fagocitar, también producen
un factor quimiotactico con una actividad preferente sobre los leucocitos
polimorfonucleares (1?7,

En humanos se conoce la composicion celular del lavado bronquioalveolar la que
es de linfocitos T: (CD3+), cooperadores (CD4+), citotoxicas supresores (CD8 +),
CD68 de linfocitos B y macréfagos (%% %0 Sin embargo, en el cerdo se tienen
pocos datos de sus poblaciones celulares, en el lavado broquioalveolar se conoce

(155

que el 10% de células nucleadas son linfocitos ). A través del analisis del

lavado traqueobronquial (BAL) y de sangre periférica °" °® se puede conocer

sus poblaciones e interpretar un aumento ¢ disminucién de su fenotipo (%% 199,

distribucion, proporcién, o establecer una cinética celular para asi estudiar su

perfil '®" en individuos donde su estado inmune estd comprometido, por ejemplo
(162) - . (163)

en enfermos con SIDA 0 con problemas agudos o cronicos de pulmoén .En

la actualidad no hay estudios inmunoldgicos sobre las poblaciones celulares del

pulmén (parénquima) del cerdo, mucho menos la cuantificacion, proporcion,

distribucion en pulmoén motivo de este trabajo.

Desarrollo y maduracion

Intestino

El lechén es considerado esencialmente inmunoincompetente al nacimiento, pero
el bajo numero de células MHC de clase Il y de células CD4" y CD8" en el
intestino que son necesarias para la induccién de la respuesta inmune activa

podrian afectar la eficiencia del sistema (164 165 166 167, 168)

. Las células T (que
expresan en su superficie CD2 y son por lo tanto clasificados como células CD2")

estan presentes en el intestino, pero estas células no expresan ninguno de los



dos antigenos de superficie CD4 o CD8 y son, por lo tanto, predominantemente
dobles negativas CD2"CD4°CD8 (169 170:167.168) | 5 presencia de esta poblacion en
cerdos ha sido reportada por otros autores """ 17? como células T doble negativas
(CD2*CD4°CD8) (173 174 175) | as células T intraepiteliales en el duodeno e ileon
estan presentes al nacimiento y, a las 7 semanas representan un 38% del total de
las células intestinales y también son predominantemente doble negativas ("% 198,
Un nUmero pequefio de linfocitos B estan presentes al nacimiento (177,

Durante el periodo postnatal, el intestino experimenta un cambio extenso, donde
es expuesto a una serie de antigenos ambientales, de naturaleza tanto inocua
como perjudicial para la salud. Después del nacimiento, la presencia de
macrofagos se incrementa, mas en la cripta que en la regién de la lamina propia
de la vellosidad y alcanza niveles de adulto a las 5 semanas de edad ®"). Las
células dendriticas se incrementan después del nacimiento, mas en la vellosidad
que en la regién de las criptas ('"®. Esto se ha confirmado por el desarrollo de las
células MHC II, que son el doble en la vellosidad comparado con la ldmina propia
de la cripta, a la primera semana de edad "¢

El perfil de los linfocitos de la mucosa intestinal se altera drasticamente después
del nacimiento, siendo el doble de linfocitos en la lamina propia en las primeras

cuatro semanas "% 7®: proceso que es impulsado por la exposicién a los

(169; 179; 166; 180)

antigenos microbianos Los linfocitos T de la lamina propia

inmadura empiezan a diferenciarse en CD4" y CD8" por el dia 50 de edad ('),

Asi mismo, las células CD4" y CD8" muestran un patron de desarrollo diferente,
pues las células T CD4" se incrementan rapidamente después del nacimiento,
mientras que el numero de células T CD8+ aumenta de una manera

comparativamente lenta en las primeras 5-7 semanas de vida (16% 177 178:167: 168) o



los 6 meses de edad, las células T CD4" y CD8" muestran un patron distinto en la
localizacion dentro de la lamina propia, donde la concentracion es mayor en la
vellosidad que en la cripta (72,

El aumento significativo de los linfocitos intraepiteliales después del nacimiento,
debido a la exposicion a los antigenos, representa el 50% del total de estas
células en el intestino, a la 52 semana de vida (7% %6 188) | o5 Jinfocitos en el
epitelio, en la vida temprana, son predominantemente CD2*, con un numero
significativo de células CD8" detectables mas tarde en la vida (17 169,

El poco numero de células intraepiteliales durante las primeras 5 semanas de vida
y, la escasez de células T CD8", puede predisponer al cerdo joven a infecciones
digestivas "%, Los linfocitos B en la lamina propia responden a la estimulacién
antigénica durante el periodo posnatal. La IgA en plasma se incrementa desde el
dia 6 al 28 de edad ®" 2 |a presencia de IgM en plasma también es
significativa, las IgA son superiores cerca de la 4 semana de vida y conforme

e (169; 165; 166; 180)’ por lo que la

pasa el tiempo esta se vuelve predominant
concentracion de células B es mayor en la cripta que en la lamina propia de la
vellosidad (169 166: 180)

Las placas de peyer (PP) experimentan un crecimiento en el periodo posnatal,
incrementando su longitud alrededor de tres veces en los primeros 38 dias
después del nacimiento (164) en comparacion con cerdos libres de gérmenes los
cuales muestran un pequefio incremento de estas estructuras en el mismo
periodo (164,

La acelerada e ilimitada acumulaciéon de células MHC Il y de CD4" y CD8" en la

lamina propia del intestino durante el periodo posnatal indican que el lechon

desarrolla rapidamente el potencial para el reconocimiento de antigenos e



induccién de la respuesta inmune activa. De cualquier manera, los componentes
del sistema inmune intestinal no se asemejan al del cerdo adulto en las tres
primeras semanas de edad, que es cuando usualmente ocurre el destete del
lechén criado bajo condiciones intensivas. La relacion de células T CD4" y CD8”
en los primeros dias de vida es contraria a la que se puede observar en un cerdo
adulto "®” en este dltimo la relacion es 1:1, mientras que en el cerdo joven la
disparidad en la relativa proliferacién de estas células T es mayor de 1; lo que
puede potencialmente influenciar la capacidad del lechén para regular la
respuesta inmune (8% 8 Ademas los niveles absolutos de linfocitos en la lamina
propia y de los compartimentos intraepiteliales en el destete estan por debajo de
los niveles de un adulto, lo que puede comprometer la defensa inmunoldgica en
contra de infecciones. El retiro del suplemento maternal de inmunoglobulinas en
este tiempo, elimina la proteccion inmunoldgica pasiva en el lumen intestinal,
haciendo vulnerable a la mucosa a infecciones oportunistas tales como E. coli y

rotavirus ©.

Pulmon

El pulmén y vias respiratorias superiores son superficies mucosales comunes

(189 que existen comunmente como microflora

para infecciones por bacterias
comensal en muchos individuos sin signos de enfermedad; si el balance del
estado del comensalismo se altera, el resultado del desequilibrio es una infeccién.
Los individuos que estan inmunocomprometidos o tienen un bajo estado
inmunitario son altamente susceptibles a infecciones por bacterias, virus o

s (186, 187)

interaccidon de ambos patdégeno . Se han empleado modelos animales

para el estudio del desarrollo y patogénesis asi como de los mecanismos



efectores de inmunidad en el tracto respiratorio, a través de la inmunidad mucosal

y estrategias de vacunacion (188 189

para prevenir infecciones en el pulmon. Estos
estudios han establecido la importancia de de la inmunidad mucosal en esas
infecciones. La diseminacion de la respuesta inmune después de emplear
regimenes que inducen una respuesta significativa han sugerido que la
polarizacion de las células T cooperadoras puede ser un factor fundamental en la

n (188189 | a5 investigaciones en este campo son

proteccion efectiva en el pulmé
prometedoras para entender los mecanismos efectores de la inmunidad en el
pulmén, por lo que el desarrollo de un modelo de inmunidad en el tracto
respiratorio requiere del estudio de: (1) tipo y numero de células en el 6rgano, (2)
cambios con la edad y el destete, (3) efecto de la vacunacion e
inmunoestimuladores, (4) activacibn de macréfagos, (5) reclutamiento de
leucocitos, (6) produccion de citocinas (derivadas de células CD4, macréfagos y
otras células), (7) activacion de polimorfos para incrementar la fagocitosis, y
finalmente (8) control y regulacién de la respuesta inmune "9 197,

La activacion de células T por antigenos especificos de células T induce su
funcién inmune a través de la secrecion de citocinas Th1 y Th2. La diferente
concentracion o la polarizacién de estas citocinas tienen la capacidad de modular
la respuesta inmune en una infeccién. La respuesta de Th1 o Th2 en los
linfonodos es rapida con la resultante interaccién de células T y B determinando el
respectivo tipo de inmunidad celular (Th1) o humoral (Th2) (9% 199 | 3 respuesta
de las células T en su mayor parte produce un patron de citocinas combinado (194,

'9) Una respuesta Th1 es dominada por células que producen IFNy que esta

(196)

asociado con la produccion de IgG2a en ratones, mientras que las células que



producen IL-4 inducen un cambio secuencial a IgG1 (")

y corresponde con una
respuesta tipo Th2.

La influencia de la poblacion residente dentro del tejido en el tiempo de infeccion
es esencial para una respuesta rapida, control y proteccion contra la enfermedad.
Se han encontrado diferencias significativas en cinéticas celulares asociadas con
el numero de células fagociticas y citocinas inflamatorias (TNFa) (1% 19 entre
animales inmunes y no inmunes.

En resumen, la proteccion de las vias respiratorias involucra la produccion de
mediadores inflamatorios y reclutamiento de células efectoras, asi como la
produccion de citocinas proinflamatorias y quimocinas tales como TNFaq,
interleucina 1-b y proteinas inflamatorias de macréfagos. Estas sefales quimicas
promueven la infiltracion y activacion de PMNs, macréfagos y linfocitos. El
proceso inflamatorio también requiere regulacion a través de la produccion de
receptores antagonistas y citocinas anti inflamatorias. Las células T CD4 son una
poblacién que tiene un papel muy importante en la regulacion de la inflamacion
(199) La produccion de citocinas por otros tipos celulares, células T CD8 y yd son

(200, 201) 135 cuales

proinflamatorias y también tienen actividad antiinflamatoria
juegan un papel importante en la respuesta inmune en este érgano.

En la actualidad no existen estudios sobre el desarrollo y maduracién de la
inmunidad en el pulmén en las diferentes etapas de la vida del cerdo, por lo cual
es importante determinar el tipo, proporcidon y numero de células del sistema
inmune en etapas como el destete con el fin de entender las causas de su mayor

susceptibilidad a enfermedades en este periodo tan critico y la manera de poder

evitarlas o disminuir su incidencia.



Efecto del destete

Intestino

La activaciéon del sistema inmune gastrointestinal durante el destete ha sido

g (202; 203; 204; 205; 206) o (207: 208)

descrito en varias especies animale en el human y en
el cerdo (167 9 209 179 ) 55 cerdos destetados al dia 21 de edad tienen un

incremento de linfocitos CD4" y CD8" en la lamina propia yeyunal dentro de los 2

96) g (209)

a 7 dias después del destete ). Similarmente Pluske y colaboradore
reportaron un incremento de CD4" en la lamina propia yeyunal dentro de las 24
horas posteriores a la separacion materna; sin embargo, no hubo cambio en
CD8". En contraste Vega-Lopez y colaboradores (1995), reportaron que en cerdos
destetados a la misma edad, se observd un incremento de células CD2" en la
lamina propia al 4° dia posdestete en comparacion con cerdos control no
destetados; sin embargo, las células CD4" o CD8" no se incrementaron, indicando
que la infiltracion de las células son del fenotipo CD2'CD4° CD8". Estos mismos
autores también observaron un incremento en los granulocitos/macréfagos en la
lamina propia de la cripta y vellosidad de la regién proximal del intestino delgado y
un aumento en células MHC Il, después del destete. Paraddjicamente a pesar de
la afluencia de inmunocitos dentro de la mucosa intestinal, no hay evidencia de un
incremento en la activacion de células T o macréfagos después del destete, lo
que esta determinado por la expresion de receptores de IL-2 (717 Se conoce
que del dia 1 al 47 hay un cambio gradual fenotipico en la poblacion de células
CD4", CD8", monocitos granulocitos y macrofagos (expresan antigeno de
superficie SWC-3), el efecto del destete a los 17 se analizd para comparar la
poblacién antes y después del destete (7% Ya que los cambios significativos en

las variables inmunoldgicas, tales como la expresion de linfocitos T y MHC, han



sido observados en las primeras 24 horas después del destete % 2% se requiere
una rigurosa y eventual comprobacién para ilustrar la alteracién dinamica en la
inmunidad intestinal en el periodo posterior al destete. En este sentido el estudio

de Solano-Aguilar ('™

proporciona datos sobre las grandes alteraciones de los
linfocitos en la mucosa en el primer mes después del destete. La conexion de la
activacion del sistema inmune intestinal en esta etapa con la respuesta
inflamatoria metabdlica en el nivel sistémico ?'? disminuye la relacion de altura de
la vellosidad: profundidad de la cripta, inmediatamente después del destete,
seguido de un aumento en las concentraciones de citocinas proinflamatorias IL-1
en plasma en la fase aguda (1",

Las alteraciones observadas en las poblaciones celulares en esta fase son
debidas a la pérdida de la homeostasis del tracto digestivo, la disminucién en la
cantidad de estas células para procesar antigenos en la dieta es menor, llevando
a un mayor tiempo en el restablecimiento de la vellosidad y de la cripta en la
mucosa intestinal y por con siguiente en el numero de estas células que
proporcionan proteccion inmune. El efecto del destete en las células es evidente
en intestino y tomando esto de base, se podria especular que en el parénquima
pulmonar la alteracion se veria reflejada en una menor cantidad celular que no
pueden montar una respuesta inmune eficaz, aunado al tiempo en que las

poblaciones se recuperan, haciendo susceptible al cerdo a enfermedades

respiratorias en ese periodo.

Estimulacion inmune

La activacion del sistema inmune (SI) tiene un papel muy importante en el

desarrollo productivo del cerdo. En cualquier parte del mundo donde se producen



cerdos de forma semiintensiva o intensiva, los problemas comunmente
observados son las enfermedades respiratorias. Las patologias respiratorias
afectan directamente e indistintamente los pulmones derecho e izquierdo (I6bulos
apical, cardiaco, diafragmatico). La afectacién depende del agente etiolégico y su
interaccién con otros microorganismos. En distintos estudios se ha coincidido en
que a medida que aumenta el dafio en el pulmén, el comportamiento productivo

211; 212; 213)

disminuye ( produciendo importantes pérdidas econdmicas durante el

crecimiento del animal ¢1% 21%:216),
Los animales poseen sistemas de defensa (p.e. el sistema inmune) que actua
conteniendo o destruyendo antigenos antes de que ocurran cambios que

@17) sobre la

representen una amenaza importante para la vida. En un estudio
influencia de la activacion del sistema inmune en el crecimiento, se demostré que
cerdos con un nivel de activacion alto del sistema inmune tienen un mayor
consumo diario de alimento, menor ganancia diaria de peso y una mayor
conversiéon alimenticia. En este mismo estudio se observé que al minimizar la
exposicidén a antigenos y por lo tanto, la activaciéon del sistema inmunitario durante
el desarrollo del animal, se obtuvieron mejores consumos y ganancias de peso,
mayor desarrollo muscular y menor cantidad de alimento consumido por kg de
ganancia de peso, (cuadro 4), @17 En dicho estudio los parametros inmunitarios
fueron monitoreados para asegurar un nivel alto y bajo de activacion del sistema
inmune, a través de linfocitos CD4*, CD8" y CD4:CD8 y concentraciones de alfa-

1-acilglicoproteinas, los cerdos con activacion baja tenian menor numero de estos

linfocitos y de esta proteina comparados con los cerdos con activacion alta.



Cuadro 4 Efectos del nivel de activacion del sistema inmune (Sl) sobre la
velocidad, eficacia y composicion del crecimiento en cerdos de 6 a 27 Kg. de peso
vivo ?

Activacion del SI Cambio

Bajo Alto
Peso vivo, Kg.
Inicial 6.4 5.9
Final 27.2 25.9
Crecimiento y utilizacién del alimento
Consumo diario, g 973 863 +110
Ganancia diaria, g 676 477 +119
indice de conversion 1.44 1.81 -.037
Composicién del crecimiento
Ganancia de proteina, g/dia 105 65 + 40
Ganancia de grasa, g/dia 67 63 +4
Ganancia grasa/ganancia proteina 0.64 0.95 -0.31

aAdaptado de Williams #'®2'9) | os cerdos (sélo machos castrados) fueron alimentados ad libitum.
®La deposicion de nutrientes corporales se designd utilizando la técnica de sacrificios
comparativos

La importancia que tienen en la actualidad las enfermedades respiratorias en la
produccion de cerdo y los antigenos que los afectan (virus, bacterias) por
separado, o su interaccion, hace mas dificil su tratamiento y resolucion a través
de costosos antibidticos que alargan el tiempo de engorda. Actualmente no se
conoce a fondo el sistema inmune pulmonar porcino y mucho menos como actuan
y se ven afectadas las células que lo integran. Lo que da pie a investigar el
posible efecto que puede tener la arginina sobre el numero y proporcion de esas

células.



CITOMETRIA DE FLUJO
La citometria de flujo es un proceso que permite caracterizar e incluso separar
diferentes poblaciones celulares mediante el uso de anticuerpos monoclonales
(MAb) con diferentes fluorocromos (fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), etc);
contra los marcadores de superficie especificos de cada subpoblacion que se
desee estudiar. La ventaja analitica de la citometria de flujo tiene como base la
habilidad de hacer mediciones cuantitativas y multiparamétricas en un numero
estadisticamente adecuado de células para definir las propiedades de una
poblacion celular o de las subpoblaciones que la componen. El analisis
multiparamétrico hace posible evaluar poblaciones celulares particulares dentro
de una mezcla compleja, detectando su capacidad para dispersar la luz (tamafo
de las células) y la fluorescencia que emiten (tipo de célula). Las mediciones
obtenidas se indican en porcentajes de cada poblacion ??). Estas caracteristicas
son la base de la técnica conocida como FACS (Clasificador de células activadas
por fluorescencia) (Fig. 6). El funcionamiento del FACS es relativamente sencillo y
se describe a continuacion. Una suspension celular se inyecta al flujo laminar del
aparato (Beckton Dickinson Immunocytometry Systems; 1995), donde las células
pasan una después de la otra (500—4000/seg) a través de un capilar y llegan
hasta un rayo laser. Cuando este rayo incide en una célula, la luz de excitacion
sale hacia delante y hacia los lados de la célula. La luz dispersada hacia adelante
provee informacién sobre el tamano de la célula. La luz dispersada hacia los lados
provee informacién sobre la granularidad y morfologia celular.
1. FSC: Luz difractada en angulos pequefios entre 1° y 10°. Generalmente
proporcional al tamafo celular y detectado con filtros axiales que se

encuentran en la misma direccion del rayo.



2. SSC: Luz reflejada en angulos mayores. Proporcional a la granularidad o
complejidad interna de la célula. Detectada con filtros axiales situados a 90°.

La otra caracteristica que podemos medir con el citdmetro (FACSCalibur) es la
fluorescencia. La luz azul de laser de Argdén de 488 nm de salida, excita a un
fluorocromo (FITC) que esté unido a un anticuerpo (Ac) especifico y emite luz a
diferente longitud de onda. La energia se libera en forma de luz y calor. La
intensidad de la fluorescencia es proporcional al nimero de Ac unidos a la célula.
La intensidad de fluorescencia depende de variables quimicas (numero de
moléculas de fluorocromo/Ac), la luz fluorescente se procesa, a través del
fotomultiplicador, en el sistema procesador de datos y los resultados son
analizados por el software del citdmetro (Fig. 5).

Historicamente, la evaluacion en cualquier 6rgano se hacia por medio de la
patologia generando datos cualitativos de la muestra analizada. En la década
pasada se tuvo un interés creciente para utilizar herramientas que redujeran la
subjetividad humana y mejorar el trabajo. La citometria de flujo permite analizar
diferentes caracteristicas en una sola célula, a través de imagenes que ofrecen la
capacidad de generar resultados rapidos y confiables. En este estudio se empled
esta tecnologia para caracterizar las células en sangre, tonsila palatina, lavado
bronquioalveolar, y l6bulos apicales y diafragmaticos del pulmoén del cerdo, para
monitorear los cambios en el numero celular, por medio de marcadores de
superficie para linfocitos T, B y macrofagos. La evaluacion de las muestras generé
datos computarizados mas descriptivos y cuantitativos. La optimizacion de esta
técnica permite incrementar el numero de muestras analizadas por dia, un mejor
estudio y condiciones experimentales y evaluar mejor la significancia estadistica

entre grupos comparados. La combinacion de la técnica de citometria de flujo y



del andlisis de imagenes se obtienen datos cuantitativos y biolégicamente

relevantes sobre la evaluacidon de métodos tradicionales.

FACS (Clasificador de células activadas por fluorescencia)

|1|v |
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Figura 5. Sistema 6ptico del FACS. El laser incide en la célula y ésta dispersa la luz de manera
lateral y frontal al tiempo que emite fluorescencia. La luz y la florescencia son detectadas por
separado (Beckton Dickinson immunocytometry system: 1995.
http//www.icnet.uk/axp/facs/davies/flor.html. 1995, consultada el 25 de enero de 2008. (**')



JUSTIFICACION

El cerdo joven, al ser destetado presenta una inmadurez digestiva que evita
que aproveche eficientemente los nutrientes que aporta una dieta no lactea,
ademas, su sistema inmune no estda completamente desarrollado y la
separacién materna repentina disminuye aun mas su funcionamiento debido al
estrés ocasionado, lo cual vuelve al lechon mas susceptible a enfermedades
digestivas y respiratorias por virus o bacterias, que afectan por lo general a los
l6bulos apicales y diafragmaticos. Esto ha impulsado la busqueda de métodos
para activar al sistema inmune para mejorar la respuesta fisiolégica del lechén
en el proceso del destete. La L-arginina ha demostrado que es un aminoacido
esencial en el cerdo joven (<20 kg) y durante periodos de maxima exigencia
como el destete o la enfermedad. La deficiencia de L-arginina en esta etapa
conlleva a una menor tasa de crecimiento del animal, se incrementan los dias
requeridos para alcanzar su peso de venta. Durante un proceso infeccioso, el
sistema inmune es desafiado continuamente, incrementando el requerimiento
de L-arginina que ayuda en la fagocitosis, aumenta la actividad citotoxica de los
macrofagos, regula la activacion, proliferacion y maduracion en células del
sistema inmune. El estudio de las poblaciones del sistema inmune en el
parénquima pulmonar permitira establecer un modelo cuantitativo para evaluar
cambios, en poblaciones relevantes, debido a factores ambientales (destete) o

tratamientos (L-arg).
HIPOTESIS

La inclusion de L-arginina en la dieta del cerdo recién destetado, incrementara
algunos parametros productivos y aumentara el numero de células del sistema

inmune en el parénquima pulmonar durante el postdestete.



OBJETIVOS

Evaluar el efecto de la inclusion de diferentes concentraciones de L-arginina en
la dieta de cerdos recién destetados, sobre los principales parametros
productivos peso vivo, ganancia diaria de peso, consumo diario de alimento y
conversién alimenticia.

Evaluar el efecto de la administracion de 0% y 1.0 % de L-arginina sobre el
porcentaje y numero de células del sistema inmune en sangre, tonsila, lavado
traqueobronquial y en los I6bulos apicales y diafragmaticos derechos e

izquierdos del pulmén.



MATERIAL Y METODOS

LOCALIZACION

El presente estudio se realizé conjuntamente en las instalaciones del area de
Nutricion, pertenecientes al Departamento de Produccion Animal: Cerdos, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de México; ubicadas en Ciudad Universitaria, Av. Universidad No
3000. Delegacién Coyoacan. México, D. F. C. P. 04510, y en el laboratorio de
Inmunobiologia de las Mucosas, del Departamento de Infectomica y
Patogénesis Molecular del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
del Instituto Politécnico Nacional, ubicado en Avenida Politécnico Nacional No

2508. Col. San Pedro Zacatenco, México, D. F. C. P. 07360.

INSTALACIONES

Antes del arribo de los lechones a las instalaciones de la Facultad, estas fueron
lavadas y desinfectadas. Un dia antes del arribo se encendieron las fuentes de
calor para mantener una temperatura de 30 £ 2° C de manera constante. Las
instalaciones cuentan con 16 corrales con piso y paredes de cemento,
distribuidos en dos lineas paralelas de ocho corrales cada una y divididos por
un pasillo central; cada corral cuenta con una lechonera de madera con una
dimension de 90 x 60 x 60 cm, con un foco de 100 watts y un tapete térmico
como fuente de calor. Durante esta etapa, el alimento se proporcioné a través
de un comedero de plastico tipo tolva, con capacidad para 5 bocas y
dimensiones de 75 x 20 x 69 cm y una capacidad de 40 kg (KANE, lowa.
EE.UU). Los corrales cuentan también con dos bebederos de chupdn

desmontables para cerdos recién destetados con una capacidad de 7.5 litros



(KANE, lowa. EE.UU); que se encontraban uno a una altura de 0.39 cm y otro a
0.70 cm del piso, lo cual permitio el libre acceso al agua independientemente
del tamafno del animal. La ventilacion fue regulada mediante dos inyectores y
dos extractores de aire, localizados en la parte superior de las paredes de las
instalaciones. La temperatura fue monitoreada mediante termometros de
temperatura maximas y minima los cuales estaban a la altura del lomo de los

animales.

ANIMALES

1. Estudio nutricional: se utilizaron 60 cerdos de 21+ 2 dias de edad, recién
destetados, con un peso promedio de 5 kg, producto de la cruza de cerdos
(Duroc x Landrace) hibridos provenientes de una granja especializada en la
produccion de animales para abasto, ubicada en el municipio de Texcoco,
Estado de México. Los animales recibieron las practicas de manejo rutinarias
para cerdos lactantes: corte y desinfeccion de ombligo; aplicacién de hierro
dextran al tercer dia de nacidos, castracion de los machos a los 5 dias de edad
y descolado. A su arribo a las instalaciones de la Facultad los cerdos fueron
pesados y separados por sexo. Los pesos se establecieron en orden
decreciente, tomando los primeros cuatro pesos y colocandolos en un corral, al
azar y sucesivamente hasta colocar a todos los animales. En cada tratamiento
hubo 15 animales (N= 3 o 4 animales por corral). Los tratamientos fueron
asignados al azar entre los corrales, 4 corrales fueron para el grupo control con
0% de L-arginina, 4 corrales con inclusion del 1% de L-arginina, 4 corrales con
1.5% de L-arginina y 4 corrales con 2% de L-arginina.

2. Estudio inmunoldgico. Al cabo de 1 mes del inicio de los tratamientos se

tomaron 10 animales al azar. Cinco de estos animales provenian del grupo



control (0% de L-arginina) y 5 animales provenian del grupo que recibié el
tratamiento de 1% de L-arginina, todos fueron sacrificados de manera
humanitaria (descrito en toma de muestras) para obtener muestras de sangre,
lavado bronquioalveolar (BAL), tonsila, l6bulo apical izquierdo (LAl), I6bulo
apical derecho (LAD), Iobulo diafragmatico izquierdo (LDI) y Iébulo

diafragmatico derecho (LDD), para la evaluacion inmunoldgica.

TRATAMIENTOS

A su arribo se les proporcionaron 50 gramos de alimento comercial por animal
(descritas mas adelante) y se les dio libre acceso al agua. Los tratamientos se
distribuyeron aleatoriamente y se suministraron al segundo dia de su llegada a
las instalaciones. Los tratamientos experimentales consistieron en administrar
L-arginina cristalina (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd Tokio, Japoén) a
concentraciones del 1, 1.5, y 2 %, ademas, del grupo control (0% de L-
arginina). El alimento se peso antes de ser ofrecido a los cerdos y se registro
diariamente el desperdicio de éste, para poder calcular los consumos totales
por corral por dia. La cantidad diaria ofrecida se calculd basandose en el
consumo total (ofrecido menos el desperdicio) del dia anterior. La cantidad de
L-arginina se estimo de acuerdo al consumo total de alimento por corral del dia
anterior y se proporcioné por via oral, una vez al dia, diluida en agua destilada
como vehiculo durante 30 dias, al grupo control se le dio agua destilada para

que los animales recibieran el mismo manejo.



DIETAS

DIETA FASE 1 CONTROL NEGATIVO DE 6-10 KG

Formula:
Uso:

JFORMULA

COD INGREDIENT

164
268
097
255
108
173
295
166
184
530
133
134
247
201
527
144
211
440
141
524
135

SORGO 8%

LACTOSA

P.SOYA 47%
Concentrado Soya
Harina de Pescado
PIASMA PORCINO

FOSFATO 21/18
Calcio,
Bact-Acid
METIONINA 99%
LISINA
LEVADURA VIVA
MINS. CERDOS
Colina 70%

SAL
VIT.INI.CERDOS
Sucram
L-TRIPTOFANO
Oxidox Plus
L-TREONINA

JWEIGHT:1, 000.000

JSHADOW PRICES

COD INGREDIENT

424 Suero de leche
169 ACEITE VEGETAL

JNUTRIENTS ANALYSIS

[CONTROLLED NUTRIENTS

COD NUTRIENT

003
012
017
020
023
031
036
038
043
051
053

E.M. CERDOS (KC/KG)
PROT.CRUDA (%)
LISINA (%)
MET+CISTINA (%)
TREONINA (%)
FIBRACRUDA (%)
CALCIO (%)
FOSF.DISP.
LACTOSA (%)
TRIPDIG CDOS (%)
COLINA (MG/KG)

(%)

INGREDIENTS ANALYSIS

5
1
1

(SpecialsS) 6
Harina Sangre AP 301

Carbonato 38%

COST: $5, 682.08

MIN REAL

3300.003302.03
22.219
.600 1.600
.960 0.960
.960 0.960
2
1

cor

.263
0.850 .000
0.420 0.536
.000 17.000
0.250
1116.70

02
71
30
50
40
35
30
16

CO 0000 OR NN NW

2

1-Fase| CONTROL.NEGATIVO.
Fase 16-10 Kg CONTROL.NEGATIVO.

WE IGH!

.208
L7117
.000
.000
.000
.000
.000
.968
.605
.000
.793
.276
.000
.200
.900
.433
.350
.200
177
.150
.023

MINIMUM

039
344
000
229
.972
688
.730
.028
.000
. 344
L412
.382
.853
.185
. 344
. 344
.314
. 344
.288
. 344
.814

-
&
AR PR PR PR OR PR OR 10 0oy OF

PRICE RANGES

REAL MAXTIMUM
1.800 1.885
8.000 9.960
2.900 4.556

11.900 Infinite
8.800 Infinite
38.900 Infinite
9.300 Infinite
4.050 25.083
0.570 1.347
19.000 Infinite
25.800 148.235
17.000 30.986
22.700 Infinite
6.500 Infinite
10.200 Infinite
1.430 37.468
109.000 Infinite
238.510 Infinite
255.000 390.534
18.000 Infinite
31.520 77.910

COST PER TON:$5,682.08

7.800
6.500

MAX

1.000
0.450
0.000

SHADOW

6.592
1.344

COST

$0.00
$0.00
$198.68
$247.03
$307.92
$0.00
$19.84
$0.00
$67.23
$0.00
$0.00

004
016
019
022
029
034
037
040
046
052

COD NUTRIENT

ARGININA (
METIONINA
TRIPTOFANO
VALINA (%)
GRASACRUDA (
FOSF.TOTAL (
SODIO (%)

LISINADIGCDO
TREONDIGCDOS

E. N. CERDOS
(

%

(%

)
)

(KC/KG)

MINIMUM

o

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.200
.900
.000
.350
.200
.000
.150
.000

W W s g
SO oo oo
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MIN

MAX IMUM

1
1
1

REAL

1999.63

0.480
0.304

0.750
0.180

1.

278

0.607
0.304
1.348
1.926
0.
0
1
0

750

.180
. 459
.765

80.
30.
00.

40.

000
000
000

000

.000

.000
.200
.900

.350
.200

.150

MAX

0.850
0.220

RESTRICTIONS COST

Cco

$0.
$0.
$1.
$5.
$2.
$30.
$1.
$0.
$0.
$17.
$0.
$0.
S13.
S5.
$8.
S0.
$107.
$237.
$0.
Sle6.
$0.

CcosT

$0.
$0.
S0.
$2,588.

$144.
$2.
$0.
$0.

ST

00
00
66
67
83
21
57
00
00
66
00
00
85
31
86
00
69
17
00
66
00

00
00
00
33

.00

92
23
00
00




DIETA FASE 1 CONTROL POSITIVO DE 6-10 KG

Formula:
Uso:

INGREDIENTS ANALYSIS

JFORMULA

COD INGREDIENT

164
268
097
255
108
173
295
166
184
147
530
133
134
247
201
527
144
211
440
141
524
190
536
135

SORGO 8%
LACTOSA

P.SOYA 47%
Concentrado Soya
Harina de Pescado
PLASMA PORCINO
Harina Sangre AP 301
FOSFATO 21/18
Calcio, Carbonato 38%
OXIDO DE ZINC
Bact-Acid

METIONINA 99%
LISINA

LEVADURA VIVA

MINS. CERDOS

Colina 70%

SAL

VIT.INI.CERDOS
Sucram

L-TRIPTOFANO

Oxidox Plus

SULF.DE COBRE
Carbadox 98%
L-TREONINA

(SpecialS) 6

JWEIGHT:1, 000.000

[SHADOW PRICES

COD INGREDIENT

424 Suero de leche
169 ACEITE VEGETAL

JNUTRIENTS ANALYSIS

[CONTROLLED NUTRIENTS

COD NUTRIENT MIN

5
1
1

COST: $5,729.43

REAL

003 E.M. CERDOS (KC/KG) 3300.003300.00
012 PROT.CRUDA (%) 22.214
017 LISINA (%) 1.600 1.600
020 MET+CISTINA (%) 0.960 0.960
023 TREONINA (%) 0.960 0.960
031 FIBRACRUDA (%) 2.261
036 CALCIO (%) 0.850 0.861
038 FOSF.DISP. (%) 0.420 0.536
043 LACTOSA (%) 17.000 17.000
051 TRIPDIG CDOS (%) 0.250
053 COLINA (MG/KG) 1116.28

2 -Fase| CONTROL.POSITIVO.
Fase 16-10 Kg CONTROL.PPOSITIVO.

WEIGH!

01.568
71.717
30.000
.000
.000
.000
.000
.976
.044
.000
.000
.795
.278
.000
.200
.900
.439
.350
.200
.177
.150
.125
.056
.025
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MINIMUM

.039
502
000
142
248
840
.938
.571
.002
.569
.569
. 940
. 635
.035
.569
569
.570
.569
.569
.877
.569
.569
.569
.139

NOOOH OO0 OOXH HFO OO O] OO H

PRICE RANGES

REAL MAXIMUM
1.800 3.057
8.000 10.134
2.900 4.543

11.900 Infinite
8.800 Infinite
38.900 Infinite
9.300 Infinite
4.050 23.689
0.570 1.347
12.070 Infinite
19.000 Infinite
25.800 141.240
17.000 29.200
22.700 Infinite
6.500 Infinite
10.200 Infinite
1.430 40.868
109.000 Infinite
238.510 Infinite
255.000 374.842
18.000 Infinite
12.360 Infinite
7.000 Infinite
31.520 72.945

COST PER TON:$5,729.43

7.800
6.500

1.000
0.450
20.000

SHADOW

6.485
2.459

COST C

$0.

S0

$195.

$242
$301
S0

S0

S0
$65
S0

S0

24
.00
61
.10
.75
.00
.00
.00
.64
.00
.00

OD NUTRIENT

004 E. N. CERDOS
016 ARGININA (%)
019 METIONINA (%
022 TRIPTOFANO (
029 VALINA (%)

034 GRASACRUDA (
037 FOSF.TOTAL (
040 SODIO (%)

046 LISINADIGCDO (%
052 TREONDIGCDOS (%

)

o oo

)
)

(KC/KG)

RESTRICTIONS COST

MINIMUM MAX IMUM COST
0.000 $0.00
0.000 180.000 $0.00
0.000 130.000 $1.64

50.000 100.000 $5.76

40.000 $2.55

35.000 40.000 $30.06

30.000 $1.36
0.000 $0.00
0.000 $0.00
4.000 4.000 $11.50
3.000 3.000 $18.43
0.000 $0.00
0.000 $0.00
2.000 2.000 $14.66
1.200 1.200 $5.93
0.900 0.900 $9.63
0.000 $0.00
0.350 0.350 $108.43
0.200 0.200 $237.94
0.000 $0.00
0.150 0.150 $17.43
0.125 0.125 $11.79
0.056 0.056 $6.43
0.000 $0.00

MIN REAL MAX COSsT

1997.90 $0.00
1.278 $0.00

0.480 0.607 $0.00
0.304 0.304 $2,585.74
1.347 $0.00

1.925 $0.00

0.750 0.750 0.850 $165. 68
0.180 0.180 0.220 $22.31
1.459 $0.00

0.766 $0.00

DIETA FASE 2 CONTROL NEGATIVO DE 7-12 KG.




Foérmula:
Uso:

INGREDIENTS ANALYSIS

3 - Fase I CONTROL.NEGATIVO.
Fase Il 7-12 kg Control Negativo

JFORMULA PRICE RANGES RESTRICTIONS COST
COD INGREDIENT WE IGH! MINIMUM REAL MAXIMUM MINIMUM MAX IMUM COST
164 SORGO 8% 518.950 ! 1.761 1.800 2.199 0.000 $0.00
097 P.SOYA 47% 131.482 ! 2.526 2.900 2.936 0.000 145.000 $0.00
424 Suero de leche 130.000 ! 5.538 7.800 Infinite 130.000 175.000 $2.26
522 Estrilvo (Concentrado de Soya) 80.000 ! 3.231 11.900 Infinite 80.000 100.000 $8.67
268 LACTOSA 41.111 ! 2.291 8.000 11.671 0.000 $0.00
169 ACEITE VEGETAL 35.479 ! 3.906 6.500 11.042 0.000 $0.00
108 Harina de Pescado (SpecialS) 6 30.000 ! 5.251 8.800 Infinite 30.000 $3.55
166 FOSFATO 21/18 13.848 ! 2.196 4.050 23.353 0.000 $0.00
184 Calcio, Carbonato 38% 7.301 ! 0.000 0.570 11.519 0.000 $0.00
134 LISINA 3.386 ! 15.994 17.000 27.432 0.000 $0.00
530 Bact-Acid 3.000 ! 0.000 19.000 Infinite 3.000 3.000 $20.81
247 LEVADURA VIVA 2.000 ! 1.434 22.700 Infinite 2.000 2.000 $21.27
201 MINS.CERDOS 1.300 ! 0.000 6.500 Infinite 1.300 1.300 $7.82
527 Colina 70% 0.800 ! 0.000 10.200 Infinite 0.800 0.800 $12.01
133 METIONINA 99% 0.793 ! 19.637 25.800 89.767 0.000 $0.00
211 VIT.INI.CERDOS 0.350 ! 0.000 109.000 Infinite 0.350 0.350 $110.72
440 Sucram 0.200 ! 0.000 238.510 Infinite 0.200 0.200 $240.32
JWEIGHT:1, 000.000 COST:$4,448.04 COST PER TON: $4,448.04

JSHADOW PRICES

COD INGREDIENT REAL SHADOW

173 PIASMA PORCINO 38.900 4.943

135 L-TRECONINA 31.520 29.124

295 H.SANGRE AP 301 9.300 5.468

144 SAL 1.430 0.000

141 L-TRIPTOFANO 255.000 2.711

005 TRYPTOSINE 15/70 66.000 12.097

INUTRIENTS ANALYSIS

[CONTROLLED NUTRIENTS

COD _NUTRIENT MIN REAL MAX COST, COD NUTRIENT MIN REAL MAX COST
003 E.M. CERDOS (KC/KG) 3300.003300.003350.00 $1.05 004 E. N. CERDOS (KC/KG) 2074.79 $0.00
012 PROT.CRUDA (%) 19.676 $0.00 016 ARGININA (%) 1.142 $0.00
017 LISINA (%) 1.400 1.400 1.450 $181.99 019 METIONINA (%) 0.399 0.399 0.413 $222.80
020 MET+CISTINA (%) 0.784 0.699 0.812 $0.00 022 TRIPTOFANO (%) 0.238 0.249 0.247 $0.00
023 TREONINA (%) 0.868 0.868 0.899 $253.78 029 VALINA (%) 1.069 $0.00
031 FIBRACRUDA (%) 2.418 $0.00 034 GRASACRUDA (%) 5.479 $0.00
036 CALCIO (%) 0.900 0.900 1.000 $61.12 037 FOSF.TOTAL (%) 0.750 0.750 0.850 $229.74
038 FOSF.DISP. (%) 0.420 0.537 0.450 $0.00 040 SODIO (%) 0.180 0.197 0.220 $0.00
043 LACTOSA (%) 12.000 12.000 13.000 $57.67 046 LISINADIGCDO (%) 1.254 $0.00
051 TRIPDIG CDOS (%) 0.202 $0.00 052 TREONDIGCDOS (%) 0.674 $0.00
053 COLINA (MG/KG) 1392.37 $0.00

DIETA FASE 2 CONTROL POSITIVO DE 7-12 KG.




Formula:
Uso:

JFORMULA

COD INGREDIENT

164
097
424
522
268
lel
108
166
184
134
530
147
247
133
201
527
190
211
440
536

SORGO 8%
P.SOYA 47%
Suero de leche
Estrilvo
LACTOSA
SEBO DE RES
Harina de Pescado
FOSFATO 21/18
Calcio,
LISINA
Bact-Acid
OXIDO DE ZINC
LEVADURA VIVA
METIONINA 99%
MINS. CERDOS
Colina 70%
SULF.DE COBRE
VIT.INI.CERDOS
Sucram
Carbadox 98%

fvEzGaT: 1, 000. 000

[SHADOW PRICES

COD INGREDIENT

173
135
295
144
169
141
005

PLASMA PORCINO
L-TREONINA
H.SANGRE AP 301
SAL

ACEITE VEGETAL
L-TRIPTOFANO
TRYPTOSINE 15/70

JNUTRIENTS ANALYSIS

[CONTROLLED NUTRIENTS

COD NUTRIENT

003
012
017
020
023
031
036
038
043
051
053

E.M. CERDOS (KC/KG)
PROT.CRUDA (%)
LISINA (%)
MET+CISTINA (%)
TREONINA (%)
FIBRACRUDA (%)
CALCIO (%)
FOSF.DISP.
LACTOSA (%)
TRIPDIG CDOS
COLINA

(%)

(%)
(MG/KG)

INGREDIENTS ANALYSIS

(Concentrado de Soya)

(SpecialS) 6

Carbonato 38%

COST: $4,419.26

MIN

3300.003300. 00

. 400
.784
.868

1.400
0.784
0.868
2.398
0.
0.
2.

ocor

.900
. 420
12.000 1

900
538
000
0.202
1391.50

oo

REAL

4 - Fase Il CONTROL.POSITIVO.
Fase Il 7-12 kg CONTROL POSITIVO.

PRICE RANGES

WE IGH! MINIMUM REAL MAXIMUM
11.399 ! 1.596 1.800 1.832
32.950 ! 2.735 2.900 3.089
30.000 ! 5.805 7.800 Infinite
80.000 ! 3.348 11.900 Infinite
41.111 ! 1.940 8.000 11.238
37.415 ! 3.903 4.000 6.500
30.000 ! 4.496 8.800 Infinite
13.89% ! 0.239 4.050 16.490

7.271 ! 0.000 0.570 8.627
3.349 ! 11.718 17.000 23.442
3.000 ! 0.000 19.000 Infinite
2.750 ! 0.000 12.070 Infinite
2.000 ! 3.038 22.700 Infinite
1.653 ! 9.503 25.800 46.608
1.300 ! 0.063 6.500 Infinite
0.800 ! 0.000 10.200 Infinite
0.500 ! 0.000 12.360 Infinite
0.350 ! 0.000 109.000 Infinite
0.200 ! 0.000 238.510 Infinite
0.056 ! 0.000 7.000 Infinite
COST PER TON:$4,419.26
REAL SHADOW
38.900 4.858
31.520 18.950
9.300 4.793
1.430 0.000
6.500 4.000
255.000 2.146
66.000 12.451
MAX COST COD NUTRIENT
3350.00 $0.51 004 E. N. CERDOS (KC/KG)
$50.00 016 ARGININA (%)
$188.82 019 METIONINA (%)
$233.83 022 TRIPTOFANO (%)
$163.77 029 VALINA (%)
$0.00 034 GRASACRUDA (%)

1.000 $16.35 037 FOSF.TOTAL (%)

0.450 $0.00 040 SODIO (%)

13.000 $61.21 046 LISINADIGCDO (%)
$0.00 052 TREONDIGCDOS (%)
$0.00

MINIMUM MAX IMUM
0.000
0.000 145.000
130.000 175.000
80.000 100.000
0.000
0.000
30.000
0.000
0.000
0.000
3.000 3.000
2.750 2.750
2.000 2.000
0.000
1.300 1.300
0.800 0.800
0.500 0.500
0.350 0.350
0.200 0.200
0.056 0.056
MIN REAL MAX
2075.25
1.145
0.399 0.484
0.238 0.249
1.069
5.653
0.750 0.750 0.850
0.180 0.197 0.220
1.254
0.674

RESTRICTIONS COST

Cco

$0.
S0.
$1.
S8.
$0.
S0.
$4.
$0.
$0.
$0.
$19.
$12.
$19.
$0.
S6.
$10.
$12.
$109.
$238.
$7.

cosT

$0.
$0.
$0.
$0.
$0.
$0.
$182.
$0.
$0.
$0.

ST

00
00
99
55
00
00
30
00
00
00
07
14
66
00
44
27
43
04
58
07

00
00
00
00
00
00
84
00
00
00




TOMA DE DATOS Y VARIABLES A ANALIZAR

Parametros productivos

Se realizo el registro del peso, ganancia diaria de peso (GDP), consumo diario
de alimento (CDA) y conversion alimenticia (CA) a lo largo del periodo
experimental,

El registro de los pesos se realizd al inicio del periodo experimental y durante
cada semana en todos los grupos. Con ello se calculé la GDP durante todo el
periodo experimental. EI CDA se registré diariamente, ya que de ello dependio
la administracion de L-arginina a los cerdos. La CA se calculd a partir de la

division del CDA entre la GDP, por semana.

Ensayos inmunolégicos

Para este trabajo se utilizé la técnica de Citometria de Flujo (se describe mas
adelante) y anticuerpos monoclonales empleados contra los marcadores de
superficie porcino fueron: CD3, CD4, CD8, yé (para linfocitos T), IgM, CD19,
(para linfocitos B), SWC-3, MHC-Il, CD14 (para macrofagos). La clona, fuente,

origen y dilucién de los anticuerpos se describen en el cuadro 4.

TOMA DE MUESTRAS PARA CITOMETRIA

Antes de sacrificar a los cerdos se tomaron muestras de sangre periférica por
venopuncion yugular en tubos con heparina (100 Ul/ml) como anticoagulante.
Para la obtencién del tracto cardio-respiratorio (traquea, pulmones y corazon),
asi como de la tonsila palatina, el animal se sobredosifico con pentobarbital
sddico (1ml/5kg PV/IV) (Pentobarbital Cheminova); observando la respiracion y

reflejos del animal para verificar su insensibilidad. Posteriormente se desangro



realizando incisiones de las venas femorales. Una vez desangrado se
extrajeron los pulmones y corazdén teniendo cuidado de no lesionarlos, asi
como las tonsilas palatinas. Al tener los 6rganos fuera de la cavidad toracica se
colocaron en hielo y fueron trabajados rapidamente para evitar la muerte

celular.
TECNICA PARA LA OBTENCION DE LEUCOCITOS EN SANGRE

La sangre (15 mililitros), se diluy6 1:2 con PBS (solucion de fosfatos buferado),
se homogenizé y estratifico sobre un colchon de 5 ml de Ficoll-Hypaque
(Ameshan Pharmacia Biotec AB, EE.UU) (**) (figura 6). Posteriormente se
centrifugé a 1800 x g por 45 min a temperatura ambiente. Las células de la
interfase fueron recolectadas y lavadas 2 veces con RPMI-1640 (SIGMA,
EE.UU) incompleto (SIN SUERO FETAL BOVINO). Las células se
resuspendieron en RPMI-1640 completo (con 10% de suero fetal bovino) y se

mantuvieron en hielo hasta su uso.

Sangre Células
diluida mono-
nucleares
'S Yo 8 de Sangre

centriugation > periférica

Ficoll-
%
Hypaque

(densidad Eritrocitos

=1.078) (o} g %
O @ Granulocitos
& 035

Figura 6. Aislamiento de linfocitos, sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque (Current Biology Ltd.
1997)




TECNICAS PARA LA OBTENCION DE CELULAS EN LAVADO
BRONQUIOALVEOLAR,  PARENQUIMA PULMONAR Y

TONSILAS

La vena cava y la aorta que se encontraban expuestas (abiertas), asi como la
traquea se anudaron con hilo cafiamo para evitar la entrada de algun liquido
extrano. En la auricula izquierda se realizd una incisién con un bisturi, para
retirar el exceso de sangre y se infiltré solucion salina fisiolégica (SSF), a través
de la vena pulmonar hasta que se observo la salida de SSF clara por la
auricula. Posteriormente se realizé un lavado traqueo-bronquial total en pulmén
(derecho e izquierdo), infiltrando 60 ml de SSF introduciéndola y extrayéndola
2-3 veces por la traquea. El liquido obtenido se depositd en tubos de
polipropileno de 50 ml y se mantuvo en hielo hasta que fue centrifugado a 1800
X g por 5 min, resuspendiendo la pastilla celular resultante con RPMI-1640
completo (*?). Una vez que se realizaron los lavados, a los 6bulos apicales y
diafragmaticos por separado, se les retird cuidadosamente el arbol bronquial
con la ayuda del bisturi o tijeras para obtener el parénquima del cual se
tomaron 10g. El parénquima pulmonar se pesd y macero en cajas de Petri lo
mas finamente posible para ayudar a la digestién enzimatica y la liberacion de
las células. En el caso de la tonsila, solo se pesé y se macerd. El macerado de
parénquima y tonsila obtenidos se depositd en tubos de 50 ml que contenian
25 ml de RPMI-1640 incompleto (sin SFB) (ver anexo), con 150 Ul/ml de
Colagenasa tipo IV (Worthington Biochemical Corporation, NJ. EE.UU) para
10g de tejido. Este preparado se incubo a 37°C con agitacion constante

durante 90 min. Una vez terminada la incubacion, los tubos se retiraron y se

mantuvieron en hielo, hasta que las muestras se filtraron en una tela de



organza, para retirar el tejido no digerido, y se tomo la suspension celular, que
se centrifugd a 450 x g durante 10 min a 4°C para sedimentar las células,
retirando el sobrenadante que poseia el medio con la enzima. A la pastilla
celular que se obtuvo en la centrifugacion del lavado traqueo-bronquial (BAL),
parénquima y tonsila se le adicionaron 5 ml de buffer de lisis para eritrocitos
(ver anexo), y se dejo actuar durante 2-5 min para las muestras que lo
requerian. La accion del buffer de lisis fue detenida agregando RPMI-1640
completo (5 ml), y eliminado mediante centrifugacion a 450 x g durante 10 min
a 4°C, decantando cuidadosamente y resuspendiendo la pastilla en 5 ml de

RPMI-1640 completo. Esta suspension se mantuvo en hielo.

CONTEO CELULAR

Para el conteo celular se tomaron 20 ul de las suspensiones de células mas 20
Wl de azul de tripan (ver anexo) se contaron en la camara de Neubauer, para
determinar su viabilidad y su rendimiento. Al contar las células en la cuadricula
para rojos se multiplicaron por 5 (cuadros que se contabilizaron) por 2 (dilucién
de la muestra) por 10 000 (factor constante) y finalmente fueron multiplicadas
por el volumen total de células (5 ml) obteniendo el nimero total de células.

# de células por mililitro = # de células contadas x 5 x 2 x 10,000.

# total de células = # de células por mililitro x 5.

Esta operacioén se realizo para todas las muestras en estudio.



ANTICUERPOS MONOCLONALES Y POLICLONALES

En el cuadro 5 se describen los anticuerpos primarios monoclonales anticerdo y

el anticuerpo policlonal secundario utilizados, en la citometria de flujo.

Cuadro 5. Anticuerpos monoclonales y policlonales utilizados en el analisis
fenotipico de sangre, tonsila, parénquima pulmonar y lavado traqueobronquial
(BAL) porcino por citometria de flujo.

Anticuerpo

CD3
CD4
CD8
rd

IgM
CD19

SWC-3
MCH-II

CD19

Anticuerpo

Anti- 1gG, IgA e IgM

An

Anticuerpos primarios

Dilucion

Clona

Isotipo

Panel para detectar linfocitos T

1/2000 |8E6 lgG1

1/1000 |10-2H2 lgG2b

1/100 |MIL-12 lgG2a

1/2000 |PG74C1 |IgM

Panel para detectar linfocitos B

1/5000 |5C9 lgG1

1/2500 |CC-55 lgG1

Panel para detectar Macréfagos

1/200 |22-15 lgG1

1/200 |MSA-3 lgG2a

1/50 MIL-2 lgG2b

ticuerpo secundario fluoresceinado

Dilucién | Conjugado | Casa
comercial

1/1000 |FITC CAPPEL

Casa comercial

VMRD
VMRD
VMRD
VMRD

* Univ. Bristol

* Univ. Bristol
* Univ. Bristol
* Univ. Bristol
* Univ. Bristol

Animal de origen

Cabra

* Proporcionados por la Dr. K. Haverson, de la Universidad de Bristol, Gran Bretafa.



PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS CELULAR POR

CITOMETRIA DE FLUJO

Los resultados capturados en el citdmetro de flujo fueron analizados con el
programa WinMDI 2.8 (%**). Este programa tiene diferentes opciones de analisis
de poblaciones celulares como son:

A. Histograma

B. Grafica por puntos (dot plot)

C. Gréfica de densidad o puntos con contorno (density plot or a contour

plot)

D. Grafica de tres dimensiones (3-dimensional play)

La opcidén que se utilizd para este estudio fue histograma (Fig.8). El histograma
reveld la intensidad de fluorescencia contra el numero de células adquiridas
(eventos) para todas las muestras. Para evaluar la intensidad de la
fluorescencia se selecciono el canal FL1 (5630-560 nm) cercano a la longitud de
onda del conjugado utilizado (FITC, Isotiocianato de fluoresceina) que es de
530 nm. Dentro del histograma se obtuvo el porcentaje de células positivas al
marcador utilizado, esto es a través del desplazamiento de la curva hacia la
derecha con respecto al control (células solas sin anticuerpo primario). El
analisis se realiz6 en todas las muestras, obteniéndose los valores relativos, el
procedimiento se describe a continuacion:

o Se abri6 el programa WinMDI 2.8

o Se cred un histograma que establece el valor basal con el control de
células solas (sangre) (Fig. 7) y luego se compard con la intensidad de

fluorescencia de un marcador celular (CD8) (Fig. 8).
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Fig.7 Histograma de células mononucleares sanguineas (control) de un cerdo de 51 dias de
edad.

Cuadro 6. Resultados totales de células adquiridas (events), los valores
numéricos de cada marcador (1 y 2) en porcentaje, se tomé el valor de M1
(control resaltado en negritas. Fig. 8).

File: 050405.045 Sangre: Células Solas1

Total Events 30000 Gated Events 30000-100.00%

System: Log Parameter Means: Geometric

Paramname M  Low,High Events %Total %Gated

FLI-Heigh 0 0,1023 30000  100.00 100.00
1 299,1023 775 2.58 2.58
2 0,296 29192 97.31 97.31

e Al histograma creado se le sobrepuso la muestra con el marcador
especifico de superficie CD8 (células en rojo), obteniéndose el valor del
marcador (Fig. 8), el cual se rest6 al valor de la muestra control

(contorno negro) (cuadro 7)
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Fig. 8. Histograma de células mononucleares sanguineas (contorno negro representa el
control) y células positivas al marcador CD8 de un cerdo de 51 dias de edad.

Cuadro 7. Resultados totales, de células adquiridas (eventos), valores
numéricos de cada marcador (1 y 2), se tomo el valor de M1 (resaltado en
negritas) al que se le resté la muestra control (M2).

File: 050405.047 Sample: CDS8

Total Events 30000 Gated Events 30000-100.00%

System: Log Parameter Means: Geometric

Paramname M Low,High Events %Total %Gated

FL1-Heigh 0 0,1023 30000  100.00 100.00
1 210,1023 25331 84.44 84.44
2 0,210 4756 15.85 15.85

e Estos dos valores se registraron para obtener el porcentaje total de los
valores relativos y los eventos positivos, de cada muestra.

e Al término del analisis de cada muestra los datos se tabularon por
marcador tomando los valores relativos del grupo control (0% de L-
arginina) y del grupo tratado (1% de L-arginina) para su analisis

estadistico en el programa GraphPad Prism 3 (Avid metasync, EE.UU).



OBTENCION DE LOS VALORES ABSOLUTOS A PARTIR DE

LOS VALORES RELATIVOS

Una vez conocido el numero total de células presentes en cada muestra
(descrito anteriormente) ya sea por gramo o mililitro, se tomd el porcentaje de
los valores relativos, obtenidos por citometria de cada muestra, el cual se
multiplicé por el total de células que se tuvo en el volumen final de cada
muestra y se dividié entre 100. Esta operacion permitié conocer los numeros
absolutos de cada marcador en cada muestra del grupo de animales control
(0% L-arginina) y del grupo tratado (1% L-arginina), los resultados de cada
muestra: sangre, tonsila, lavado bronquioalveolar, I6bulo apical derecho, I6bulo
apical izquierdo, Iébulo diafragmatico derecho y I6bulo diafragmatico izquierdo

se analizaron en el programa GraphPad Prism 3 (Avid metasync, EE.UU),.



DISENO EXPERIMENTAL NUTRICIONAL

En la evaluaciéon de los parametros nutricionales se utilizo un disefo
completamente aleatorizado. Los parametros productivos tuvieron como unidad
experimental y de analisis para las variables consumo diario de alimento y
conversién alimenticia al corral, y al cerdo como unidad experimental en las
variables peso vivo y ganancia diaria de peso. Para el andlisis estadistico, se
utilizé un analisis de varianza y una prueba estandar de separacién de medias
para comparar los tratamientos, utilizando el procedimiento GLM del paquete

estadistico SPSS V 10.

El modelo estadistico seguido fue:

Yij = p + 1i + Eij

Donde:
u = Media poblacional
ti = Efecto del i’esimo tratamiento 1<i<4

Eij = Error aleatorio experimental

DISENO EXPERIMENTAL DE LA EVALUACION DEL SISTEMA

INMUNE

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado. Los parametros
inmunoldgicos tuvieron como unidad experimental al cerdo y los tratamientos.
En caso del analisis en la cuantificacion celular, las unidades experimentales

fueron las muestras: sangre, tonsilas, lavados bronquioalveolares, lobulos



apical y diafragmatico derecho e izquierdo. Para el analisis estadistico se utilizé
la prueba no paramétrica U Mann de Whitney para la comparacién de los
tratamientos, del programa GraphPad Prism 3 (Avid metasync, USA).

El modelo estadistico seguido fue;

Yij = u + i + Eij

Donde:

u = Media poblacional

ti = Efecto del i’'esimo tratamiento 1<i<2
Eij = Error aleatorio experimental.

RESULTADOS
NUTRICIONAL
Para evitar confusién con el porcentaje de inclusion de arginina de cada grupo
experimental con los resultados, se asigné una letra a cada tratamiento siendo
las siguientes: 0% = A, 1%=B, 1.5%=Cy 2%=D.

a) Peso
El peso inicial promedio al destete de los cerdos fue de 5.3 £ 1.38 kg, el peso
alcanzado al final de cada semana se presenta en el cuadro 8. En la primera y
segunda semanas no hubo diferencia estadistica, en la tercera semana los
animales que recibieron B y C de L-arginina tuvieron una diferencia estadistica
(P<0.05), teniendo pesos similares y siendo superiores en 6% y 16% que los
cerdos que recibieron 2% y 0% (8.55 £ .40, 8.55 + .39 vs 7.23 + 45y 8.00 %
41). A la cuarta semana el grupo que recibié el tratamiento B tuvo diferencia
estadistica (P<0.05), siendo superior en un 15%, que los animales que

recibieron D, (12.36 vs 10.55).



A la quinta semana el grupo que recibié B tuvo diferencia estadistica (P<0.05),
siendo superior en un 14%, que los animales que recibieron D, (16.10 vs
13.85). En la sexta semana el grupo que recibié 1% tuvo diferencia estadistica
(P<0.05), siendo superior en un 12.5%, que los animales que recibieron D,

(19.80 vs 17.31)

b) Ganancia de peso

La ganancia diaria de peso (GDP) alcanzada al final de cada semana se
presenta en el cuadro 8. La GDP en la primera y segunda semanas para los
grupos experimentales con A (control), B, C y D con L-arginina no mostraron
diferencia estadistica (P>0.05). Sin embargo, en la tercer semana la GDP los
cerdos que recibieron B y C de L-arginina fueron 20 y 21% superiores (P<0.05),
respecto a los que recibieron A 'y B (296 g, 299 g vs 247 g, 207 Q)
respectivamente. En el caso de los cerdos suplementados con D la GDP
disminuyé 17% (P<0.05) comparado con los animales tratados con A y 30%
(P<0.05) con respecto a los animales que recibieron las dosis menores de L-
arginina A; B'Y C (207 g vs 247 g, 296 g y 299 g). Durante las siguientes
semanas del periodo experimental (semanas 4, 5 y 6), no se observaron
diferencias (P<0.05) en ninguna de las dosis evaluadas sin embargo, es
interesante observar que la menor GDP durante todo el periodo experimental
se presento en aquellos animales que recibieron D.

Cuadro 8. Efecto de la adicién de L-arginina sobre la ganancia diaria de peso y

pesos de cerdos destetados a los 21 dias y con seguimiento hasta los 52 dias
de edad.



Tratamiento

L-Arginina
A B C D

Variable 0% 1% 1.5% 2%
Semana Peso, kg.

1* 549+ 0.14 5.50.+.0.14 5.49.+.0.13 5.19.+.0.15

2 6.27 + 0.25 6.47.+.0.25 6.46.+.0.24 5.78.+.0.28

3 8.00+0.41%°  855+.040%®  8.55.+.0.39% 7.23.+.0.45°

4 11.72 +0.60® 12.36.+.0.58% 11.91.+.0.56%°  10.55.+.0.65°

5 15.55.+.0.65® 16.10.+.0.62% 15.54.+.0.61%® 13.85.+.0.70°

6 19.30.+.0.80%° 19.80.+.0.77% 19.34.+.0.74®®  17.31.+.0.86°
Semana Ganancia diaria de peso, g.

1* 62 + 0.01 80 + 0.01 53 + 0.01 76 + 0.02

2 145 + 0.02 165 + 0.02 153 + 0.02 101 + 0.03

3 247 +0.02%° 296 + 0.02° 299 + 0.02° 207 +0.032

4 507 + 0.03 541 + 0.03 476 + 0.03 467 +0.03

5 548 + 0.02 532 +0.02 532 +0.02 471 +0.03

6 535 + 0.03 529 + 0.03 529 + 0.03 494 + 0.04

2®Medias con distinta literal en la misma fila muestran diferencia significativa P< 0.05

* En la semana 1 los cerdos tenian 21 dias de edad
Cada grupo experimental conté con 15 cerdos

c) Consumo de alimento
El consumo diario de alimento a lo largo de la semana se muestra en el cuadro
9. Durante las seis semanas del periodo experimental, no hubo diferencias

estadisticas significativas (P>0.05), entre los tratamientos asignados a los

animales que fueron A, B, Cy D

d) Conversién alimenticia
La conversion alimenticia en cada semana se muestra en el cuadro 9. Durante
las dos primeras semanas no se encontré diferencia estadistica entre los
grupos tratados. En la tercera semana el grupo de animales tratados con D de

L-arginina, tuvieron diferencia estadistica significativa (P<0.05) siendo mejores



que los animales que recibieron A, B (1.72 vs 1.84, 1.93). En la cuarta y quinta
semana no se encontraron diferencias estadisticas en los grupos
experimentales (P>0.05). En la sexta semana el grupo de animales que se les
suministro D, tuvieron diferencia estadistica (P<0.05) siendo mejores en un

9.2% y 10.1%, que los animales que recibieron A, B (1.77 vs 1.95y 1.97)

Cuadro 9. Efecto de la adicién de L-arginina sobre el Consumo diario de
alimento y conversién alimenticia de cerdos destetados a los 21 dias y con
seguimiento hasta los 52 dias de edad.



Tratamiento

L-Arginina
A B C D

Variable 0% 1% 1.5% 2%
Semana Consumo diario de alimento, kg.

1* 0.074 + 0.01 0.649 + 0.01 0.052 + 0.01 0.072 + 0.01

2 0.199 + 0.02 0.243 + 0.02 0.232 +0.02 0.217 £0.20

3 0.404 +0.05 0.452 +0.05 0.471 +£0.05 0.410 £ 0.05

4 0.730 £ 0.05 0.832 +0.05 0.795 + 0.05 0.793 + 0.05

5 0.881 +0.06 0.940 + 0.06 0.937 £+ 0.06 0.923 +0.06

6 1.016 £ 0.08 1.027 £ 0.08 0.935 + 0.08 0.923 + 0.08
Semana Conversion Alimenticia.

1* 1.58 + 0.30 1.12.+.0.30 1.07.+.0.37 1.37.+.0.37

2 2.59 +0.85 1.45.+.0.98 2.81.+.0.85 1.65.+.0.98

3 1.84 +0.21%° 1.93.+.0.21%°  1.73.+.0.21°>°¢ 1.72.£.0.21°

4 1.44 + 0.21 1.56.+.0.12 1.67.+.0.21 1.62 +.0.12

5 1.67.+.0.12 1.81.+.0.12 1.83.+.0.12 1.87 +.0.12

6 1.95.4.0.23%° 1.97.+.0.232 1.86.%.0.23% 1.77+.0.23°

2°° Medias con distinta literal en la misma fila muestran diferencia significativa P< 0.05
* En la semana 1 los cerdos tenian 21 dias de edad
Cada grupo experimental conté con 15 cerdos

INMUNOLOGICO

Rendimiento de células de cada tejido
Los valores (cuadros 10-17) de cada muestra pueden ser consultados en el
anexo 2.

a) Sangre

b) Tonsila

c) Lavado bronquioalveolar (BAL)

d) Parénquima del I6bulo apical izquierdo (PLAI)

e) Parénquima del I6bulo apical derecho (PLAD)

f) Parénquima del I6bulo diafragmatico izquierdo (PLDI)



g) Parénquima del I6bulo diafragmatico derecho (PLDD)

h) Valores promedio generales

Cuadros y analisis estadistico de los valores relativos y

absolutos

Los cuadros de los valores relativos y absolutos de cada muestra asi como de
sus marcadores de superficie de los dos grupos experimentales, obtenidos por
citometria de flujo se compararon estadisticamente, a través de la prueba de U-
Mann-Whitney del programa GraphPad Prism 3 y se pueden observar en el

anexo 2.

Graficas y analisis estadistico de los valores relativos de cada

muestra

Sangre

La figura 9 muestra los valores relativos de superficie de linfocitos T, B vy
macréfagos (cuadro 18 anexo 2), de sangre periférica, de 10 cerdos de los dos
grupos experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el

promedio + eem (error estandar de la media) de 5 animales por tratamiento.

Los porcentajes para linfocitos T fueron en CD3 (68.58+14.67 y 46.79+35.33),
CD4 (45.41+4.48 y 49.97+21.20), CD8 (33.65+10.02 y 37.50+28.30) y yo
(40.931£6.87 y 21.54+20.60). Linfocitos B: IgM (40.85+11.10 y 35.67+28.41),
CD19 (44.9549.58 y 37.59+£29.46) y macréfagos: MHC-II (42.38124.29 vy

34.97+27.56), SWC-3 (42.99+23.61 y 38.22+29.86) y CD14 (44.06+11.21 y



45.58+20.88), no hubo diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre

tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 9. Andlisis por citometria de flujo de los valores relativos de células mononucleares de
sangre de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0 % (barras blancas) o 1%
de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad Prism 3,
las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de superficie
detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y
y9®), linfocitos B (IgM y CD19) y macréfagos (MHC-II, SWC-3 y CD14).

Tonsila

La figura 10 muestra los valores relativos de linfocitos T, B y macréfagos,
(cuadro 19 anexo 2), de tonsila, de 10 cerdos de los dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el promedio
+ eem de 5 animales por tratamiento. Los porcentajes para linfocitos T fueron
en CD3 (74.1047.17 y 60.54+33.68), CD4 (56.94+19.86 y 55.94+19.20), CD8
(40.84+£11.93 y 33.90+32.73) y yd (48.49+14.68 y 48.12+28.19). Linfocitos B:
IgM  (44.96+14.49 y 40.21+28.61), CD19 (46.29+16.44 y 42.33+25.89) y

macrofagos: MHC-Il (49.88+27.34 y 55.47+25.12), SWC-3 (53.82+11.75 y



49.97+32.94) y CD14 (48.82+15.70 y 56.21+20.80), no hubo diferencia

estadistica significativa (P>0.05) entre tratamientos.
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Figura 10. Anadlisis por citometria de flujo de los valores relativos de células de tonsila de 10
cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras blancas) o 1% de L-arginina
(barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad Prism 3, las barras
indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de superficie detectado con
anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y yd), linfocitos
B (IgM y CD19) y macréfagos (MHC-1I, SWC-3 y CD14).

Lavado bronquioalveolar (BAL)

La figura 11 muestra los valores relativos de linfocitos T, B y macrofagos, de
(cuadro 20 anexo 2), de células de lavado bronquioalveolar, de 10 cerdos de
los dos grupos experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra
representa el promedio £ eem de 5 animales por tratamiento. Los porcentajes
para linfocitos T fueron en CD3 (35.81+18.24 y 47.18+30.35), CD4
(31.57+13.86 y 42.35+23.02), CD8 (30.12+14.78 y 31.16£19.67) y yd
(30.21+16.71 y 26.67+16.32). Linfocitos B: IgM (31.10£18.00 y 35.87+17.56),

CD19 (28.98+15.30 y 33.95+21.69) y macréfagos: MHC-Il (18.55+17.47 y



33.83+17.93), SWC-3 (35.11+18.67 y 40.10£16.73) y CD14 (23.60+16.65 vy
46.48+16.85), no hubo diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre

tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 11. Andlisis por citometria de flujo de los valores relativos de células de lavado
bronquioalveolar de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras
blancas) o 1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa
GraphPad Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador
de superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3,
CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y macrofagos (MHC-II, SWC-3 y CD14).

Parénquima del I6bulo apical derecho (PLAD)

La figura 12 muestra los valores relativos de linfocitos T, B y macréfagos, de los
valores relativos (cuadro 21 anexo 2), de células de lébulo apical derecho, de
10 cerdos de dos grupos experimentales, 5 animales por tratamiento, Cada
barra representa el promedio + eem de 5 animales por tratamiento. Los
porcentajes para linfocitos T fueron en CD3 (56.20+7.60 y 58.70+4.36), CD4
(46.55+11.92 y 51.20+5.16), CD8 (39.08%13.96 y 50.09+4.97) y yd

(33.53+23.66 y 49.59+6.73). Linfocitos B: IgM (40.73+11.92 y 51.04+3.71),



CD19 (39.99415.01 y 50.29+5.50) y macréfagos: MHC-II (37.99424.59 vy
43.59+21.98), SWC-3 (53.3516.89 y 57.58+5.12) y CD14 (47.17£13.25 y
53.62+4.59), no hubo diferencia estadistica significativa (P0>0.05) entre

tratamientos.
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Figura 12. Andlisis por citometria de flujo Valores relativos de células de I6bulo apical derecho
de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron 30 dias, 0% (barras blancas) o 1% de L-
arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad Prism 3, las
barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de superficie detectado
con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y yd),
linfocitos B (IgM y CD19) y macréfagos (MHC-11, SWC-3 y CD14).

Parénquima del I6bulo apical izquierdo (PLAI)

La figura 13 muestra los valores relativos de linfocitos T, B y macréfagos,
(cuadro 22 anexo 2), de Iébulo apical izquierdo, de 10 cerdos de los dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento, Cada barra representa el promedio
+ eem de 5 animales por tratamiento. Los porcentajes para linfocitos T fueron
en CD3 (57.09+10.11 y 48.62+11.46), CD4 (46.85+12.01 y 38.20+17.40), CD8

(42.24+14.06 y 35.18£17.15) y y5 (41.64+11.79 y 26.26+16.33). Linfocitos B:



IgM (42.28+12.23 y 34.34+16.48), CD19 (42.29112.22 y 38.07+14.79) y
macrofagos: MHC-II (35.35+23.71 y 33.59+22.30), SWC-3 (41.50+23.88 y
45.22+10.85) y CD14 (44.24+11.97 y 38.80+15.61), no hubo diferencia

estadistica significativa (P>0.05) entre tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 13. Analisis por citometria de flujo de los valores relativos de células del I6bulo apical
izquierdo de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras blancas) o
1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad
Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de
superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3,
CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y macrofagos (MHC-1I, SWC-3 y CD14).

Parénquima del I6bulo diafragmatico derecho (PLDD)

La figura 14 muestra los valores relativos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 23 anexo 2), de I6bulo diafragmatico derecho, de 10 cerdos de los dos
grupos experimentales, 5 animales por tratamiento, Cada barra representa el
promedio £ eem de 5 animales por tratamiento. Los porcentajes para linfocitos
T fueron en CD3 (52.90+7.59 y 47.14+25.42), CD4 (42.97+9.68 y 50.57+4.78),

CD8 (40.75+12.28 y 43.76+17.73) y yd (42.04+9.78 y 39.51+14.04). Linfocitos



B: IgM (42.07+10.83 y 41.34+23.02), CD19 (41.13+10.57 y 45.35+16.42) y
macréfagos: MHC-Il (43.34+25.77 y 48.38+8.83), SWC-3 (51.71+6.20 y
49.34+20.36) y CD14 (46.25:11.53 y 49.24+15.21), no hubo diferencia

estadistica significativa (P>0.05) entre tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 14. Analisis por citometria de flujo de los valores relativos de células de Iobulo
diafragmatico derecho de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron 30 dias, 0% (barras
blancas) o0 1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa
GraphPad Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador
de superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3,
CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y para macréfagos (MHC-II, SWC-3 y CD14).

Parénquima del I6bulo diafragmatico izquierdo (PLDI)

La figura 15 muestra los valores relativos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 24 anexo 2), de I6bulo diafragmatico izquierdo, de 10 cerdos de los dos
grupos experimentales, 5 animales por tratamiento, Cada barra representa el
promedio + eem de 5 animales por tratamientos. Los porcentajes para linfocitos
T fueron en CD3 (52.86+3.31 y 55.16+£10.35), CD4 (42.201£6.39 y 46.11+14.74),

CD8 (38.50+7.11 y 42.60£14.94) y yd (39.07+6.53 y 42.50+11.74). Linfocitos B:



IgM (38.49+7.00 y 44.69+14.62), CD19 (38.90+8.99 y 44.80+14.39) y
macréfagos: MHC-Il (35.49+19.68 y 38.31+24.26), SWC-3 (46.87+5.40 y
49.45+18.43) y CD14 (40.41#15.62 y 43.90+18.60), no hubo diferencia

estadistica significativa (P>0.05) entre tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 15. Analisis por citometria de flujo de los valores relativos de células de l|6bulo
diafragmatico izquierdo de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron 30 dias, 0% (barras
blancas) o 1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa
GraphPad Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador
de superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3,
CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y macrofagos (MHC-1I, SWC-3 y CD14).

Graficas y analisis estadistico de los valores absolutos de cada

muestra
La obtencién de los valores relativos de cada marcador de superficie, se
multiplicé por el numero total de células en cada muestra y se dividieron entre

100, para obtener los valores absolutos de cada una de ellas.



Sangre

La figura 17 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 25 anexo 2), de sangre periférica, de 10 cerdos de los dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el promedio
+ eem de 5 animales por tratamiento, posteriores al destete, el eje vertical
muestra el numero (millones) de células por ml y el eje horizontal muestra los
marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con arginina, para
linfocitos T fueron en CD3 (62.23 + 11.95y 29.23 + 23.33) CD4 (42.62 + 11.95
y 31.52 + 15.34) CD8 (31.24 + 13.21 y 23.71 £ 19.64), y-5(38.27 + 11.18 y
12.62 + 11.62) mostrd una diferencia estadistica significativa (P<0.05) a favor
del grupo control en valores absolutos. IgM (37.84 + 13.5 y 22.83 + 20.32)
CD19 (41.54 + 10.93 y 23.81 + 20.46) MHC-II (40.89 + 26.17 y 22.86 + 20.4)
SWC-3 (41.89 + 24.65y 24.36 £ 21) CD14 (41.04 + 14.43 y 28.98 £+ 15.67) no

tuvieron diferencias estadisticas significativas.
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* Diferencia estadistica significante de P < 0.05
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Figura 17. Analisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células mononucleares de
sangre de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras blancas) o0 1%
de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad Prism 3,
las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de superficie
detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y
y9d), linfocitos B (IgM y CD19) y macréfagos (MHC-1I, SWC-3 y CD14).

Tonsila palatina

La figura 18 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 26 anexo 2), de tonsila palatina de 10 cerdos de los dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el promedio
+ eem de 5 animales por tratamiento, posteriores al destete, el eje vertical
muestra el numero (millones) de células por gramo y el eje horizontal muestra
los marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con arginina,
para linfocitos T fueron en CD3 (99.9 + 32.11 y 51.76 + 34.28), CD4 (74.78
35.9y46.91 + 15.78), CD8 (54.95 + 27.52 y 29.32 + 25.66), y-6 (62.44 + 21.18
y 39.12 + 21.25), IgM (60.45 + 31.09 y 33.83 + 23.01), CD19 (61.63 + 30.67 y
34.79 + 20.72), MHC-II (63.63 + 44.49 y 47.16 + 24.75), SWC-3 (70.49 + 21.54
y 41.95 + 28.91), CD14 (63.85 + 12.61 y 47.25 + 17.85), no hubo diferencia

estadistica significativa entre tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P < 0.05
** Diferencia estadistica significante de P < 0.01

Figura 18. Analisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células de tonsila palatina
de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras blancas) o 1% de L-
arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad Prism 3, las
barras indican el promedio mas el eem positivas al marcador de superficie detectado con
anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y yd), linfocitos
B (IgM y CD19) y macréfagos (MHC-1I, SWC-3 y CD14).

Lavado bronquioalveolar

La figura 19 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macrofagos
(cuadro 27 anexo 2), de lavado bronquioalveolar, de 10 cerdos de los dos
grupos experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el
promedio £ eem de 5 animales por tratamiento posteriores al destete, el eje
vertical muestra el numero (millones) de células por ml y el eje horizontal
muestra los marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con
arginina, para linfocitos T fueron en CD3 (9.75 £ 4.39 y 16.64 + 14.78), CD4

(8.65 v 3.56 y 14.07 + 11.23), CD8 (8.17 v 3.39 y 9.94 + 6.73), 75 (8.21 v 4.25



y 8.57 + 6.22), IgM (8.49 v 4.65 y 10.96 + 6.69), MHC-II (5.38 + 5.92 y 10.68 +
7.26), SWC-3 (9.57 + 4.57 y 12.73 + 8.75), CD14 (6.78 + 4.81 y 12.89 + 5.35)

no hubo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 19. Andlisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células de lavado
bronquioalveolar de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras
blancas) o 1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa
GraphPad Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador
de superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3,
CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y macrofagos (MHC-1I, SWC-3 y CD14).



Lébulo apical derecho

La figura 20 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 28 anexo 2), del I6bulo apical derecho, de 10 cerdos de los dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el promedio
+ eem de 5 animales por tratamiento, posteriores al destete, el eje vertical
muestra el numero (millones) de células por gramo y el eje horizontal muestra
los marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con arginina,
para linfocitos T fueron en CD3 (25.48 + 4.10 y 45.78 £ 17.7) mostrando una
diferencia significativa (P<0.05), CD4 (20.57 + 2.94 y 39.54 + 13.91) con
diferencia estadistica significativa (P<0.01), CD8 (16.98 + 2.95 y 38.39  14.17)
con diferencia significativa (P<0.01), y-6 (14.79 + 7.23 y 38.69 + 16.12) con
diferencia estadistica significativa (P<0.01), IgM (17.85 £ 2.41 y 39.94 + 15.57)
con diferencia significativa (P<0.01), CD19 (17.23 £ 2.69 y 38.99 *+ 14.46) con

diferencia estadistica significativa (P<0.01), MHC-II (15.37 + 8.46 y 29.36

I+

I+

14.36) sin diferencia estadistica significativa, SWC-3 ( 24.24 + 4.24 y 45.29

19.19) con diferencia significativa (P<0.01), CD14 (20.89 = 4.70 y 41.70

+

15.74) con una diferencia estadistica significativa de (P<0.05), las diferencia

fueron a favor del grupo tratado.



Lébulo Apical Derecho
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* Diferencia estadistica significante de P < 0.05
** Diferencia estadistica significante de P < 0.01

Figura 20. Analisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células de I6bulo apical
derecho de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras blancas) o
1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad
Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de
superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3,
CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y para macréfagos (MHC-II, SWC-3 y CD14).

Lébulo apical izquierdo

La figura 21 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 29 anexo 2), del Iébulo apical izquierdo, de 10 cerdos de los dos
grupos experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el
promedio + eem de 5 animales por tratamiento, posteriores al destete, el eje
vertical muestra el numero (millones) de células por gramo y el eje horizontal
muestra los marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con
arginina, para linfocitos T fueron en CD3 (25.45 £ 11.39 y 31.60 £ 12.71) CD4
(20.36 £ 9.14 y 25.08 + 15.10) CD8 (18.50 + 9.85 y 23.31 + 14.68) y-5 (18.27 *
8.86y 17.11 £ 13.81) IgM (18.63 + 9.33 y 22.97 + 14.99) CD19 (18.47 £ 9.06 y

25.22 + 14) MHC-Il (16.30 + 12.87 y 23.34 + 17.83) SWC-3 (16.61 £ 12.38 y



29.63 + 13.19) CD14 (18.99 + 8.23 y 25.59 * 14.86) no hubo diferencia

estadistica significativa entre tratamientos.
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* Diferencia estadistica significante de P > 0.05
** Diferencia estadistica significante de P > 0.01

Figura 21. Andlisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células de Lébulo apical
izquierdo de 10 cerdos 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias, 0% (barras blancas) o 1%
de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el programa GraphPad Prism 3,
las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al marcador de superficie
detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo: linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y
yd), linfocitos B (IgM y CD19) y para macroéfagos (MHC-Il, SWC-3 y CD14).

Lébulo diafragmatico derecho

La figura 22 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 30 anexo 2), del I6bulo diafragmatico derecho, de 10 cerdos de los dos
grupos experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa el
promedio + eem de 5 animales por tratamiento, posteriores al destete, el eje
vertical muestra el numero (millones) de células por gramo y el eje horizontal
muestra los marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con
arginina, para linfocitos T fueron en CD3 (27.51 + 9.41 y 42.80 £ 26.1), CD4

(22.03 £ 7.59 y 48.32 £ 9.54) con diferencia estadistica significativa (P<0.01) en



el grupo tratado, CD8 (21.14 v 9.24 y 40.29 + 17.48), y-6 (21.56 + 8.02 y 36.51

+ 13.36), IgM (21.57 8 y 37.35 + 23.38), CD19 (20.98 + 7.62 y 42.12 + 16.72)

con diferencia estadistica significativa (P<0.05) del grupo tratado, MHC-II

(21.77 £ 14.85 y 46.09 + 11.9) con diferencia significativa (P<0.05) del grupo

tratado, SWC-3 (26.60 + 7.79 y 45.19 + 19.31), CD14 (23.35 + 7.45 y 45.64 +

13.72) con diferencia estadistica significativa de (P<0.05) del grupo tratado.
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* Diferencia estadistica significante de P < 0.05
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Figura 22. Analisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células de |6bulo
diafragmatico izquierdo de 10 cerdos de 51 de edad de edad, que recibieron por 30 dias, 0%
(barras blancas) o 1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el
programa GraphPad Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al
marcador de superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo:
linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y para macréfagos (MHC-II, SWC-

3y CD14).



Lébulo diafragmatico izquierdo

La figura 23 muestra los valores absolutos de linfocitos T, B y macréfagos
(cuadro 31 anexo 2), del I6bulo diafragmatico izquierdo, de 10 cerdos de los
dos grupos experimentales, 5 animales por tratamiento. Cada barra representa
el promedio + eem de 5 animales por tratamiento, posteriores al destete, el eje
vertical muestra el numero (millones) de células por gramo y el eje horizontal
muestra los marcadores empleados asi como el grupo control y tratado con
arginina, para linfocitos T fueron en CD3 (22.52 + 3.37 y 53.23 = 26.73), CD4
(18.44 £ 5.14 y 44 16 £ 24.64) con diferencia estadistica significativa (P<0.05) a
favor del grupo tratado, CD8 (16.96 £ 5.48 y 41.54 + 24.58), -6 (17.07 £+ 4.65y
41 £ 21.24),IgM ( 17.01 £ 5.67 y 43.85 £ 25.49), CD19 (17.22 + 6.28 y 43.84 +
25.19), MHC-II (15.83 + 10 y 34.71 £ 30.76), SWC-3 (20.36 + 4.46 y 49.74 +
30.29), CD14 (17.53 £ 7.41 y 43.01 v 26) todos sin diferencia significativa entre

tratamientos.
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Figura 23. Analisis por citometria de flujo de los valores absolutos de células de l6bulo
diafragmatico izquierdo de 10 cerdos de 51 dias de edad, que recibieron por 30 dias 0%
(barras blancas) o 1% de L-arginina (barras negras). Los resultados se analizaron en el
programa GraphPad Prism 3, las barras indican el promedio mas el eem de células positivas al
marcador de superficie detectado con anticuerpos monoclonales de 5 cerdos por grupo:
linfocitos T (CD3, CD4, CD8 y yd), linfocitos B (IgM y CD19) y para macréfagos (MHC-II, SWC-
3y CD14).

Discusion
PARAMETROS PRODUCTIVOS

PESO

Los animales en este estudio no presentaron disminucion en los pesos, como
lo observado por Pluske © y Remillard ®, al momento del destete y no se

8.8 Durante este tiempo

observé en las siguientes dos semanas postdestete
las enzimas secretadas por el tejido pancreatico no son suficientes ni las
adecuadas para digerir el tipo de proteina y concentracion de nutrientes de la
dieta sélida ©2.

La atrofia de las vellosidades intestinales impide la asimilacion de nutrientes y
aminoacidos esenciales para su crecimiento. Debido, tal vez, a la inmadurez
enzimatica, en las dos primeras semanas el peso de los cerdos no presentd
diferencias estadisticas significativas en los tratamientos. A lo largo del
experimento no se presentd diferencia significativa entre los tratamientos y el
grupo control, confirmando que el porcentaje de inclusion utilizado tal vez no
fue el adecuado en los grupos tratados para expresar su potencial genético
sobre el peso durante el periodo experimental. EI empleo de un exceso
(desequilibrio) en la cantidad de aminoacidos, en este caso de arginina al 2 %
demuestra tener un efecto negativo sobre el peso. Estudios en cerdos han

demostrado que un desequilibrio de aminoacidos cristalinos (sintéticos) en la

dieta, se absorben en el intestino mucho mas rapido (19) y la concentracion de



los niveles plasmaticos del aminoacido aumenta, por consiguiente la circulacion
de otros aminoacidos se ve afectada, esto ocasiona la saturacidn de receptores
que transportan al aminoacido en la célula donde la arginina compite con la
lisina '®). Bajo estas condiciones la eficiencia de la dieta y el crecimiento son

afectados, lo que conlleva a un menor peso

, como lo observado en el grupo
tratado con el 2% del aminoacido (cuadro 8).

GANANCIA DIARIA DE PESO

De igual forma, la ganancia diaria de peso (GDP) no presenté diferencia
estadistica significativa (P>0.05) (cuadro 8) en las dos primeras semanas de
tratamiento. En la tercera semana, el grupo del 2% presentd una reduccion
significativa (P<0.05) en comparacion a los otros grupos tratados, teniendo la
menor GDP (0.207g vs 0.299g y 0.296g). Lo cual pudo deberse a la mayor
cantidad de L-arginina administrada en agua como vehiculo en el grupo del 2%
pudiendo influir en la capacidad estomacal disminuyendo la cantidad de
alimento consumido; sin embargo, una cantidad en exceso de aminoacido
sintético, se manifiesta en un efecto adverso en el consumo de alimento que
consecuentemente también conlleva a la reduccién de ganancia diaria de peso
(19 Esto mismo fue observado por Kumta (1958) con ratas, donde demuestra
que un desequilibrio de aminoacidos dafia la eficiencia de utilizacion de las
proteinas en la dieta, confirmando que la retencion de nitrégeno (N) disminuye,
indicando que los efectos del desequilibrio son mediados via reduccion en el
apetito de los animales de granja.

De la cuarta a la sexta semana no hubo diferencia estadistica significativa

(P>0.05) entre tratamientos (cuadro 8). Sin embargo, en la quinta semana el

grupo del 1% muestra una menor GDP a la observada en la cuarta semana,



esto se puede atribuir a que se suprimio la adicion de L-arginina oralmente y
que la limitada capacidad de sintesis endégena “® no fue la adecuada para
mantener el maximo potencial de crecimiento '), lo que se observa también en
el grupo del 1.5% de la quinta a la sexta semana (cuadro 8), lo cual se puede
afirmar en este estudio. Con estos resultados, probablemente se necesitaria
administrar L-arginina hasta que los cerdos sean capaces de sintetizarla
endégenamente (40 kg) para poder observar diferencias significativas en la

GDP entre los tratamientos en trabajos posteriores.

CONSUMO DIARIO DE ALIMENTO
El consumo diario de alimento durante todo el periodo experimental no

presentd diferencia estadistica entre los grupos experimentales.

CONVERSION ALIMENTICIA

En la conversién alimenticia, el grupo del 2% presento diferencia significativa
(P<0.05) en la tercera y sexta semana experimental; sin embargo, al término de
la prueba se ve reflejado en un menor peso en comparacion al resto de los
grupos tratados, debido al exceso de aminoacido, el cual tiene un efecto que
disminuye el crecimiento y esto es consistentemente observado como una
rapida y marcada reduccion en el consumo de alimento. Harper y Roger (1965)
reportaron que ratas que fueron alimentadas con un desequilibrio (exceso) en
la dieta, reducen su consumo de alimento dentro de las 3-6 horas. Por tal
motivo el crecimiento es reducido como una consecuencia de la disminucion en
el consumo de nutrientes. Esta hipotesis es aceptada como una explicacidon

satisfactoria por los efectos de la desproporcion de aminoacidos en las ratas y



(19 Ademas, el

por lo tanto podria tener aplicacion en otros animales
desagradable sabor de la arginina, inducia a que los animales tardaran mas
tiempo en consumir la dieta, por lo cual las alternativas para suministrar la
arginina para posteriores estudios serian a través de sonda esofagica, bolos
comprimidos, capsulas orales, dilucion en acidos débiles (acido acético), para

evitar la disminucion del consumo de alimento y el manejo excesivo de los

cerdos. Sin embargo no se presentaron diferencias.

ESTUDIO INMUNOLOGICO

La seleccidon de los animales para el estudio trasversal inmunologico se
determiné por el comportamiento de los parametros productivos, siendo los de
mejor peso los del grupo del 1% de L-arginina. Al sacrificio de los animales, se
realizé la necropsia para la toma de los 6rganos los cuales no mostraron

ninguna lesion macroscoépica en ninguno de los animales control y tratados.

CELULAS DEL SISTEMA INMUNE (Sl)

VALORES RELATIVOS

Los valores relativos indican la proporciéon de poblaciones celulares en un
organo misma que siempre guarda una relacion equilibrada en los animales
sanos, el aumento o diferencia en este parametro indicaria una pérdida en la
homeostasis (#2% 2%).

El analisis de los valores relativos de sangre (Fig. 10), tonsila (Fig. 11), lavado
traqueoalveolar (Fig.12) y parénquima pulmonar (Fig. 13-16), no mostro

diferencia estadistica significativa (P>0.05), entre los tratamientos lo que

significa que aun con la administracién de L-arginina, la proporcion celular no



se vio alterada para indicar una perdida o promocion de la homeostasis en los

cerdos.

VALORES ABSOLUTOS

La transformacién de los valores relativos en absolutos permite la cuantificacion
celular real de cada muestra analizada por citometria para evaluar un érgano,
esto es particularmente importante porque se puede suponer que un numero
mayor de células en un drgano podran establecer una mejor respuesta

inmunoldgica frente a un desafio en el animal.

SANGRE

Los valores absolutos de sangre (Fig. 17) del grupo tratado tuvieron una
disminucion significativa (P<0.05) en linfocitos T y-5, posiblemente debida a
que la inclusién del 1% de L-arginina tiene un efecto sobre la maduracion de
las células % 5% 6082 haciendo que salgan en menor tiempo del torrente
sanguineo, el cual solo lo utilizan como medio de transporte para llegar al

organo blanco.
TONSILA

Los valores absolutos de células de tonsila (Fig. 18) no mostraron diferencia
estadistica significativa (P>0.05) entre el grupo control y los tratados. La tonsila
palatina es un 6rgano linfoide secundario donde se realiza la induccién de la
respuesta inmune por la interaccion entre las células T y B, que contribuyen en

27)  No hubo diferencias

la formacion de la primera linea de defensa
significativas, probablemente debido a que es un 6rgano que madura

rapidamente, alrededor de los 30 dias de edad, por lo que las poblaciones



celulares de linfocitos T, B y macrofagos se mantienen en un nivel constante
como en la vida adulta (180 dias), como lo que indica Wilson (2005) que en
cerdos convencionales, después de 15 dias del nacimiento el rapido desarrollo
de las poblaciones celulares T, B o accesorias es conducido por la colonizacién
de la micro flora normal la cual puede tener patégenos no obligados

(228)

Streptococcus suis , 'Y por lo que la inclusion de L-arginina no mostro el

efecto de estimulacion y maduracion sobre las células de la tonsila palatina.

LAVADO BRONQUIOALVEOLAR

Los valores absolutos del lavado bronquioalveolar (Fig. 19), al igual que en las
muestras de sangre y tonsila no mostraron diferencia significativa (P>0.05)
entre los grupos experimentales. Las reacciones inmunes del pulmén porcino
no son solo de interés como modelo para enfermedades humanas, pero son de
mayor importancia veterinaria en afecciones con bacterias como Actinobacillus

g (229; 230)

pleuroneumoniae, que son extremadamente comune . Las particulas

antigénicas pueden alcanzar el pulmon via tracto bronquial o sanguinea en el
cerdo, ambos sitios estan muy bien equipados con macréfagos. La mayoria de
células recuperadas a través del lavado bronquioalveolar (BAL) son
macréfagos, que también es el caso en cerdos libres de gérmenes 3! 22,
Obviamente, el numero total de macrofagos y de linfocitos T y B dependera de
la exposicion a antigenos, pero bajo condiciones libres de patdégenos la
estimulacion inespecifica también atrae macréfagos dentro del lumen alveolar
(233) Basados en estos resultados se puede pensar que no debe haber
diferencia entre las poblaciones en el BAL de animales normales con pulmones

g (234)

macroscopicamente sano y tratados con arginina, probablemente debido



a que el lumen alveolar no recibe el aporte sanguineo directamente para
aumentar las poblaciones celulares o la retencion de células en el tejido se

prolonga al no haber algun desafio antigénico en el lavado bronquioalveolar.

LOBULO APICAL DERECHO

Los valores absolutos del Iébulo apical derecho (Fig. 20), presentaron
diferencia estadistica significativa de (P<0.05 y P<0.01) a favor del grupo
tratado en linfocitos T, B y macréfagos excepto para MHC-II. En la actualidad
no se conoce al detalle la fisiologia de este I6bulo, pero se puede suponer que
el aumento de células fue debida a la inclusion de arginina exdgena, la cual
tiene efecto en la diferenciacion, maduracién y en la expresion de receptores
(58; 39: 60. 62) 4o |as células y del l6bulo lo que favoreceria su retencién. En
segunda instancia, a su posicién anatomica que hace que tenga una mayor
irrigacién sanguinea en el pulmén (46) y por la tanto una mayor circulacion de
células, donde probablemente el equilibrio de llegada es mayor que el de salida
en el Iébulo. Esta posicion lo hace el primer [6bulo en entrar en contacto con
antigenos del medio ambiente por lo que debe procesar mucho mas rapido y
en mayor cantidad los antigenos para montar una respuesta inmune eficaz, lo
cual sugiere que la maduracion del Iébulo es anticipada y que la inclusién de
arginina al aumentar las células del Sl, tendra una trascendencia en los
mecanismos de inmunidad humoral y celular en la defensa del organismo (319),

Estos probables factores ofrecen nuevas lineas de investigacion para

posteriores estudios.



LOBULO APICAL IZQUIERDO

Los valores absolutos del lI6bulo apical izquierdo (Fig. 21), de ambos grupos
experimentales no mostraron diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre
tratamientos. Teniendo como base que las poblaciones celulares en animales
sanos son estables sin un estimulo antigénico, al no encontrar diferencias
significativas en el l6bulo apical izquierdo, se podria sugerir que la
administracién del aminoacido no produjo la cantidad suficiente de poliaminas y

61; 28

a la insuficiente sintesis o inhibicion de enzimas en el 16bulo ), las cuales

estan involucradas en la expresion de receptores en la maduracion celular (08:
%9:60.62) Ademas, probablemente debido a la geometria del arbol vascular que
es determinante en la distribucién del flujo sanguineo en el pulmén ) en
animales y humanos se ha demostrado que la distribucion vertical del flujo
sanguineo es poca cuando se esta en posicion de dectbito (236 237 238 239) |4
que podria tener influencia en la disponibilidad del aminoacido en este |6bulo,

aunado al hecho de no conocer al detalle la fisiologia en este I6bulo, por lo que

se requiere ahondar en la investigacion de estos puntos.

LOBULO DIAFRAGMATICO DERECHO

Los valores absolutos del I6bulo diafragmatico derecho (Fig. 22), presentaron
diferencia estadistica significativa (P<0.05 y P<0.01), a favor del grupo tratado,
en linfocitos T, B y macréfagos, la cual tiene efecto en la diferenciacion,
maduracion de las células y en la expresion de receptores 8 %9 €0 62) gjp
embargo, solo algunas poblaciones como CD4, linfocito T cooperador,

presentaron diferencia significativa lo que sugiere que el tiempo de maduracién

de este I6bulo probablemente sea mas tardio que el del I6bulo apical derecho



por lo cual el arribo de las células sera distinto. Vega-Lopez (1993; 1994; 1995)
demuestra que la distribucion de las diferentes poblaciones del Sl en el
intestino son desiguales en las diversas etapas de vida del cerdo lo cual
también podria estar sucediendo en los Iébulos pulmonares. Este hecho se
ratifica por los aumentos en linfocitos B (CD19) en este |6bulo y de macréfagos

(MHC-Il'y de CD14) pero no en el I6bulo diafragmatico izquierdo.

LOBULO DIAFRAGMATICO IZQUIERDO

Los valores absolutos del I6bulo diafragmatico izquierdo (Fig. 23) mostraron
diferencia significativa (P<0.05) a favor del grupo tratado solo en linfocitos CD4.
El que solo este marcador haya tenido diferencia significativa sugiere que hay
diferencias en el efecto de la L-arginina entre el pulmén derecho y el izquierdo,
mismas que podrian relacionarse a su anatomia, desarrollo y fisiologia y en la
actualidad no han sido estudiados con este enfoque, por lo cual en este trabajo
no se puede aclarar porque los Iébulos derechos e izquierdos presentan
diferencias.

Lo descubierto en células del sistema inmune en décadas pasadas asi como
los hallazgos recientes en animales y en humanos sanos, han demostrado que
suplementar arginina oral e intravenosamente mejora la actividad de células T y
B, (41: 71:73: 74:28: 2778, 36:78) 'En yn trabajo paralelo a este estudio, Roldan (2008)
demostré que el tratamiento con arginina en cerdos destetados aumenta el
indice fagocitico, la capacidad fagocitica y el indice reductivo en macréfagos

pulmonares 3%

que son muy importantes en la actividad del sistema inmune
(Sl). Ademas, la arginina, glutamina y cisteina, entre otros aminoacidos, son los

mejores prototipos de precursores metabdlicos con funciones bien definidas



(inmunoestimuladoras) y su aplicaciéon se expande a la nutricibn humana vy

produccion en animales para abasto.

Este estudio preliminar genera nueva informacion acerca del potencial
productivo que tiene y puede representar la inclusion de L-arginina en la etapa
postdestete en la porcicultura actual, caracterizada por demandar una alta
calidad de nutrientes en la dieta, que cubran los requerimientos diarios de

" Al suplementar la cantidad

mantenimiento asi como en el crecimiento
adecuada de arginina entre otros aminoacidos y reducir el estrés generado por
factores ambientales, fisicos, psicoloégicos y de manejo, el cerdo joven
expresara su maximo potencial de crecimiento en esta fase. Ademas, de que
podria tener un mejor efecto sobre células del S| en los diferentes tejidos, el
desarrollo de 6rganos secundarios del Sl seria mas rapido en madurar, y
tendria una mejor respuesta inmune a las enfermedades respiratorias a las
cuales son altamente susceptibles en esta etapa.

Debido a la escasa informacion disponible sobre la inmunidad en el
parénquima pulmonar, este estudio es precursor al encontrar diferencias en las
poblaciones celulares entre los lobulos pulmonares, lo cual requiere de la
confirmacion experimental de los resultados mediante la realizacién de estudios
posteriores p.e. utilizando alternativas para suministrar la arginina a través de
sonda esofagica, bolos comprimidos, capsulas orales, dilucion en acidos
débiles (acido acético), para hacer mas eficiente la administracién evitando el
manejo excesivo de los cerdos. Ademas, seria interesante emplear diferentes

edades del cerdo, aumentar el universo de la muestra, desafiarlos

antigénicamente, determinar la activacion celular de las diferentes poblaciones,



actividad enzimatica, limitacion y exceso de sustrato, lo cual ayudaria a
entender el mecanismo de las células en los diferentes I6bulos pulmonares.
Para posteriores estudios que se realicen sobre esta linea de investigacion y
superar los obstaculos que presentd este trabajo y que pudieron influir en los
resultados obtenidos tanto en los ensayos nutricionales como en los
inmunoldgicos se sugiere:

» Emplear suficiente personal para la administracion del alimento asi como

del aminoacido

» Aumentar el universo de la muestra para los ensayos inmunologicos

» Mejorar la via de administraciéon del aminoacido

» Realizar los experimentos en una sola institucion (UNAM o CINVESTAV)

para evitar el efecto del transporte prolongado de las muestras
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La inclusién de 1% y 1.5% de L-arginina tuvo un efecto benéfico en el
peso vivo de los animales en la tercera semana post-tratamiento entre
tratamientos pero sin ser significativamente diferente al grupo control.

El grupo con 1% de L-arginina tuvo el mayor peso al finalizar la prueba
experimental entre tratamientos pero sin ser significativamente diferente
al grupo control.

El exceso de L-arginina 2% tiene un efecto negativo sobre el peso.

El consumo diario de alimento no fue afectado por la suplementacién de
arginina en los animales control y tratados.

La conversién alimenticia no mejor6 con la inclusion de L-arginina en los
animales tratados durante los 30 dias del periodo experimental.

La inclusion del 1% de L-arginina durante el tiempo de prueba indujo un
incremento de linfocitos T, B y macrofagos en los Iébulos apical y
diafragmatico derecho.

La inclusién del 1% de L-arginina durante el tiempo de prueba no tuvo el
mismo efecto en el incremento celular de las diferentes poblaciones en
el I6bulo apical y diafragmatico izquierdo.

El incremento de las poblaciones celulares podria tener una significancia
relevante en animales sanos frente a desafios antigénicos.

Los principales parametros productivos del cerdo recién destetado no
fueron estadisticamente diferentes entre el grupo control y los grupos
suplementados con arginina. La razén de este efecto es desconocida y
entre las posibles causas se podrian encontrar; la limitada sintesis

endodgena de arginina, la digestibilidad de esta en la dieta, su capacidad



de absorcién por los enterocitos en intestino, nivel de saturacién de los
receptores para ingresarla a la célula, la forma quimica de la molecula
utilizada es este estudio y la via de administracion, entre otras.

La respuesta positiva de la L-arginina sobre algunas poblaciones
celulares del parénquima pulmonar de cerdos sanos, aunada al pobre
efecto sobre los parametros productivos hacen necesarios estudios
adicionales para establecer una dosis Optima de arginina que incremente
tanto los parametros productivos y mejore la inmunidad en cerdos sanos
asi como en animales inmunocomprometidos por estrés y enfermedades

virales.



Anexo 1

Soluciones utilizadas

Solucion Salina Fisioldgica (SSF)

Cloruro de s0dio (NACI) .....ueiiiii e e e e 9g
Aguadestilada .........ooiiiiii e c.b.p. 100ml
Azul de tripano

AZUL A trIPANO. ...t 0.4g

ST R c.b.p. 100ml

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2-7.4, 0.1M

Cloruro de s0dio (NACI) ...oueiiiiii e e e e 8g
Cloruro de potasio (KClI)......uiiiuiiiiiieeiie e e e e s 0.2¢g
Fosfato de potasio monobasico (KHoPOy4)....cccueeuieiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeee e 0.2g
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Na,HPO4 12H50).....ccoovvvevvveeineneee. 1.15g

Disolver en 500ml de agua bidestilada y ajustar el pH a 7.3 con HCL 1N 6 NaOH 5N

Solucion de lisis para eritrocitos

Cloruro d€ amMONIO .....uuietieitt ettt e e e et e e e e 0.8g
Bicarbonato de potasio (0.1M).......c.oiuiiiiii e Iml
EDTA sal disodica dihidratada (0.1M)..........coiiiiiiiiiii e 0.1ml

Aguabidestilada. ... ... c.b.p. 100ml
Medio RPMI completo

RPMI-1640 Medium (con L-glutamina y 20 mM HEPES sin bicarbonato ... 1 frasco
Aguabidestilada...........oooiiiiii c.bp. 1L

Homogenizar y afadir las siguientes soluciones:

Penicilina/estreptomicina (10k UI)..........ooiiiiiiii e 11ml

Glutamina (200mMM). ...t e 11ml
Piruvato (100mMM) ... e 11ml
HEPES (10MM) ..o e e 11ml
Suero fetal bovINo....... ... 110ml

Ajustar el pH a 7.2-7.4 con solucion de bicarbonato de sodio (7.5% w/v) y esterilizar la
solucioén por filtracion en membrana de 0.22. Realizar prueba de esterilidad.



Medio RPMI incompleto

RPMI-1640 Medium (con L-glutamina y 20 ml HEPES sin bicarbonato......... 1 frasco
Aguabidestilada. ..o c.bp. 1L
Homogenizar y anadir las siguientes soluciones:

Penicilina/estreptomicina (10K UI).........cooiiiiiii e 11ml
Glutamina (200mMM). ...t I11ml
Piruvato (T00MM) ... e e 11ml
HEPES (10MM) .ottt 11ml

Ajustar el pH a 7.2-7.4 con solucion de bicarbonato de sodio (7.5% w/v) y esterilizar la
solucioén por filtracidn en membrana de 0.22. Realizar prueba de esterilidad.

Solucion con enzima (Colagenasa)

Colagenasa tipo IV “243 Ul/mg” (Worthington Biochemical Corporation).... 15.23 mg
RPMI-1640 INCOMPIELO. ....onteet e e e e 25.0ml

Solucion amortiguadora de fosfatos con azida de sodio y suero normal de cerdo

Suero NOrMal de CerdO. .....ueie e e 5.0ml
Azida de s0dio (NAN3). ...ttt 0.1g
P S e c.b.p 100 ml

Solucion fijadora de p-formaldehido al 1%

p-formaldehido....... ... 10g
P S c.b.p. 100 ml

Agregar al paraformaldehido 60 ml de PBS, calentar en agitacion hasta 60°C,
adicionando unas gotas de NaOH para disolver el paraformaldehido.



Anexo 2

Cuadros de rendimiento celular y de marcadores de superficie de valores relativos
y absolutos.

Rendimiento de células de cada tejido
Sangre

El cuadro 10 representa células mononucleares de sangre tomadas de 10
cerdos, aisladas a través de ficoll-hypaque de dos grupos experimentales, 5
animales por tratamiento (0% y 1% de L-arginina), la viabilidad fue del 100 %
en ambos grupos. El rendimiento (prom * desviacion estandar) del grupo
control 0% fue de 9.38 + 2.49 millones de células en 10 mililitros, y el grupo
tratado 1% fue de 12.96 + 4.08 millones de células en 10 mililitros. No hubo
diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 10. Rendimiento de células mononucleares de sangre de cerdos de 51
dias de edad, tratados 30 dias con 0% y 1% de L-arginina.

Sangre

Total de células ( x 10°)

I 0 % de L-arginina 1 % de L-arginina

Cerdo Viabilidad Total de cels  Muestra Celxml Totaldecels Muestra Cel x ml

1 100% 73.5 10 ml 7.35 103.5 10 ml 10.35

2 100% 113.5 10 ml 11.35 141.0 10 ml 14.10

3 100% 123.5 10 ml 12.35 209.5 10 ml 20.95

4 100% 93.0 10 ml 9.30 108.0 10 ml 10.80
5 100% 65.5 10 ml 6.55 86.0 10 ml 8.60
Prom 93.8 9.38 129.6 12.96
Desv stnd 24.91 2.49 48.89 4.08
SEM 11.17 1.1 21.95 219

Cel x ml= Células por mililitro

La sangre se obtuvo por venipuncién yugular, se diluyo 1:2 con PBS, se homogenizo y se estratificd sobre un colchén
de Ficoll-Hypaque para contarse y ajustarse. El nimero de células vivas/ml se multiplicé por el volumen total de la
suspension donde se contenian (5ml) y se dividié entre los 10 ml de la sangre original obteniéndose el numero de
células por mililitro.



Tonsila

El cuadro 11 representa células de tonsila tomadas de 10 cerdos, separadas
por medio de centrifugacion de dos grupos experimentales, 5 animales por
tratamiento (0% y 1% de L-arginina), la viabilidad fue del 100% en ambos
grupos. El rendimiento (prom = desviacion estandar) del grupo control 0% fue
de 34.15 + 12.06 millones de células en 10 gramos, y el grupo tratado 1% fue
de 21.65 + 27.34 millones de células en 10 gramos. No hubo diferencia
estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 11. Rendimiento de células de tonsila de cerdos de 51 dias de edad,
tratados 30 dias con 0% y 1% de L-arginina.

Tonsila

Total de células ( x 10°)

0 % de L-arginina

1 % de L-arginina

Cerdo Viabilidad Total de cels Muestra Celxml Totalde cels Muestra Cel xml
1 100% 1745  10gramos 4362 90.0 10 gramos 225

2 100% 198.0 10 gramos  49.50 1345  10gramos 33625

3 100% 88.5 10 gramos 2212 70.5 10 gramos  17.625

4 100% 95.5 10 gramos  23.87 80.5 10 gramos  20.125

5 100% 126.5  10gramos 31625 57.5 10 gramos  14.375
Prom 136.60 34.15 86.60 21.65
SD 48.24 12.06 29.36 7.34
SEM 21.63 5.40 13.16 3.29

Cel x ml= Células por mililitro

Tonsila, se pesd y se maceré para la digestion y ayudar a la penetracion de la enzima y la liberacion de las células. El
macerado obtenido se deposité en tubos de 50 ml que contenian RPMI-1640 incompleto (sin SFB) mas Colagenasa
tipo IV. El nimero de células vivas/ml se multiplicé por el volumen total de la suspensién donde se contenian (5 ml) y
se dividié entre los 10 g del parénquima original obteniéndose el nimero de células por mililitro.



Lavado bronquioalveolar (BAL)

El cuadro 12 representa células de lavado bronquioalveolar tomadas de 10
cerdos, de dos grupos experimentales, 5 animales por tratamiento (0% y 1% de
L-arginina) la viabilidad fue del 100% en ambos grupos. El rendimiento (prom *
desviacion estandar) del grupo control 0% fue de 0.64 + 0.40 millones de
células en 50 mililitros, y el grupo tratado 1% fue de 0.58 + 0.18. No hubo
diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 12. Rendimiento de células de lavado bronquioalveolar de cerdos de 51
dias de edad, tratados 30 dias con 0% y 1% de L-arginina.

Lavado Bronquioalveolar

Total de células (x 10°)

0 % de L-arginina I 1 % de L-arginina

Cerdo Viabilidad Total de cels Muestra Celxml Totaldecels Muestra Cel x ml
1 100% 21.00 50 ml 42 16.00 50 ml .32
2 100% 40.50 50 ml .81 62.50 50 ml 1.25
3 100% 37.00 50 ml .74 14.50 50 ml .29
4 100% 19.00 50 ml .38 26.00 50 ml .52
5 100% 28.50 50 ml 57 42.00 50 ml .84
Prom 29.20 0.58 32.20 0.64
sD 9.49 0.18 20.17 0.40
SEM 4.25 0.08 9.04 0.18

Cel x ml= Células por mililitro

Se realizo un lavado traqueo-bronquial total en pulmén. El liquido obtenido se mantuvo en hielo y se centrifugd (4° c) y
se resuspendio la pastilla celular en RPMI-1640 completo. El nimero de células vivas/ml se multiplicé por el volumen
total de la suspensién donde se contenian (5 ml) y se dividié entre los 50 ml del lavado original obteniéndose el nimero
de células por mililitro.



Parénquima del Iébulo apical derecho (PLAD)

El cuadro 13 representa células del I6bulo apical derecho tomadas de 10
cerdos, separadas por medio de digestion enzimatica de dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento (0% y 1% de L-arginina) la
viabilidad fue del 100 % en ambos grupos. El rendimiento (prom * desviacion
estandar) del grupo control 0% fue de 4.66 + 1.23 millones de células en 10
gramos, y el grupo tratado 1% fue de 7.81 £ 2.95 millones de células en 10
gramos. No hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 13. Rendimiento de células de parénquima del I6bulo apical derecho de
cerdos de 51 dias, tratados 30 dias con 0% y 1% de L-arginina.

Lobulo Apical Derecho

Total de células ( x 10°)

0 % de L-arginina

1 % de L-arginina

Cerdo Viabilidad Total de cels Muestra Celxml Total de cels Muestra Cel x mi
1 100% 61.00 10 gramos 6.10 125.00 10 gramos 12.50
2 100% 29.00 10 gramos 2.90 83.00 10 gramos 8.30
3 100% 55.50 10 gramos 5.55 76.50 10 gramos 7.65
4 100% 43.00 10 gramos 4.30 52.00 10 gramos 5.20
5 100% 44 .50 10 gramos 4.45 54.00 10 gramos 5.40
Prom 46.6 4.66 78.1 7.81
SD 12.36 1.23 29.53 2.95
SEM 5.55 0.55 13.24 1.32

Cel x ml= Células por mililitro

Al I6bulo apical derecho se le retird cuidadosamente el arbol bronquial para obtener el parénquima que se maceré para
la digestion. El macerado obtenido se deposité en tubos de 50 ml que contenian RPMI-1640 incompleto (sin SFB) mas
Colagenasa tipo IV. El ndmero de células vivas/ml se multiplicé por el volumen total de la suspensiéon donde se
contenian (5 ml) y se dividié entre los 10 g del parénquima original obteniéndose el nimero de células por mililitro.



Parénquima del I6bulo apical izquierdo (PLAI)

El cuadro 14 representa células del I6bulo apical izquierdo tomadas de 10
cerdos, separadas por medio de digestion enzimatica de dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento (0% y 1% de L-arginina), la
viabilidad fue del 100 % en ambos grupos. El rendimiento (prom + desviacion
estandar) del grupo control 0% fue de 4.35 £ 1.51 millones de células en 10
gramos, y el grupo tratado 1% fue de 6.3 £ 1.43 millones de células en 10
gramos. No hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 14. Rendimiento de células de parénquima del I6bulo apical izquierdo
de cerdos de 51 dias de edad, tratados 30 dias con 0% y 1% de L-arginina.

Lébulo Apical Izquierdo

Total de células ( x 10°)

0 % de L-arginina I 1 % de L-arginina

Cerdo Viabilidad Total de cels  Muestra Celxml Totaldecels Muestra Cel x ml
1 100% 64.50 10 gramos 6.45 64.00 10 gramos 6.40
2 100% 30.00 10 gramos 3.0 82.00 10 gramos 8.20
3 100% 32.50 10 gramos 3.25 70.00 10 gramos 7.00
4 100% 54.50 10 gramos 54 44.50 10 gramos 4.45
5 100% 36.00 10 gramos 3.6 54.50 10 gramos 5.45
Prom 43.5 4.35 63 6.3
SD 15.17 1.51 14.36 1.43
SEM 6.80 0.68 6.44 0.64

Cel x ml= Células por mililitro

Al I6bulo apical izquierdo, se le retird cuidadosamente el arbol bronquial para obtener el parénquima que se macero
para la digestion. El macerado obtenido se deposité en tubos de 50 ml que contenian RPMI-1640 incompleto (sin SFB)
mas Colagenasa tipo IV. El nimero de células vivas/ml se multiplicé por el volumen total de la suspensién donde se
contenian (5 ml) y se dividié entre los 10 g del parénquima original obteniéndose el nimero de células por mililitro.



Parénquima del I6bulo diafragmatico derecho (PLDD)

El cuadro 15 representa células del I6bulo diafragmatico derecho tomadas de
10 cerdos, separadas por medio de digestion enzimatica de dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento (0% y 1% de L-arginina) la
viabilidad fue del 100 % en ambos grupos. El rendimiento (prom * desviacion
estandar) del grupo control 0% fue de 5.11 £ 1.20 millones de células en 10
gramos, y el grupo tratado 1% fue de 9.71+ 2.52 millones de células en 10
gramos. No hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 15 Rendimiento de células por gramo de parénquima del lobulo
diafragmatico derecho de cerdos de 51 dias de edad, tratados 30 dias con 0%
y 1% de L-arginina.

Lébulo Diafragmatico Derecho

Total de células ( x 10°)

0 % de L-arginina I 1 % de L-arginina
Total de Total de
Cerdo Viabilidad cels Muestra Cel x ml cels Muestra Cel x ml
1 100% 58.50 10 gramos 5.85 125.00 10 gramos 12.50
2 100% 59.00 10 gramos 5.90 95.00 10 gramos 9.50
3 100% 39.50 10 gramos 3.95 116.50 10 gramos 11.65
4 100% 62.00 10 gramos 6.20 61.00 10 gramos 6.10
5 100% 36.50 10 gramos 3.65 88.00 10 gramos 8.80
Prom 51.1 5.11 97.1 9.71
SD 12.07 1.20 25.22 2.52
SEM 5.41 0.54 11.31 1.13

Cel x ml= Células por mililitro

Al I6bulo diafragmatico derecho, se le retird cuidadosamente el arbol bronquial para obtener el parénquima que se
macerdé para la digestion. El macerado obtenido se depositd en tubos de 50 ml que contenian RPMI-1640 incompleto
(sin SFB) mas Colagenasa tipo IV. El niumero de células vivas/ml se multiplicé por el volumen total de la suspensién
donde se contenian (5 ml) y se dividié entre los 10 g del parénquima original obteniéndose el nimero de células por
mililitro.



Parénquima del I6bulo diafragmatico izquierdo (PLDI)

El cuadro 16 representa células del I6bulo diafragmatico izquierdo tomadas de
10 cerdos, separadas por medio de digestion enzimatica de dos grupos
experimentales, 5 animales por tratamiento (0% y 1% de L-arginina) la
viabilidad fue del 100 % en ambos grupos. El rendimiento (prom + desviacion
estandar) del grupo control 0% fue de 4.36 £ 0.90 millones de células en 10
gramos, y el grupo tratado 1% fue de 9.38 + 4.0 millones de células en 10
gramos. No hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre grupos.

Cuadro 16 Rendimiento de células por gramo de parénquima del I6bulo
diafragmatico izquierdo de cerdos de 51 dias de edad, tratados 30 dias con 0%
y 1% de L-arginina.

Lébulo Diafragmatico lzquierdo

Total de células ( x 10°)

0 % de L-arginina I 1 % de L-arginina
Cerdo Viabilidad Total de cels Muestra Celxml Totaldecels Muestra Cel xml
1 100% 42.00 10 gramos 4.20 140.50 10 gramos 14.05
2 100% 47.50 10 gramos 4.75 81.00 10 gramos 8.10
3 100% 34.00 10 gramos 3.40 132.00 10 gramos 13.20
4 100% 57.00 10 gramos 5.70 54.50 10 gramos 5.45
5 100% 37.50 10 gramos 3.75 61.00 10 gramos 6.10
Prom 43.6 4.36 93.8 9.38
SD 9.03 0.90 40.07 4.0
SEM 4.05 0.40 17.97 1.7

Cel x ml= Células por mililitro

Al l6bulo diafragmatico izquierdo, se le retird cuidadosamente el arbol bronquial para obtener el parénquima que se
macerdé para la digestion. El macerado obtenido se depositd en tubos de 50 ml que contenian RPMI-1640 incompleto
(sin SFB) mas Colagenasa tipo IV. El numero de células vivas/ml se multiplico por el volumen total de la suspension
donde se contenian (5 ml) y se dividié entre los 10 g del parénquima original obteniéndose el nimero de células por
mililitro.



Valores promedio generales

El cuadro 17 representa el valor promedio de todas las muestras al final del
periodo experimental, los cerdos tuvieron una edad de 51 dias de edad, se
trataron durante 30 dias con 0 % y 1 %, el rendimiento (prom + desviacion
estandar) celular para sangre fue para 0% de 93.8 £ 11.17 vs 1% de 129.6
21.92, tonsila 0% de 29.2 + 4.25 vs 1% de 32.2 £ 9.04, lavado bronquioalveolar
0% de 136.6 £ 21.6 vs 1% de 86.6 + 13.16, I6bulo apical izquierdo 0% de 43.5
+ 6.80 vs 1% de 63 * 6.44, |6bulo apical derecho 0% de 46.6 £ 5.55 vs 1% de
78.1 £ 13.24, I16bulo diafragmatico izquierdo 0% de 43.6 £ 4.05 vs 1% de 93.8 +
17.97 ,I6bulo diafragmatico derecho 0% de 51.1 + 5.41 vs 1% de 97.1 £ 11.31.
No hubo diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre muestras de cada

grupo.

Cuadro 17. Valores del rendimiento celular promedio general por tejido.

Tratamiento de L-arginina

Tejido 0% 1% Diferencia
Sangre 93.8+11.17 | 129.6 £21.92 NS
Tonsila 29.2+4.25 32.2+9.04 NS
Lavado Bronquioalveolar 136.6 +21.6 | 86.6+13.16 NS
Lébulo Apical Izquierdo 43.51+6.80 63 +6.44 NS
Lobulo Apical Derecho 46.6 + 5.55 78.1+13.24 NS
Lébulo Diafragmatico Izquierdo | 43.6 £ 4.05 93.8 +17.97 NS
Lobulo Diafragmatico Derecho 51.1 £ 5.41 97.1 +11.31 NS

NS= No significativa



Cuadro 18 Valores relativos de células positivas mononucleares de sangre
periférica de cada marcador de superficie (promedio, desviacién estandar y el
error estandar de la media) de la poblacién de linfocitos T, B y macrofagos,
tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Sangre
Tratamiento 0%

Animal | CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 MHC-II | SWC-3 | CD14
1 78,94 38,33 32,65 31,42 31,47 34,26 6,50 1,65 33,88
2 75,38 4516 47,67 36,80 50,88 42,50 65,91 52,11 56,11
3 43,05 4498 19,41 41,94 26,39 38,12 29,62 46,64 35,94
4 69,59 49,47 33,67 46,69 47,90 55,44 59,42 60,04 38,01
5 75,93 49,09 34,87 47,79 47,62 54,44 50,45 54,51 56,37

Prom 68,58 45,41 33,65 40,93 40,85 44 95 42,38 42,99 44,06
DE 14,67 4,48 10,02 6,87 11,10 9,58 24,29 23,61 11,21
EEM 6,58 2,01 4,49 3,08 4,98 4,30 10,89 10,59 5,03

Tratamiento 1%

Animal CD3 CDh4 CD8 ) IgM CD19 | MHC-II | SWC-3 | CD14

1 3,78 56,31 4,32 1,45 3,16 1,73 17,11 1,33 44,38
2 20,35 | 26,28 | 24,52 2417 | 25,58 25,72 26,86 | 28,39 | 26,44
3 88,49 7 77,76 2,79 80,20 79,34 | 83,36 81,62 78,10
4 34,68 | 30,65 | 28,31 27,84 | 28,16 28,65 | 29,33 | 29,38 | 28,43
5 77,66 | 59,59 | 52,61 51,47 | 41,26 52,50 18,21 50,39 50,54

Prom 46,79 | 49,97 | 37,50 | 21,54 | 3567 | 37,59 | 34,97 | 38,22 | 45,58
DE 35,33 | 21,20 | 28,30 | 20,60 | 28,41 29,46 | 27,56 | 29,86 | 20,88
EEM 15,84 9,51 12,69 9,24 12,74 13,21 12,36 13,39 9,36




Cuadro 19 Valores relativos de células positivas mononucleares de tonsila de
cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar
de la media) de la poblacién de linfocitos T, B y macréfagos, tratados con 0% y
1% de L-arginina.

Tonsila

Tratamiento 0%

Animal CD3 CD4 CcDs8 ) IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14

1 63,11 21,84 | 20,88 | 23,80 | 21,15 21,09 1,38 34,33 20,91

2 7414 | 6568 | 51,80 | 49,23 | 56,61 56,19 64,24 54,59 55,43

3 72,27 | 61,40 | 41,50 | 61,87 | 41,61 40,23 62,20 62,28 58,70

4 80,58 | 65,62 | 47,82 56,73 | 54,42 63,40 65,34 63,84 54,38

5 80,38 70,16 | 42,20 | 50,81 50,99 50,55 56,23 54,05 54,68

Prom 7410 | 56,94 | 40,84 | 48,49 | 44,96 | 46,29 | 49,88 53,82 | 48,82

DE 7,17 19,86 11,93 14,68 14,49 16,44 | 27,34 11,75 15,70

EEM 3,21 8,91 5,35 6,58 6,50 7,37 12,26 5,27 7,04
Tratamiento 1%

Animal CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 | MHC-II | SWC-3 | CD14
1 3,21 40,47 2,38 14,53 6,80 4,40 17,6 1,31 40,59
2 68,94 42,82 32,05 31,57 34,25 35,8 54,64 46,92 42,27
3 83,66 77,79 70,95 71,32 70,53 71,23 69,80 69,47 65,39
4 85,96 76,09 62,95 82,52 68,85 60,91 84,80 89,14 88,77
5 60,92 42 54 1,17 40,64 20,63 39,31 50,51 43,02 44,05

Prom 60,54 55,94 33,90 48,12 40,21 42,33 55,47 49,97 56,21
DE 33,68 19,20 32,73 28,19 28,61 25,84 25,12 32,94 20,80
EEM 15,10 8,61 14,68 12,64 12,83 11,59 11,27 14,77 9,33




Cuadro 20. Valores relativos individuales de células de lavado
bronquioalveolar, de cada marcador de superficie (promedio, desviacion
estandar y el error estandar de la media) de la poblacién de linfocitos T, B y
macréfagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Lavado Bronquioalveolar

Titulo 0%
Animal CD3 CD4 CD8 v—6 IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
1 63,25 50 51,81 52,35 55,74 49,53 6,23 63,15 47,6
2 38,38 34,46 31,09 34,50 36,14 31,06 36,89 38,43 31,5
3 19,24 17,60 16,73 15,64 16,94 16,52 1,53 18,68 19,11
4 39,23 37,85 34,98 37,05 36,43 36,21 37,87 38,05 16,03
5 18,95 17,96 15,98 11,52 10,24 11,58 10,21 17,26 3,78
Prom 35,81 31,57 30,12 30,21 31,10 28,98 18,55 35,11 23,60
DE 18,24 13,86 14,78 16,71 18,00 15,30 17,47 18,67 16,65
EEM 8,18 6,21 6,63 7,49 8,07 6,86 7,83 8,37 7,47

Tratamiento 1%

Animal CD3 Ch4 CD8 ) IgM CD19 | MHC-II | SWC-3 | CD14

1 2,93 12,32 1,77 3,16 14,7 1,36 8,71 19,67 63,63
2 62,54 | 49,61 28,88 28,56 31,94 35,71 34,17 | 41,82 33,64
3 53,16 51,18 | 47,29 | 48,66 52,08 51,3 53,75 52,85 52,19
4 83,06 71,58 51,14 30,08 55,60 55,26 | 47,36 59,18 58,71
5 34,21 27,08 26,72 22,91 25,02 26,14 25,17 26,96 24,24

Prom 47,18 | 42,35 | 31,16 | 26,67 | 35,87 33,95 | 33,83 | 40,10 | 46,48
DE 30,35 | 23,02 19,67 16,32 17,56 21,69 17,93 16,73 16,85
EEM 13,61 10,32 8,82 7,32 7,87 9,73 8,04 7,50 7,56




Cuadro 21. Valores relativos de células del l6bulo apical derecho, de cada
marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar de la
media) de la poblacion de linfocitos T, B y macrofagos, tratados con 0% y 1%
de L-arginina.

Loébulo Apical Derecho

Tratamiento 0%

Animal CD3 CD4 CD8 =8 IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
1 48,71 28,84 24,58 26,19 27,73 27,62 1,47 46,52 26,21
2 66,84 61,16 58,05 54,96 54 60,54 65,44 64,46 62,8
3 51,06 43,77 33,22 -4,27 29,35 25,2 27,46 51,53 51,3
4 61,26 52,37 49,09 48,22 50,3 49,82 51,58 54,54 48,52
5 53,12 46,6 30,44 42,55 42,25 36,76 | 44,02 49,71 47,03
Prom 56,20 46,55 39,08 33,53 40,73 39,99 37,99 53,35 47,17
DE 7,60 11,92 13,96 23,66 11,92 15,01 24,59 6,86 13,25
EEM 3,41 5,35 6,26 10,61 5,35 6,73 11,03 3,07 5,94
Tratamiento 1%

Animal CD3 CD4 CcD8 1-0 IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
1 59,99 49,17 49 52,56 51,83 49,7 4,75 61,46 53,16
2 55,77 53,09 49,25 49,07 50,72 51,74 51,57 59,71 57,48
3 56,70 45,20 49,05 39,98 50,29 43,78 50,38 48,79 46,26
4 55,28 49,57 44,81 47,96 46,01 47,63 52,14 57,51 53,72
5 65,78 58,95 58,33 58,37 56,37 58,6 59,11 60,42 57,47

Prom 58,70 51,20 50,09 49,59 51,04 50,29 43,59 57,58 53,62
DE 4,36 5,16 4,97 6,73 3,71 5,50 21,98 512 4,59
EEM 1,96 2,31 2,23 3,02 1,66 2,47 9,86 2,30 2,06




Cuadro 22. Valores relativos de células del I6bulo apical izquierdo, de cada
marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar de la
media) de la poblacion de linfocitos T, B y macrofagos, tratados con 0% y 1%
de L-arginina.

Lobulo Apical Izquierdo

Tratamiento 0%

Animal CD3 CD4 CcDs8 ) IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
1 55,34 | 33,49 | 28,23 | 30,46 | 31,54 29,37 | 28,27 2,17 28,67

2 43,73 | 39,18 | 33,56 | 32,77 | 33,15 35,99 38,29 40,74 38,09

3 55,39 | 49,18 | 44,12 | 40,05 | 41,73 | 40,81 0,67 53,48 | 49,44

4 7193 | 65,12 64,87 | 60,05 | 62,26 61,98 65,55 65,41 60,55

5 59,05 | 47,28 | 40,41 4487 | 42,71 43,32 | 43,99 45,69 | 4443
Prom 57,09 | 46,85 | 42,24 | 4164 | 42,28 | 42,29 35,35 41,50 44,24
DE 10,11 12,01 14,06 11,79 12,23 12,22 23,71 23,88 11,97
EEM 4,53 5,38 6,30 5,28 5,48 5,48 10,63 10,71 5,37

Tratamiento 1%

Animal CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 | MHC-II | SWC-3 | CD14
1 43,10 14,01 14,27 18,39 16,38 23,46 0,47 39,71 18,55
2 54,40 51,08 47,09 48,56 50,01 51,02 50,53 57,33 55,1
3 62,64 55,89 54,90 6,71 53,21 54,17 55,78 56,04 52,65
4 32,46 27,04 21,14 21,31 22,56 22,78 23,69 32,96 28,44
5 50,52 42,97 38,49 36,31 29,53 38,92 37,46 40,08 39,26

Prom 48,62 38,20 35,18 26,26 34,34 38,07 33,59 45,22 38,80
DE 11,46 17,40 17,15 16,33 16,48 14,79 22,30 10,85 15,61
EEM 5,14 7,80 7,69 7,32 7,39 6,63 10,00 4,87 7,00




Cuadro 23. Valores relativos de células del I6bulo diagramatico derecho, de
cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar
de la media) de la poblacién de linfocitos T, B y macrofagos, tratados 0% y 1%
de L-arginina.

Lébulo Diafrag_;mético Derecho

Tratamiento 0%

Animal CD3 CD4 CcD8 1-6 IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
1 50,99 29,74 25,37 26,72 26,7 24,66 0,8 44,86 28,54

2 51,98 50,08 47,46 46,23 49,72 48,67 61,52 54,17 55,95

3 52,73 50,77 47,33 45,05 50,41 48,9 62,26 55,69 57,05

4 64,92 48,73 53,56 52,76 48,99 47,07 54,55 58,43 46,2

5 43,88 35,54 30,05 39,45 34,55 36,34 37,56 45,41 43,52
Prom 52,90 42,97 40,75 42,04 42,07 41,13 43,34 51,71 46,25
DE 7,59 9,68 12,28 9,78 10,83 10,57 25,77 6,20 11,53
EEM 3,40 4,34 5,51 4,39 4,85 4,74 11,56 2,78 517

Tratamiento 1%

Animal CD3 CD4 CcD8 ) IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
1 1,98 42,82 12,18 14,88 0,18 16,07 34,09 13,34 22,68

2 55,09 51,26 49,11 48,16 51,05 51,16 55,22 61,54 58,61

3 62,64 49,92 52,32 45,08 52,73 54,54 54,11 56,66 53,24

4 59,19 53,81 51,48 48,03 50,99 51,78 52,86 61,07 59,64

5 56,96 55,03 53,69 41,38 51,74 53,18 45,60 54,09 52,02
Prom 4717 50,57 43,76 39,51 41,34 45,35 48,38 49,34 49,24
DE 25,42 4,78 17,73 14,04 23,02 16,42 8,83 20,36 15,21
EEM 11,40 2,14 7,95 6,30 10,32 7,36 3,96 9,13 6,82




Cuadro 24. Valores relativos de células del I6bulo diagramatico izquierdo, de
cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar
de la media) de la poblacion de linfocitos T, B y macréfagos, tratados con 0% y
1% de L-arginina.

Lébulo Diafrag_;mético Izquierdo

Tratamiento 0%

Animal CD3 CDh4 CD8 ) IgM CD19 | MHC-II | SWC-3 | CD14

1 53,42 31,42 30,02 31,97 29,77 27,3 2,42 40,28 14,19
2 50,33 50,58 | 49,68 48,6 48,86 51,16 54,97 53,27 53,38
3 54,87 | 44,54 36,7 36,06 36,01 33,63 37,17 51,55 50,52
4 48,76 | 41,99 39,02 36,2 40,64 41,05 | 42,58 44,2 39,38
5 56,9 42,46 37,1 42,53 37,18 41,35 | 40,31 45,06 | 44,59

Prom 52,86 | 42,20 38,50 39,07 38,49 38,90 35,49 | 46,87 40,41
DE 3,31 6,93 7,11 6,53 7,00 8,99 19,68 5,40 15,62
EEM 1,49 3,11 3,19 2,93 3,14 4,03 8,83 2,42 7,01

Tratamiento 1%

Animal CD3 CDh4 CD8 ) IgM CD19 | MHC-Il | SWC-3 | CD14
52,09 | 33,36 | 33,056 | 37,53 | 38,32 38,18 3,42 51,74 36,14
65,36 | 62,50 | 58,95 | 58,75 | 61,13 61,43 | 60,87 70,43 | 68,69
64,89 | 60,94 | 58,22 50,38 | 59,38 58,99 | 61,59 | 62,43 56,5
40,49 | 31,98 | 26,97 | 30,02 29,02 30,08 | 29,24 | 24,72 21,6
5 52,96 | 41,77 | 35,79 35,8 35,62 35,34 | 36,41 37,91 36,59

A WDN-

Prom 55,16 | 46,11 42,60 | 42,50 | 44,69 | 44,80 | 38,31 49,45 | 43,90
DE 10,35 14,74 14,94 11,74 14,62 14,39 | 24,26 18,43 18,60
EEM 4,64 6,61 6,70 5,27 6,55 6,45 10,88 8,26 8,34




Cuadro 25 Valores absolutos de células positivas mononucleares de sangre
periférica de cada marcador de superficie (promedio, desviacién estandar y el
error estandar de la media) en millones de células de la poblacién de linfocitos
T, B y macrofagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

SANGRE

Tratamiento 0%

(nimero de células de cada marcador)10 °

Animal  CD3 CDh4 CD8 ) IgM CD19 MHC-I SWC-3 CD14
58.02 28,17 23,99 23,09 23,13 25,18 4,77 1,21 249
85.55 51,25 54,1 41,79 57,54 48,23 74,8 59,14 63,68
53.16 55,55 23,97 51,79 32,59 47,07 36,58 57,6 44,38
64.71 46 31,31 43,42 44,54 51,55 55,26 55,83 35,34
5 49.73 32,15 22,83 31,3 31,19 35,65 33,04 35,7 36,92

A WON -~

Prom  62.23 42,62 31,24 38,27 37,84 41,54 40,89 41,89 41,04
DE 14,19 11,95 13,21 11,18 13,5 10,93 26,17 24,65 14,43
EEM 6,36 5,35 5,92 5,01 6,05 4,90 11,73 11,05 6,47

Tratamiento 1%

(numero de células de cada marcador)10 ©

Animal  CD3 CDh4 CD8 ) IgM CD19 MHC-I SWC-3 CD14
2,41 36,03 2,76 0,92 2,02 1,1 10,95 0,85 28,4
24,06 21,54 20,1 19,81 20,97 21,09 22,02 23,27 21,68
61,94 53,9 54,43 1,95 56,14 55,53 58,34 57,13 54,67
15,43 13,63 12,59 12,38 12,53 12,74 13,05 13,07 12,65
5 42,32 32,47 28,67 28,05 22,48 28,61 9,92 27,46 27,54

A WON -~

Prom 29,23 31,52 23,71 12,62 22,83 23,81 22,86 24,36 28,98
DE 23,33 15,34 19,64 11,62 20,32 20,46 20,4 21 15,67
EEM 10,46 6,87 8,80 5,21 9,11 9,17 9,14 9,41 7,02




Cuadro 26. Valores absolutos de células positivas de tonsila periférica de cada
marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar de la
media) en millones de células de la poblacion de linfocitos T, B y macréfagos,
tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Tonsila

Tratamiento 0%

(numero de células de cada marcador)10 6
Animal CD3 CD4 CD8 -8 IgM CD19 MHC-I SWC-3 CD14

110,12 38,11 36,43 41,53 36,9 36,8 24 59,9 36,48
146,79 130,04 102,56 97,47 112,08 111,25 127,19 108,08 109,75
63,95 54,33 36,72 54,75 36,82 35,6 55,04 55,11 51,94
76,95 62,66 45,66 54,17 51,97 60,54 62,39 60,96 51,93
5 101,68 88,75 53,38 64,27 64,5 63,94 71,13 68,37 69,17

Prom 99,9 74,78 54,95 62,44 60,45 61,63 63,63 70,49 63,85
DE 32,11 35,9 27,52 21,18 31,09 30,67 44,49 21,54 28,14
EEM 14,39 16,09 12,34 9,49 13,94 13,75 19,95 9,65 12,61

A WOWDN -

Tratamiento 1%

(numero de células de cada marcador)10 6
Animal  CD3 CD4 CD8 -8 IgM CD19 MHC-lI SWC-3 CD14

2,88 36,42 2,14 13,07 6,12 3,96 15,84 1,17 36,53
92,72 57,59 43,1 42,46 46,06 48,15 73,49 63,1 56,85
58,98 54,84 50,01 50,28 49,72 50,21 49,2 48,97 46,09
69,19 61,25 50,67 66,42 55,42 49,03 68,26 71,75 71,45
5 35,02 24,46 0,67 23,36 11,86 22,6 29,04 24,73 25,32

Prom 51,76 46,91 29,32 39,12 33,83 34,79 4716 41,95 47,25
DE 34,28 15,78 25,66 21,25 23,01 20,72 24,75 28,91 17,85
EEM 15,37 7,07 11,50 9,52 10,31 9,29 11,09 12,96 8,00

A WODN -




Cuadro 27. Valores absolutos de células positivas de lavado bronquioalveolar
de cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error
estandar de la media) en millones de células de la poblacion de linfocitos T, B y
macréfagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Lavado Bronquioalveolar

Tratamiento 0%

(numero de células de cada marcador)10 6

Animal CD3 CD4 CD8 -8 IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14
1 13,28 10,5 10,88 10,99 11,7 10,4 1,3 13,26 1
2 15,54 13,95 12,59 13,97 14,63 12,57 14,94 15,56 12,75
3 7,11 6,51 6,19 5,78 6,26 6,11 0,56 6,9 7,07
4 7,45 7,19 6,64 7,03 6,92 6,87 7,19 7,22 3,04
5 5,4 5,11 4,55 3,28 2,91 3,3 2,9 4,91 1,07
Prom 9,75 8,65 8,17 8,21 8,49 7,85 5,38 9,57 6,78
DE 4,39 3,56 3,39 4,25 4,65 3,65 5,92 4,57 4,81
EEM 1,96 1,59 1,52 1,90 2,08 1,63 2,65 2,04 2,15
Tratamiento 1%
(numero de células de cada marcador)10 6
Animal CD3 CD4 CD8 =8 IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14
1 0,46 1,9 0,28 0,5 2,35 0,21 1,3 3,1 10,18
2 39,08 31 18,05 17,85 19,96 22,31 21,35 26,13 21,02
3 7,7 7,42 6,85 7,05 7,55 7,43 7,79 7,66 7,56
4 21,59 18,61 13,29 7,82 14,45 14,36 12,31 15,38 15,26
5 14,36 11,37 11,22 9,62 10,5 10,97 10,57 11,32 10,18
Prom 16,64 14,07 9,94 8,57 10,96 11,06 10,68 12,73 12,84
DE 14,78 11,23 6,73 6,22 6,69 8,19 7,26 8,75 5,35
EEM 6,62 5,03 3,01 2,78 3 3,67 3,25 3,92 2,39




Cuadro 28. Valores absolutos de células positivas de |6bulo apical derecho de
cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar
de la media) en millones de células de la poblacién de linfocitos T, B y
macréfagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Loébulo Apical Derecho

Tratamiento 0%

(numero de células de cada marcador)10 6
Animal CD3 CD4 CD8 -8 IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14

29,71 17,59 14,99 15,97 16,91 16,84 0,89 28,37 15,98
19,38 17,73 16,83 15,93 15,66 17,55 18,97 18,69 18,21
28,33 24,29 18,43 23 16,28 13,98 15,24 28,59 28,47
26,34 22,51 21,1 20,73 21,62 21,42 22,17 2345 20,86
5 23,63 20,73 13,54 18,93 18,8 16,35 19,58 22,12 20,92

Prome 25,48 20,57 16,98 14,79 17,85 17,23 15,37 24,24 20,89
DE 4,1 2,94 2,95 7,23 2,41 2,69 8,46 4,24 4,7
EEM 1,83 1,31 1,32 3,24 1,08 1,20 3,79 1,901 2,10

A OODN -

Tratamiento 1%

(numero de células de cada marcador)10 6
Animal CD3 CD4 CD8 =8 IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14

74,98 61,46 61,25 65,7 64,78 62,12 5,9 76,82 66,45
46,28 44,06 40,87 40,72 42,09 42,94 42,8 49,55 47,7
43,37 34,57 37,52 30,58 38,47 33,49 38,54 37,32 35,38
28,74 25,77 23,3 2493 23,92 24,76 27,11 29,9 27,93
5 35,52 31,83 31,49 31,51 30,43 31,64 31,91 32,62 31,03

Prom 45,78 39,54 38,89 38,69 39,94 38,99 29,26 45,24 41,7
DE 17,7 13,91 14,17 16,12 15,57 14,46 14,36 19,19 15,74
EEM 7,93 6,23 6,35 7,22 6,9 6,48 6,43 8,60 7,05

A ODN -




Cuadro 29. Valores absolutos de células positivas de I6bulo apical izquierdo de
cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el error estandar
de la media) en millones de células de la poblacién de linfocitos T, B y
macréfagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Lobulo Apical Izquierdo

Tratamiento 0%

(numero de células de cada marcador)10 6
Animal CD3 CD4 CD8 -8 IgM CD19 MHC-I SWC-3 CD14

35,69 21,6 18,2 19,64 20,34 18,94 18,23 1,3 18,49
13,11 11,75 10,06 9,83 9,94 10,79 11,48 12,22 11,42
18 15,98 14,33 13,01 13,56 13,26 0,21 17,38 16,06
39,2 35,49 35,35 32,72 33,93 33,77 35,72 35,64 32,99
5 21,25 17,02 14,54 16,15 15,37 15,59 15,83 16,44 15,99
Prom 2545 20,36 18,5 18,27 18,63 18,47 16,3 16,61 18,99
DE 11,39 9,14 9,85 8,86 9,33 9,06 12,87 12,38 8,23
EEM 5,10 4,09 4,41 3,97 4,18 4,06 5,77 5,55 3,69

A WOWDN -

Tratamiento 1%

(nimero de células de cada marcador)10 °

Animal  CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14
1 27,58 8,9 9,1 11,76 10,48 15,01 0,31 25,41 11,87
2 44,6 41,88 38,61 39,81 41 41,83 4143 47,01 45,18
3 43,84 39,12 38,43 4,6 37,24 37,91 39,04 39,22 36,85
4 14,44 12,03 9,4 9,4 10 10,13 10,54 14,66 12,65

5 27,53 23,41 20,97 19,78 16,09 21,21 20,41 21,84 21,39

Prom 31,6 25,08 23,31 17,11 22,97 25,22 22,34 29,63 25,59
DE 12,71 15,1 14,68 13,81 15 14 17,83 13,19 14,86
EEM 5,69 6,77 6,58 6,19 6,72 6,27 7,99 5,91 6,66




Cuadro 30. Valores absolutos de células positivas de lobulo diafragmatico
derecho de cada marcador de superficie (promedio, desviacién estandar y el
error estandar de la media) en millones de células de la poblacién de linfocitos
T, B y macrofagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Lébulo Diafrag_]mético Derecho

Tratamiento 0%

(nimero de células de cada marcador)10 °

Animal  CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14

29,82 17,39 14,84 15,63 15,61 14,42 0,46 26,24 16,69
30,66 29,54 28 27,27 29,33 28,71 36,29 31,96 33,01
20,82 20,05 18,69 17,79 19,91 19,31 24,59 21,99 22,53
40,25 30,21 33,2 32,71 30,37 29,18 33,82 36,22 28,64

5 16,01 12,97 10,96 14,39 12,61 13,26 13,7 16,57 15,88
Prom 27,51 22,03 21,14 21,56 21,57 20,98 21,77 26,6 23,35
DE 9,41 7,59 9,24 8,02 8 7,62 14,85 7,79 7,45
EEM 4,21 3,40 4,14 3,59 3, 3,41 6,65 3,49 3,34

A WOWDN -

Tratamiento 1%

(numero de células de cada marcador)10 6

Animal  CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14

2,47 53,52 15,22 18,6 0,22 20,08 42,61 16,67 28,35
52,33 48,69 46,65 45,75 48,49 48,6 52,45 58,46 55,67
72,97 58,15 60,95 52,51 61,43 63,53 63,03 66 62,02
36,1 32,82 31,4 29,29 31,1 31,58 32,24 37,25 36,38

5 50,12 48,42 47,24 36,41 45,53 46,79 4012 47,59 4577
Prom 42,8 48,32 40,29 36.51 37,35 42,12 46,09 4519 45,64
DE 26,1 9,54 17,48 13,36 23,38 16,72 11,9 19,31 13,72
EEM 11,70 4,27 7,83 16.370 10,48 7,49 5,33 8,65 6,15

A ODN -




Cuadro 31. Valores absolutos de células positivas de lobulo diafragmatico
izquierdo de cada marcador de superficie (promedio, desviacion estandar y el
error estandar de la media) en millones de células de la poblacién de linfocitos
T, B y macrofagos, tratados con 0% y 1% de L-arginina.

Loébulo Diafragmético Izquierdo

Tratamiento 0%

(numero de células de cada marcador)10 6

Animal  CD3 CD4 CD8 -8 IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14

22,43 13,19 12,6 13,42 12,5 11,46 1,01 16,91 59

23,9 24,02 23,59 2308 23,2 24,3 26,11 25,3 25,35
18,65 15,14 12,47 12,26 12,24 11,43 12,63 17,52 17,17
27,79 23,93 22,24 20,63 23,16 23,39 24,27 25,19 22,44
5 21,33 15,92 13,91 15,94 13,94 15,5 15,11 16,89 16,72

A OODN -

Prom 22,82 18,44 16,96 17,07 17,01 17,22 15,83 20,36 17,53
DE 3,37 5,14 5,48 4,65 5,67 6,28 10 4,46 7,41
EEM 1,51 2,30 2,45 2,08 2,54 2,81 4,48 2 3,32

Tratamiento 1%

(numero de células de cada marcador)10 6

Animal  CD3 CD4 CD8 ) IgM CD19 MHC-II SWC-3 CD14

73,18 46,87 46,43 52,72 53,83 53,64 4,8 72,69 50,77
52,94 50,62 47,74 47,58 49,51 49,75 49,3 57,04 55,63
85,65 80,44 76,85 66,5 78,38 77,86 81,29 82,4 74,58
22,06 17,42 14,69 16,36 15,81 16,39 15,93 13,47 11,77
5 32,3 25,47 21,83 21,83 21,72 21,55 22,21 23,12 22,31

A ODN -

Prom 53,23 44,16 41,51 41 43,85 43,84 34,71 49,79 43,01
DE 26,73 24,64 24,58 21,24 25,49 25,19 30,76 30,29 29,59
EEM 11,98 11,04 11,02 9,52 11,43 11,29 13,79 13,58 13,26
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